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Resumen

Con la presente Memoria se ha pretendido contribuir al desarrollo de
nuevos sensores espectroscopicos en flujo continuo no segmentado, basados
en la integracion de la retencion del analito mismo, sin previas reacciones de
derivacién, con la deteccion directa de una propiedad intrinseca del mismo:
absorcion o emisién molecular. En todos los casos se hace uso de un soporte
s6lido que permite la preconcentracion y retencion selectiva del/os analito/s de

interés en la propia zona de deteccion.

Los sensores que se proponen van dirigidos a la determinacion
automatica de especies de interés farmacoldgico, y su aplicacion al control
analitico de rutina en farmacos. Todos ellos se aplicaran a un elevado niamero

de productos farmacéuticos.

Los sensores desarrollados se pueden agrupar en tres tipos, segun el
namero de analitos que nos permiten determinar. Se ha abordado el estudio de
seis sensores monoparametro, para el analisis de: acido ascorbico, minoxidil,
acido salicilico (y determinacion indirecta de acido acetil salicilico), amoxicilina,
epinefrina, y piridoxina. En los cinco primeros, la determinacion estara basada
en la monitorizacion de sus absorbancias intrinsecas, en la zona UV, cuando
las especies son retenidas sobre un cambiador anidnico ubicado en el interior
de la célula de flujo (excepto el minoxidil, que hace uso de un cambiador
cationico); mientras que la piridoxina, retenida sobre un cambiador cationico, se

determinard en base a su fluorescencia nativa.

También se abordara el estudio de tres sensores biparametro que
permiten, respectivamente, la determinacion secuencial de mezclas binarias de
los analitos: salicilamida-paracetamol; acido ascoérbico-paracetamol; y acido

salicilico-salicilamida. Los dos primeros sensores utilizaran deteccion



fotométrica, mientras que el ultimo usard deteccion fluorimétrica. En los tres
casos se empleara como fase sélida un cambiador aniénico (Sephadex QAE A-
25).

Por dltimo, se desarrollard un multisensor que permite la determinacion
simultanea de cafeina, paracetamol y acido acetil salicilico. En este caso se
registraran los espectros de absorcion de la mezcla una vez que los
componentes hayan sido retenidos sobre gel de silice C18. Esta mezcla
ternaria se resolvera por calibracion multivariante mediante regresion por

minimos cuadrados parciales.
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Objeto del trabajo

Con la presente Memoria se ha pretendido contribuir al desarrollo de nuevos
sensores espectroscopicos en flujo continuo no segmentado, basados en la
integracion de la retencion del analito mismo, sin previas reacciones de derivacion,
con la deteccién directa de una propiedad intrinseca del mismo: absorciéon o
emision molecular. En todos los casos se hace uso de un soporte sélido que permite
la preconcentracion y retencion selectiva del/os analito/s de interés en la propia
zona de deteccion.

Los sensores que se proponen van dirigidos a la determinacidon automatica de
especies de interés farmacologico, y su aplicacion al control analitico de rutina en
farmacos. Todos ellos se aplicaran a un elevado numero de productos
farmacéuticos.

Los sensores desarrollados se pueden agrupar en tres tipos, segun el nimero
de analitos que nos permiten determinar. Se ha abordado el estudio de seis sensores
monoparametro, para el analisis de: 4cido ascérbico, minoxidil, acido salicilico (y
determinacion indirecta de &cido acetil salicilico), amoxicilina, epinefrina, y
piridoxina. En los cinco primeros, la determinacion estard basada en la
monitorizacion de sus absorbancias intrinsecas, en la zona UV, cuando las especies
son retenidas sobre un cambiador aniénico ubicado en el interior de la célula de
flujo (excepto el minoxidil, que hace uso de un cambiador catiénico); mientras que
la piridoxina, retenida sobre un cambiador catidonico, se determinara en base a su
fluorescencia nativa.

También se abordara el estudio de tres sensores bipardmetro que permiten,
respectivamente, la determinacion secuencial de mezclas binarias de los analitos:
salicilamida-paracetamol; acido ascorbico-paracetamol; y acido salicilico-
salicilamida. Los dos primeros sensores utilizaran deteccion fotométrica, mientras
que el ultimo usara deteccion fluorimétrica. En los tres casos se empleara como fase
solida un cambiador anidnico (Sephadex QAE A-25).

Por ultimo, se desarrollard un multisensor que permite la determinacion
simultanea de cafeina, paracetamol y acido acetil salicilico. En este caso se
registraran los espectros de absorcion de la mezcla una vez que los componentes
hayan sido retenidos sobre gel de silice C,;. Esta mezcla ternaria se resolvera por
calibracion multivariante mediante regresion por minimos cuadrados parciales.
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Introduccion

I. TECNICAS MAS EMPLEADAS EN DETERMINACION DE FARMACOS

La investigacion de farmacos nuevos se ha convertido en un proceso cada vez
mas complicado y costoso. Por otra parte, los nuevos métodos analiticos se
desarrollan para mejorar la exactitud y precision de los ya existentes, para su
automatizacion, para reducir el costo de reactivos y mano de obra, o para la
determinacion de una nueva variable analitica.

Existen muchos tipos diferentes de investigaciones cualitativas y
cuantitativas de farmacos, cada una desarrollada teniendo en cuenta los intereses
particulares del laboratorio, sus recursos y la experiencia de su personal. A
continuacion se comentan las mas utilizadas en estos tltimos afos.

En general, las técnicas espectro fotométricas UV-Visible [1-3] y
espectrofluorimétricas [4-6] son las mas utilizadas en la determinacion cuantitativa
de farmacos. El analisis ultravioleta se emplea normalmente en pruebas para un
farmaco especifico o confirmacidon de compuestos detectados por otras técnicas. Sin
embargo, posee relativamente escasa especificidad, a menos que el compuesto
desconocido sea aislado por otras técnicas, como cromatogafia en capa fina o
extraido mediante métodos que reduzcan las interferencias espectrales de otros
constituyentes presentes. Otro modo de aumentar la especificidad tanto del analisis
UV-Visible como del fluorimétrico, podria conseguirse con el uso de un soporte
solido que permitiese la retencion del analito de interés, incrementandose de este
modo la selectividad y sensibilidad del método propuesto. Esta metodologia es la
que trataremos de desarrollar en esta Memoria.

Las técnicas de inmunoanalisis de multiplicacion enzimatica (EMIT) ofrecen
equipos comerciales para drogas individuales o clases de drogas [4]. Igualmente, las
técnicas de radioinmunoandlisis proveen al analista ensayos comercialmente
disponibles para un nimero seleccionado de drogas individuales. La sensibilidad de
estas pruebas es excelente, en ambos casos, permitiendo la deteccion de
concentraciones muy bajas.

La cromatografia en capa fina es una excelente técnica de deteccion
empleada tanto en grandes laboratorios como en los de capacidad mas limitada. El
método no requiere instrumental y es relativamente econdémico. Sus ventajas
adicionales incluyen la flexibilidad de realizar analisis simultaneos de un mayor
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numero de drogas y muestras. La aplicabilidad fundamental de esta técnica es de
caracter cualitativo, puesto que la sensibilidad de la mayoria de los métodos que la
utilizan no es muy elevada. Desde el punto de vista del analisis clinico, la
cromatografia de gases es las mas poderosa herramienta analitica para la separacion
de mezclas de drogas en liquidos biologicos. Al igual que con la cromatografia en
capa fina, la cromatografia de gases permite al analista investigar un gran nimero
de componentes simultaneamente. Sin embargo, nos encontramos con un
inconveniente, y es que antes de llevar a cabo la cromatografia de gases las
muestras deben ser extraidas, y es menester que la droga sea volatil o bien se la
derivatiza para hacerla volatil. Los compuestos se identifican por sus respectivos
tiempos de retencion en relacion a un estandar interno. Cuando un cromatografo de
gases se acopla a un espectrometro de masas, la combinacion provee los datos
analiticos mas objetivos de los métodos existentes para la dilucidacién estructural
de un compuesto desconocido. Los gastos de equipamiento que requiere este
acoplamiento son elevados.

Otros métodos también muy utilizados para la deteccion y determinacion de
farmacos, aunque el nimero total de publicaciones encontradas en bibliografia es
mucho menor que los espectrofotométricos y espectrofluorimétricos, hacen uso de
técnicas tales como HPLC [8-10], amperometria [11], espectroscopia IR [12] y
métodos cinéticos [13].

II. ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

El FIA (analisis por inyeccion en flujo) es una modalidad del analisis en flujo
continuo (CFA). Se trata de un apartado de los Métodos Automaticos de Analisis,
pero que presenta una diferencia importante en relacién con el conjunto de los
mismos, la cual consiste en su disefio para el analisis de muestras inyectadas
manualmente. Los rasgos esenciales del FIA son los siguientes:

- El flujo no estd segmentado por burbujas de aire, lo que constituye la
diferencia fundamental con los métodos clasicos de CFA.

- La muestra liquida es inyectada o insertada directamente en el flujo en lugar
de ser aspirada en el mismo.
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- Se realiza un transporte del “trozo” inyectado a través del sistema. Puede
también tener lugar un proceso fisico-quimico adicional al transporte (reaccion
quimica, dialisis, extraccion liquido-liquido, etc.).

- La dispersion o dilucion parcial del analito en este transporte puede ser
perfectamente manipulada mediante un control de las caracteristicas geométricas e
hidrodinamicas del sistema.

- Un sistema de deteccion continua proporciona una sefial transitoria, que es
convenientemente registrada.

- En el momento de la deteccion de la sefial no se ha alcanzado el equilibrio
fisico (que supondria la homogeneizacidon de una porcion del flujo) ni el equilibrio
quimico (reaccion completa). Por ello las técnicas FIA pueden considerarse dentro
de los Métodos Cinéticos de Analisis y en su modalidad de medida a tiempo fijo.

- El tiempo de operacidon debe de ser muy reproducible pues las medidas se
realizan en condiciones de no estabilidad y por tanto pequenas variaciones del
mismo pueden producir graves alteraciones de los resultados.

Las condiciones ideales de un analizador de inyeccion en flujo segiin un
articulo de Ruzicka de presentacion del FIAstar [14] son las siguientes:

1.- La corriente portadora debe fluir libre de impulsos a través de un tubo
estrecho de diametro estrictamente uniforme, incluyendo las secciones de inyeccion
y detector.

2.- El volumen de disolucion de muestra debe inyectarse de forma
reproducible, como un bolo, “plug”, en el flujo del portador sin crear
perturbaciones en el mismo. El volumen de muestra inyectada debe ser ajustable a
voluntad.

3.- La trayectoria del flujo debe ser facilmente reprogramable para realizar
una amplia variedad de ensayos y ademas los laterales de la corriente deben

conectarse al flujo principal de forma facil y reproducible.

4.- El flujo a través del detector debe dar una respuesta instantanea y
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reproducible del analito que contiene, con sefial de maximo rendimiento.

Un sistema FIA elemental ha de estar formado por una serie de
componentes esenciales: a) Un sistema propulsor de la corriente portadora a lo
largo de las diferentes unidades elementales, que debe suministrar un flujo
constante y regular en el sistema, ausente de impulsos y perfectamente
reproducible; b) Un sistema de inyeccion dentro de la corriente portadora de
volumenes de muestra muy precisos, reproducibles y variables dentro de un amplio
rango; c¢) Un sistema de transporte de la disolucion que tiene como misiones
fundamentales conectar entre si los diferentes elementos y conseguir en el
transcurso de los fluidos a su través un adecuado grado de dispersion o mezcla de la
muestra con la corriente portadora; d) Un sistema de deteccion, que permita la
medida continua de una propiedad de la muestra o de su producto de reaccion
proporcionando informacion cualitativa y cuantitativa sobre la misma.

III. SISTEMAS DE DETECCION EN FIA

Para ser adecuado como sistema de medida en la técnica de inyeccién en
flujo, un detector debe poseer algunos atributos claramente definidos, tales como:
pequefio volumen, bajo ruido, respuesta rapida y lineal en un amplio rango de
concentraciones y alta sensibilidad.

Cabe hacer una distincion general entre sistemas de deteccion FIA que miden
directamente una propiedad de la especie disuelta en la muestra inyectada, que esta
limitada s6lo a casos favorables en que se pueden aplicar métodos potenciométricos
o absorcion atomica, y aquellos en que debe existir una reaccioén adicional que
origina un producto de reaccion detectable. De esta manera el FIA puede aplicarse a
especies activas o inactivas segun su comportamiento en relacion con el sistema de
deteccion. De ahi que puedan considerarse las técnicas FIA clasificadas de acuerdo
con:

1.- Analisis de muestras inyectadas que contienen especies no detectables por
el detector empleado (analisis de muestras inactivas). Se pueden usar dos métodos
en este caso: a) la disolucidon portadora contiene un componente detectable por el

10
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detector que reacciona con el analito; la concentraciéon de la especie detectable
decrece a medida que progresa la reaccion, b) el flujo de disolucidén contiene una
especie inactiva que reacciona con la disolucion muestra para dar un producto de
reaccion detectable.

2.- Analisis de flujos de muestra conteniendo un componente no detectable
por el detector empleado (analisis de especies inactivas en el flujo). En este caso se
inyecta una disolucion de un reactivo apropiado. Existen dos posibilidades: a) si el
detector es sensible al reactivo se “sigue” el consumo de reactivo; b) si el producto
de la reaccion es activo en el detector, se sigue su aparicion. Obviamente los
términos inactivo, no detectable, etc., dependen de la naturaleza del detector y de
las condiciones experimentales.

La eleccion de una u otra técnica depende del problema a resolver, del
volumen de muestra y de su concentracion. En este ultimo aspecto, si la muestra es
concentrada, la inyecciéon de muestra da resultados mas satisfactorios que la
inyeccion de reactivo, mientras que con muestras diluidas es preferible la situacion
inversa.

Los sistemas de deteccion mas usados en FIA abarcan los mas variados tipos
existentes dentro de los métodos analiticos: Opticos (espectroscopicos y no
espectroscdpicos) y electroquimicos (amperométricos, potenciométricos,
conductimétricos, coulométricos, etc.).

IIL.1. DETECTORES ELECTROQUIMICOS

Los detectores electroquimicos son de gran utilidad en sistemas
hidrodinamicos debido a su selectividad, sensibilidad y linealidad de respuesta en
un amplio rango de concentracion. La propia naturaleza de los procesos
electroquimicos, que generalmente ocurren en una superficie en lugar de hacerlo en
volumen, los hace mas atractivos y convenientes para la deteccion miniaturizada.
No obstante, mientras la manufacturacion de células de pequefio volumen para la
deteccion electroquimica no parece plantear problemas, el principal inconveniente
lo constituye el material del electrodo. El envenenamiento de la superficie en el
caso de electrodos solidos debido a la adsorcion, se manifiesta en una pérdida de
estabilidad a causa de la pasivacion y consecuente disminucion de la senal.

11
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Los detectores electroquimicos pueden clasificarse como detectores de
propiedades de la disolucion (como son los conductimétricos) y detectores de las
propiedades del soluto (amperométricos, coulométricos y potenciométricos). Los
detectores de propiedades electroquimicas de la disolucion tienen la ventaja de no
ser destructivos y ser mas o menos universales. Su sensibilidad es moderada y su
rango lineal dindmico es limitado. Los basados en propiedades electroquimicas de
los solutos son en general muy sensibles y especificos. Su especificidad difiere
frecuentemente de la de los detectores Opticos. Algunos de estos detectores son
parcialmente destructivos. En principio estos detectores son reactores
electroquimicos. En los electrodos tienen lugar oxidaciones o reducciones. Una
importante caracteristica de estos detectores es que la sefial que suministra el
detector viene determinada por la concentracion o actividad del compuesto, medida
en las proximidades de la superficie del electrodo de trabajo. Es por tanto muy
importante que exista una relacion inambigua entre la concentracion promedia en la
seccidn transversal de la célula de flujo del detector y la concentracién en o muy
cerca de la superficie del electrodo de trabajo. Este aspecto reactivo de los
detectores de propiedades del soluto es la diferencia esencial con los detectores de
propiedades oOpticas del soluto, en los cuales se mide un parametro fisico.

Otra clasificacion general que puede hacerse de los detectores
electroquimicos en FIA se basa en la situacion de la superficie activa o sensor
responsable de la sefial analitica. Asi, existen tres tipos de detectores
electroquimicos:

a) Detector anular. En el mismo, la parte sensible esta en forma de un anillo
mas o0 menos ancho, que normalmente coincide con las dimensiones internas de los
tubos de transporte (un ejemplo tipico es el electrodo de vidrio).

b) Detector de tipo varilla. Se situa en la direccion de flujo; son de este tipo
los electrodos metalicos (alambre de Ag, Pt, etc.).

¢) Detector de choque. En este tipo, el flujo incide frontal o tangencialmente
con la superficie activa. Esta puede ser plana (electrodo selectivo de iones) o
esférica (electrodo de gotas de mercurio).

Otra clasificacion general de los detectores electroquimicos en FIA se basa
en la situacion del electrodo de referencia. Existen tres tipos comunes:

1.- Cuando se encuentra en la misma célula de flujo donde esta situado el
electrodo de trabajo.

2.- El electrodo de referencia esta situado en un pozo o cavidad final donde
se recoge el flujo de desecho del sistema.
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3.- Cuando esta situado en lugares diferentes a los anteriores, tales como by-

pass del sistema de inyeccion, tubo de salida de la célula, etc.

II1.1.1. Técnicas amperométricas

Con respecto al campo de aplicacion y utilidad de los detectores
amperométricos hay que distinguir entre los disefios que implican electrodos
solidos y los de gotas de mercurio (EGM). E1 EGM tiene la importante ventaja de
una superficie continuamente renovada que asegura una sensibilidad y nivel de la
linea base estables.

El campo de aplicacion de estos detectores abarca la determinacion a muy
bajas concentraciones de compuestos fisiologicamente activos, como
neurotransmisores y sus precursores, y metabolitos. Esta importante aplicacion ha
impulsado fuertemente la actividad cientifica y técnica en esta area, por lo que han
sido propuestos en la literatura numerosos disefios de células. Sin embargo la
geometria de la célula parece no tener una gran influencia en parametros
importantes como limite de deteccion y estabilidad del electrodo.

Haciendo uso de electrodos de carbon, Liu y col., determinaron paracetamol
en orina [15], mientras que Neumayr y col. desarrollaron un método amperométrico
para determinar acido salicilico en preparados farmacéuticos [16] (obteniendo un
rango lineal comprendido entre 5-150 ng ml™").

II1.1.2. Técnicas potenciométricas

Un detector electroquimico en un sistema dindmico recibe el nombre de
potenciométrico, cuando la diferencia de potencial entre dos electrodos en
condiciones de corriente constante (generalmente cero) se mide en funcion de los
componentes del flujo.

La deteccidén potenciométrica presenta una serie de ventajas, como son:
simplicidad del dispositivo experimental, selectividad, sensibilidad, rapida
respuesta y quimica relativamente simple. Las desventajas que implica la técnica
potenciométrica no son muchas, siendo las mas importantes: interpretacion dificil
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de la medida si el i6n a determinar estd parcialmente complejado, y ser sensibles a
la actividad i6nica s6lo en la inmediata vecindad de la membrana.

Dentro de esta técnica se distinguen los distintos tipos de medidas que
corresponden a: electrodos redox, electrodo de vidrio, electrodos selectivos de
iones, transistores de efecto de campo sensibles a iones (ISFETS), y redisolucion
potenciométrica.

Las vitaminas B, y B se han determinado con un electrodo selectivo tubular
sin contener solucion de referencia interna [17]. Las membranas se preparaban de
vitamina-tetra (2-clorofenil) borato, disueltas en éter o-nitrofenil octil e
inmovilizadas con ayuda de PVC. Las vitaminas se determinaban con una
configuracion FIA de doble canal en donde se insertaba el electrodo; los resultados
obtenidos eran satisfactorios, consiguiendo con este electrodo un menor coste
econdmico que las alternativas recomendadas por institutos oficiales.

III.1.3. Técnicas coulométricas

La coulometria por inyeccion en flujo (FIC) esta basada en la medida de la
integral del pico corriente-tiempo (i-t), obtenido en la inyeccion de un pequeilo
volumen de disoluciéon que contiene especies electroactivas en un flujo de
electrolito-soporte que pasa a través de un detector que opera en condiciones de
transporte de masa limitado. El FIC es mas efectivo cuando el electrodo tiene una
gran superficie y pequefio volumen interno, de manera que opera con una eficiencia
de practicamente el 100% y se llama entonces “electrodo coulométrico”.

El aporte de reactivo en esta técnica puede realizarse: a) Por generacion
electrolitica externa, lo que tiene un amplio campo de aplicacion, especialmente
cuando el reactivo se inyecta en la disolucion; b) Por un proceso de electrolisis
continuo.

En la determinacién de dipirona en farmacos [18], la muestra se inyecta en
una solucion acuosa de HCI 0.1M. El analito se oxida sobre un electrodo de Pt
poroso teniendo como electodo de referencia uno de calomelanos saturado, a un
potencial de 0.75 V. Asimismo, también se ha determinado coulorimétricamente
algunas fenotiazinas (clorpromazina, prometazina, dietazina y trifluoperazina) en

14



Introduccion

preparaciones farmacéuticas [19].

III.1.4. Técnicas conductimétricas

La asociacion de esta técnica con el FIA ha dado lugar a un nuevo método de
inyeccion en flujo, donde las muestras se eluyen a través de una célula de
conductividad miniaturizada. Una columna de cambio i6nico reduce la contribucion
a la conductividad del acido o la base por neutralizaciéon a H,O. La conductividad
diferencial es, por tanto, proporcional al contenido de acido o base no considerando
la sal.

En bibliografia, no se han encontrado aplicaciones de esta técnica en FIA
para principios activos con caracter farmacoldgico.

II1.2. DETECTORES OPTICOS

Son, con mucha diferencia, los métodos de deteccion mas utilizados en FIA,
debido al gran nimero de especies que pueden “seguirse” por técnicas de este tipo,
bien por sus propiedades intrinsecas, bien porque el producto de su reaccion con
una sustancia adecuada sea apto para este tipo de medidas. Dentro de los métodos
opticos es la fotometria la técnica que ha sido mas utilizada. La utilizacion del laser
como fuente de excitacion ha impulsado de forma notable la técnica fluorimétrica,
que ofrece un atractivo campo de aplicacion en Quimica Clinica. Las técnicas
atomicas estan asimismo experimentando un notable desarrollo [20] al que
contribuye de manera cada vez mas notoria el desarrollo de los métodos de emision
por ICP [21].

II1.2.1. Fotometria

Es actualmente el sistema de deteccion mas importante en FIA debido a la
gran cantidad de reacciones selectivas coloreadas utilizables para todo tipo de
compuestos y elementos que existen. A pesar de la enorme aplicacidén que ha tenido
la fotometria en FIA, las células no han tenido un desarrollo paralelo, habida cuenta
que las células de flujo existentes en el mercado se utilizan con buenos resultados
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para este fin. Los dos tipos mas comunes de estas células son: a) Tipo en U
fabricado en cuarzo o vidrio optico especial, dependiendo de la zona del espectro
donde se mida, y con caras negras, existiendo dos rendijas por célula situadas en
caras opuestas (el flujo entra y sale por la parte superior); b) Tipo en Z, donde el
flujo entra por la cara inferior, saliendo por la superior. Es un modelo bastante
menos utilizado, ya que es mas dificil de adaptar a los espectrofotdémetros usuales.

Muchas de las aplicaciones a farmacos, con este tipo de deteccion, se
comentan ampliamente mas adelante (Capitulos 11-VI).

II1.2.2. Fluorimetria

A la vista de las ventajas de esta técnica determinativa, su selectividad, bajo
limite de deteccidn, capacidad para la miniaturizaciéon y costo relativamente bajo,
su utilizacion ha sido bastante amplia. Un inconveniente de la misma es que el
efecto fluorescente lo manifiestan un numero muy limitado de compuestos. Sin
embargo, el uso de reacciones quimicas sencillas puede ampliar el campo de
aplicacion del método de forma considerable. La aplicacion del laser como fuente
de excitacion ha hecho posible la determinacion de concentraciones a muy bajos
niveles y muy pequefios volumenes. La puesta a punto de esta fuente de excitacion
aplicada al FIA se debe a Baumann [22].

Las células fluorimétricas de flujo, al igual que las fotométricas, existen en el
mercado con un disefio comun, apto para su uso en FIA y responden a las
caracteristicas y materiales ya descritos para fotometria. La diferencia fundamental
con aquellas se desprende de las caracteristicas intrinsecas de la técnica: existen
tres rendijas en tres caras de la célula, mientras que la cuarta es opaca. El disefio

mas utilizado es en U.
Al igual que se comentd en el apartado anterior, muchas de las

aplicaciones a farmacos con este tipo de deteccion se ven con mayor detalle mas
adelante (Capitulos VII y VIII).
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111.2.3. Quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia exhibida por una sustancia es proporcional a la
velocidad de la reaccion que producen los estados electronicamente excitados,
ademas de a la concentracion del producto. Como consecuencia, el disefio de una
célula de quimioluminiscencia para FIA difiere de los disefios basados en los
métodos de medida de concentracidn, ya que nos interesa observar la reaccion en el
momento de la mezcla o en un tiempo muy corto después de ésta, porque la
intensidad es usualmente mayor al comienzo de la reaccion (antes de que el
consumo de especies sea significativo). Para incrementar la intensidad observada,
es deseable medir un volumen mayor que los extremadamente pequefios volimenes
usados generalmente en detectores de medida de concentracion.

Las aplicaciones a la determinacion de farmacos es elevada. Deftereos y col.
[23] han determinado adrenalina en preparados farmacéuticos utilizando
permanganato potasico en medio sulfirico como reactivo, y obteniendo una RSD de
1.2%. Por otra parte, utilizando luminol y agua oxigenada como reactivo, es posible
la determinacion quimioluminiscente de riboflavina [24] y vitamina B,, [25] en
complejos vitaminicos.

1I1.2.4. Infrarrojo

Los mayores inconvenientes se centran en la falta de transparencia de los
disolventes asi como en las dificultades del montaje y limpieza de las celdas. En
este sentido, el empleo de mezclas de disolventes y el acoplamiento de la
espectroscopia IR con las técnicas de inyeccion en flujo han hecho que el analisis
cuantitativo de liquidos por IR, atin siendo minoritario, haya ido ocupando un lugar
cada dia mas importante en la literatura cientifica. La sensibilidad no es muy
elevada. Con la espectrometria IR mediante la transformada de Fourier (FTIR), en
el tiempo requerido para medir un elemento de resolucion mediante un
espectrofotometro dispersivo, es posible medir el espectro completo.

Morgan y col. [26] determinaron sulfocianato de octilo en medicamentos,
disolviendo las muestras en agua y realizando medidas de reflectancia total
atenuada. Los autores utilizaron un espectrofotdémetro FTIR equipado con un
detector piroeléctrico de sulfato de triglicina y una celda de flujo con un cristal de
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ZnSe. Asimismo, también han sido determinados farmacos tales como ibuprofeno
[27], dimenhidrinato [28], paracetamol [124], y la mezcla de cafeina y &cido acetil
salicilico [125].

1I1.2.5. Refractometria

El principio en que esta basada la refractometria como sistema de deteccion
en FIA es la formacion de un gradiente de indice de refraccion entre la disolucion
de la muestra y una corriente de disolucion estandar, la magnitud del cual es una
medida del indice de refraccion original de la muestra. La alta sensibilidad del
sistema es debido a la forma de este gradiente. Si una disolucion de alto contenido
salino (alto indice de refraccion) se inyecta en una corriente de agua destilada que
pasa por el transductor, cuando la muestra circula a través de ¢l lo hace de tal forma
que las lineas de igual concentracidon salina (isolineas) tienen forma parabolica,
caracteristica de las condiciones de flujo laminar del sistema. Cada isolinea tendra
un indice de refraccion distinto al de la adyacente. El sistema puede considerarse
como una lente liquida cuyo foco o luz divergente es de una magnitud que depende
de las dimensiones de la parabola, y de su situacion con respecto a la luz incidente,
de la direccion y de la magnitud del gradiente de indice de refraccion. Su aplicacion
al campo farmacéutico es muy escasa.

II1.2.6. Técnicas espectroscopicas atomicas

En las técnicas atomicas con o sin llama se utiliza generalmente para la
determinacion de un elemento por aspiracion continua, un volumen de 0.5 a 2 ml de
disolucion de muestra. Para el analisis de muestras de menor volumen el uso de FIA
en conjuncion con estas técnicas resuelve el problema. Una caracteristica
diferencial del uso de un instrumento de absorcidon atomica, fotometro de llama o
unidad ICP con otros detectores usados en FIA es el hecho de no precisar célula de
flujo. El esquema de un sistema de este tipo no puede ser mas simple: el portador
continuamente bombeado, se aspira hasta el nebulizador. La insercion de la muestra
en el mismo da lugar a su aparicion en el nebulizador, atomizacién o ionizacion sin
ser necesaria la correspondiente célula de flujo méas o menos caracteristica de cada
sistema de deteccion.
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Caracteristica comun de las técnicas atomicas-FIA es el uso de dispersion
baja, factor adicional para una mayor sensibilidad. Actualmente la utilizacién del
ICP como sistema de deteccion esta en creciente desarrollo, habida cuenta de la
gran sensibilidad, frecuencia de muestreo, y versatilidad que proporciona esta
unidad de emision.

Martinez Calatayud y col. [29] y Montero y col. [30] han determinado de
forma indirecta clorhexidina y lidocaina, respectivamente, utilizando como agentes
precipitantes Cu(Il) para el primero y Co(Il) para el segundo, y determinando la
cantidad de 16n metalico no precipitado. Para cada uno de ellos se obtienen valores
de RSD del orden de 3.6 y 0.5%, respectivamente.

IV. CARACTERISTICAS DE LOS METODOS FIA
1V.1. Sensibilidad

En general los métodos FIA son algo menos sensibles que las técnicas
manuales por dos razones: a) cuando se hace uso de reacciones derivatizadoras, al
ser el tiempo de reaccion corto, se consiguen rendimientos parciales de reaccion; b)
al existir una dispersion fisica o dilucidon de la muestra en el portador, no se alcanza
la maxima sefal posible (bolo sin diluir). Debido a las numerosas posibilidades que
ofrece esta técnica son diversas las modificaciones que pueden hacerse en los
montajes FIA para paliar esta caracteristica negativa:

- Para conseguir una mezcla mas eficiente entre el bolo de muestra y el
reactivo, se utiliza un punto de confluencia entre un canal de disolvente puro, que

recibe al bolo de muestra, y el canal de reactivo.

- El empleo de sistemas continuos de separacion incorporados al FIA puede
mejorar indirectamente la sensibilidad de la determinacion.

- La interrupcion del flujo cuando el bolo reaccionante se encuentra en el
reactor, permite el desarrollo de la reaccion sin que se produzca dilucidn.

- El empleo de un soporte s6lido que permita la retencion-preconcentracion
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del analito a partir del bolo de muestra. Esto serd lo que haremos en el desarrollo de
esta Memoria.

1V.2. Selectividad

La adaptacién de un método convencional para ser llevado a cabo de manera
semiautomatica o automatica por FIA conlleva, en general, una reduccion mas o
menos notable tanto del ntimero de especies interferentes, como del nivel de
perturbacion. Este hecho se ha constatado en numerosas determinaciones FIA al
establecer la comparacion con el método manual. El mayor nivel de selectividad
logrado se debe en muchos casos a que las reacciones paralelas indeseables no se
desarrollan en el corto espacio de tiempo de medida (tiempo de residencia en FIA).
Ademas, esta caracteristica se ve aun mas incrementada en nuestros métodos por el
uso de un soporte solido que nos permita la fijacion s6lo del analito en estudio.

1V.3. Precision

A pesar de que en la metodologia FIA concurren aspectos cinéticos, fisicos y
quimicos, que a priori pueden hacer suponer que los resultados no han de
caracterizarse por su buena precision, de hecho se alcanzan niveles de
reproducibilidad notables y perfectamente comparables con los conseguidos con las
metodologias manuales. A pesar de que son varias las causas que pueden originar
fluctuaciones en la sefial FIA (modo de inyeccion, fluctuaciones de la temperatura,
cambios en la concentracion de reactivo o portador, falta de sincronizacion entre el
detector y registrador, etc.), es sin duda la constancia en el caudal el factor mas
critico. Es importante elegir un tipo de bomba que origine caudales constantes.

1V.4. Rapidez

La rapidez de la metodologia FIA tiene su mayor incidencia en la frecuencia
o velocidad de muestreo, siendo incomparablemente superior respecto a las técnicas
manuales. Esta mayor velocidad de muestreo en FIA puede atribuirse a la existencia
de fuerzas de difusion radiales, de gran significacidon con relacion a las de difusion
axial y de conveccidn, que ejercen un efecto de lavado evitando la contaminacion

20



Introduccion

mutua entre las muestras al limitar el ancho de banda.

Es indudable que factores como volumen de muestra, volumen interno del
reactor y caudal son decisivos al establecer la velocidad de muestreo. Deben de
elegirse en cada caso las condiciones adecuadas a las necesidades.

1V.5. Sencillez
La técnica FIA se caracteriza por su gran simplicidad debido a:

- Montajes no sofisticados compuestos por tubos de teflon, conexiones,
bifurcaciones, etc., de facil ensamblaje, en contraste con las nuevas metodologias
analiticas surgidas en los ultimos afios, que se basan en instrumentos complicados
dificiles de adquirir, poner a punto y mantener.

- Facil manejo. No solo es tarea sencilla el uso de un montaje FIA para
analisis rutinarios, sino que es muy facil también manipular su disefio para
conseguir los resultados deseados. Asi, es facil sustituir algin componente, alargar
un reactor, modificar la temperatura, etc., para adaptar el mismo montaje a la
determinacion de un analito en diferentes matrices.

1V.6. Economia y versatilidad

Al ser el FIA una técnica sencilla y simple, se caracteriza por su bajo coste,
en claro contraste con otras metodologias automaticas, tanto continuas
segmentadas, como discontinuas. Ademas, el caracter modular de un sistema FIA
permite su adaptacion a las diferentes necesidades que hoy en dia tiene la sociedad
y cuya resolucion compete a la Quimica Analitica. La sustitucion de cualquiera de
sus componentes y la incorporacion de otros es tarea sencilla si se tiene en cuenta la
ausencia de altas presiones que complicarian estas operaciones. La optimizacion de
un nuevo montaje preparado en pocos minutos es facil de llevar a cabo.
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V. ANALISIS DE FARMACOS, UTILIZANDO FIA CON DETECCION
FOTOMETRICA UV-VISIBLE O FLUORIMETRICA, EN
DISOLUCION

La espectroscopia de absorcion molecular es sin duda la técnica de deteccion
utilizada mas frecuentemente, debido a la amplia disponibilidad y economia de la
instrumentacion requerida. El gran numero de aplicaciones publicadas que estan
relacionadas con esta técnica, es el resultado 16gico de su elevada flexibilidad para
poder adaptarse a una variedad amplia de problemas analiticos. La bibliografia
abunda con referencias a determinaciones espectro fotométricas de farmacos
utilizando metodologia FIA. Sin embargo, pocas de estas aplicaciones acaban
midiendo la absorbancia directa del firmaco en disolucion (7abla I-1) y menos atn
en la regién ultravioleta, debido a la baja selectividad que ofrece la técnica. Para
obviar esto, lo que normalmente se hace es someter al analito a reacciones
derivadoras tales como oxidaciones, utilizando para ello un fuerte agente oxidante
(Tabla I-2.1), o provocar la formacion de quelatos coloreados utilizando para ello
iones metalicos (Tabla I-2.2).

Tabla I-1. Aplicacion de FIA con deteccion fotométrica a farmacos.

Medida de su absorbancia nativa

Analito A(nm) Rango lineal RSD (%)  Frecuenciade  Ref.
(ug ml™) muestreo (h)

Proflavina 450 0.3-12.5 1.2 40 31
9-aminoacridina 400 0.4-24.9 0.16 27 32
Fosfestrol 239 5-30 0.2 140 33
Azintamida 258 5-50 - 150 34
Clotiazepan 390 31-502 uM - - 35
Clorocresol 400 0.05-0.15% 1.1 - 36
Morfina 420 30-700 0.4 240 37
Sulfonamidas 545 2-20 0.5 72 38

22



Introduccion

Tabla I-2.1. Aplicacion de FIA con deteccion fotométrica a farmacos.

Derivacion por oxidacion

Oxidante Analito AMnm)  Rango lineal RSD  Muestreo  Ref.
(ug ml™) (%) (h)

K,Cr,0, Perfenazina 525 50-250 0.3 300 39
Trimeprazina 510 - 0.8 - 40

Ce(IV) Prometazina 514 10-51 1.2 122 41
Trimeprazina 510 500-1000 0.8 200 42

Acido ascorbico 410 0.06-0.17M 0.9 36 43
Procainamida 480 100-600 0.5 250 44

K, Fe(CN),  Paracetamol 630 0.25-30 0.4 26 45
Isoprenalina - - - 180 46

Doxiciclina 520 20-250 0.5 70 47

Terbutalina 550 - 0.5 - 48

V(V) Isoniazida 420 - 1.5 360 49
Clorpromazina 526 160-1000 0.3 129 50

Prometazina 515 160-2100 0.5 150 50

Trimeprazina 525 400-1200 0.4 129 50

KIO, Emetina 400 25-250 0.6 39 51
Acido ascorbico 350  0.1-40 1.5 - 52

Resorcinol 540 0-6 0.3 300 53

Cloramina T  Acido ascorbico 650 4-140 - 90 54
Acido ascérbico 650 20-140 2.5 90 55

Acido ascorbico 650 15-150 0.9 90 56

Fe(II) Flufenazina - 10-150 >1 120 57
Acido ascorbico 510 50-500 0.5 60 58
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Formacion de quelatos coloreados

Tabla 1-2.2. Aplicacion de FIA con deteccion fotométrica a farmacos.

Cation Analito A(nm) Rango lineal RSD  Muestreo  Ref.
(ug ml™) (%) (b

Fe(Il, III)  Paracetamol 590 0.5-6 - - 59
Acido Salicilico 520 100-600 0.4 30 60
Salicilamida 540 80-800 - - 61
Oxitetraciclina 435 - 1.7 17 62
Norfloxacina 430 50-450 0.6 140 63
Ciprofloxacina 447 50-500 0.9 250 64
Tetraciclina 423 20-200 0.9 170 65
Ampicilina 505 0.25-3 1.1 50 66

Metildopa 533 - - 450 67
Bromazepam 585 - 0.7 - 68

Ni(II) N-acetilcisteina 415 (0.2-3)x10° M 0.4 100 69
Co(I) N-penicilamina 360 (0.1-2)x10° M 0.5 150 70

Por otro lado, las caracteristicas que mas sobresalen de la fluorimetria son,

sin duda, su elevada selectividad asi como los bajos limites de deteccion obtenidos.

Estas caracteristicas han hecho aumentar el empleo de esta técnica en el analisis

farmacéutico. De hecho, la fluorimetria es una de las técnicas mas usadas para la

deteccion de cantidades muy pequefias de drogas en materia bioldgica, donde se

encuentran frecuentemente a niveles de concentracion de pocos nanogramos o

picogramos. Si a esto afladimos la economia y simplicidad de la técnica, se justifica

el interés y desarrollo que ha tenido esta técnica en los ultimos afios. El problema

mas grande con el que nos encontramos, es el bajo numero de sustancias que

presentan fluorescencia, incluidos los farmacos (7abla I-3). Por ello, en la mayoria

de los casos, es necesario activar la fluorescencia de los farmacos mediante

derivaciones quimicas (7abla I-4).
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Tabla I-3. Aplicacion de FIA con deteccion fluorimétrica a farmacos.

Medida de su fluorescencia nativa

Analito A(nm) Rango lineal RSD  Muestreo  Ref.
Exc Em (ug ml") (%) (h)
9-aminoacridina 400 432 0.06-2900 0.3 163 71
Ergotamina 325 415 0.3-1 1.8 - 72
Escopoletina 350 418 0.1-65 0.9 120 73
Umbeliferona 325 418 1-20 - - 74
Sulfanilamida 260 345 0.1-1 - - 75
Quinina 365 415 0.05-0.3 1.3 120 76

Tabla I-4. Aplicacion de FIA con deteccion fluorimétrica a farmacos.

Reacciones de derivacion

Reactivo Analito A(nm) Rango lineal RSD  Muestreo  Ref.
=il 0 -1
e pm Gemd ) @)

Hg(II) Acido ascorbico 366 435  0.1-10 2.0 30 77
Captopril - - 1-5 1.3 145 78
Difenhidramina - - 0.2-2 0.7 80 79
Tiopronina 365 445  10-80 mM 1.2 - 80
Tiamina 370 465 - 0.2 22 81

Ce(IV)  Prometazina 259 359  0.5-31 0.6 130 82
Dipirona 260 360 0.5-4 0.9 - 83

Cu(II) Histidina 308 435 - 0.5 60 84

H,0, L-cisteina 250 430 (5-50)x10°M 1.0 37 85

TI(III)  L-cistina - - (2-20)x10°M 1.4 - 85

CN Piridoxal 355 435 - 1.0 30 86
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VI. ESPECTROSCOPIA EN FASE SOLIDA. METODOLOGIA BATCH

La Espectrofotometria en Fase Solida surge como intento de aplicacion al
analisis cuantitativo del fundamento de los “resin spot test’. A pesar de los
numerosos trabajos sobre “resin spot test” publicados desde que en 1954 Fujimoto
[87] propusiera la referida técnica de microanalisis cualitativo, en ninguno de ellos
se hizo un intento de cuantificacion del analito y tuvieron que pasar mas de dos
décadas hasta que en 1976 Kazuhisa Yoshimura [88] diera a conocer los primeros
métodos de determinacion cuantitativa basados en la medida directa de la
absorbancia de la especie coloreada sorbida en fase resina, que ¢l llamo
Colorimetria de Cambio ionico y que mas ampliamente debemos denominar
Espectrofotometria en Fase Sdlida.

La espectrofotometria en fase s6lida es una metodologia relativamente nueva
que ha sido aplicada a una gran variedad de analitos organicos [89-91] e
inorganicos [92-94]. Los métodos basados en esta técnica ofrecen una alta
sensibilidad y selectividad [93-96] utilizando una instrumentacidén barata y no
sofisticada, mostrando ademas una alta aplicabilidad en el analisis de muestras
reales. El analito, al que generalmente se le ha sometido a un proceso de derivacion,
es previamente fijado por equilibracion en un soporte sdlido adecuado
(generalmente una resina de intercambio idnico), que posteriormente se introducira
en el interior de una cubeta (1-mm de paso Optico) donde se producira la deteccion
directa del mismo retenido en el soporte. Una gran ventaja de la SPS respecto de la
Espectrofotometria convencional radica en el notable incremento de sensibilidad
que ofrece la primera con el aumento del volumen de muestra a analizar, pudiendo
cuantificarse niveles de concentracion inferiores a 0.1 ng ml™'. Se ofrece asi la
posibilidad de determinacion de elementos traza por espectrofotometria sin que sea
obligado el empleo de una preconcentracion previa del analito, tal y como se
requiere en la espectrofotometria convencional.

En los ultimos afios se ha producido una extension de dicha metodologia a la
espectrofluorimetria, surgiendo asi la Espectrofluorimetria en Fase Solida. Uno de
sus mas inmediatos antecesores ha sido el grupo de investigacion del PAI
“Espectrometria en Fase Solida” del Departamento de Quimica Analitica de la
Universidad de Granada [121-123]. Ambas técnicas, espectrofotometria y
espectrofluorimetria en fase solida, podrian englobarse en el término general
“Espectroscopia o Espectrometria en Fase Solida” (SPS).

26



Introduccion

La integracién de la metodologia SPS con el analisis por inyeccion en flujo
(FIA) combina las ventajas de ésta ultima (rapidez, automatizaciéon y menor
participacion humana, etc.) con aquéllas ofrecidas por SPS. Algunas de estas
combinaciones SPS-FIA (sensores en flujo continuo) se han desarrollado en los
ultimos afios tanto para especies organicas [97, 98] como inorganicas [99-102].
Cuando solo existian pocos antecedentes del acoplamiento FIA con SPS, en nuestro
grupo de investigacion de Quimica Analitica se empezé a trabajar en el desarrollo
de este tipo de sistemas, dando origen a los sensores que aparecen en esta Memoria.

VIL. SENSORES. CLASIFICACION

Un sensor quimico (o bioquimico) ideal es un dispositivo analitico
(miniaturizado) que responde de manera directa, reversible, continua, rapida, exacta
y precisa a los cambios de concentracion de una (o mas) especie(s) (analitos) de una
muestra [103]. Consta de una microzona sensora, donde tiene lugar una reaccioén
quimica (o bioquimica) y/o un proceso de separacion, que esta conectada con (o
integrada en) un transductor optico, eléctrico, térmico, de masas o acustico. Muchas
veces, el término sensor es usado impropiamente y es frecuente encontrar trabajos y
libros en donde dicho término se aplica a dispositivos que no trabajan realmente
segun los criterios contemplados en la definicidén dada.

La amplia variedad existente de sensores hace dificil describir su
comportamiento en términos generales; no obstante, establecer sus propiedades
genéricas, indispensables unas, deseables otras, resulta mucho mas facil. Algunas
de ellas coinciden con caracteristicas esenciales de la metodologia FIA, como son
exactitud, precision, sensibilidad y selectividad; otras, se refieren al tipo de
funcionamiento: reversibilidad, reutilizabilidad en procesos irreversibles o
regenerables. Otras caracteristicas basicas son aquellas relacionadas con el tiempo:
respuesta lo mas proxima posible a tiempo real, rapidez en los procesos reversibles
y en los de regeneracion y estabilidad (duracion y tiempo de vida operacional).
Finalmente, otras caracteristicas destacables son: simplicidad de construccion y
operacion, robustez, bajo costo, posibilidad de utilizacidn con muestras complejas o
sistemas en evolucion y, por ultimo, necesidad de no interpretacion por parte del
operador.
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VIIL.1. CLASIFICACION DE LOS SENSORES

Dado el gran nimero y variedad de sensores existentes, la clasificacion debe
hacerse atendiendo a un amplio conjunto de criterios diferentes. Asi, tenemos:

1. Sensores quimicos o bioquimicos, segin sea el parametro que miden.

2. Sensores reversibles, irreversibles o desechables y reusables o
regenerables, segin su naturaleza.

3. Planos, de sonda o de flujo, seglin su forma externa.

4. Conectados o integrados, segun la relacion de la zona sensora con el
transductor.

5. Discontinuos o continuos, segiin el modo de medida.

6. Opticos, eléctricos, térmicos, de masa, acusticos, segun la naturaleza del
transductor.

7. Monoparametro o multiparametro segun respondan a un solo analito o a
varios simultaneamente.

8. Simultdneos o secuenciales segun respondan a la vez o sucesivamente a
varios analitos.

En la presente Memoria, nuestro interés esta centrado en los sensores opticos
de flujo continuo (acoplamiento de FIA con detectores 6pticos), es decir, sensores
donde la microzona activa se sitia en el interior de una célula de flujo ubicada en el
seno de un detector espectroscopico no destructivo. Antes de entrar directamente en
el estudio de las caracteristicas y modalidades de este tipo de sensores, veremos las
caracteristicas genéricas de los sensores quimicos (o bioquimicos) de flujo.

VIL.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SENSORES
QUIMICOS (0 BIOQUIMICOS) EN FLUJO

En los sistemas analiticos de flujo continuo, la deteccion en la célula de flujo,
las reacciones quimicas (o bioquimicas) y los procesos de separacion que implican
transferencia de materia entre dos fases tienen lugar en modulos diferentes, que
estan separados en el espacio, es decir, se llevan a cabo de forma secuencial.
Existen cuatro formas genéricas de integrar estos pasos:

1. Integrar la(s) separacion(es) continua(s) con la(s) reaccion(es) analitica(s).
2. Integrar la(s) reaccion(es) quimicas(s) (o bioquimicas) con la deteccion.
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3. Integrar la(s) separacidn(es) continua(s) con la deteccion.
4. Integrar la(s) separacion(es) continua(s) con la(s) reaccion(es) quimica(s)
(o bioquimicas) y la deteccion.

Los dispositivos que integran estos pasos en una célula de flujo segun las
modalidades 2, 3 y 4 se pueden considerar sensores, pues poseen los principales
requisitos exigibles a éstos.

Hay tres tipos basicos de sensores quimicos (o bioquimicos) de flujo segun la
posicion de la microzona sensora en la que tiene(n) lugar la(s) reaccion(es)
quimica(s) (o bioquimicas) y/o la(s) separacion(es) y su relacion con el detector:
dos de ellos son sensores que usan sondas conectadas al instrumento, de tal forma
que la zona sensora se encuentra incorporada al final de la sonda o colocada en la
célula de flujo, llevandose a cabo por consiguiente el contacto con la muestra por
inmersion de la sonda en la misma. El tercer tipo es un instrumento convencional,
en el que la microzona sensora se ubica en una célula de flujo especial,
introduciéndose en este caso la muestra por aspiracioén o inyeccion en la célula de
flujo.

En los sensores en flujo activos la célula de flujo incluye una microzona
reactiva. La interaccidn fisicoquimica entre dicha microzona y los constituyentes
del flujo (liquido o gas) puede llevarse a cabo en forma de una simple reaccion
quimica (o bioquimica), un proceso de separacion, o bien, una combinacion de
ambos. En general, estos procesos estan basados en la retencion de uno de los
ingredientes de una reaccién (quimica o bioquimica), bien sea el analito, el
reactivo, el catalizador o el producto de reaccion sobre un soporte adecuado [104].
Dicha inmovilizacion debera ser permanente en el caso de reactivo o catalizador, si
se va usar en gran nimero de determinaciones, pues si el reactivo se consume en el
proceso, el sensor en flujo sélo se podra usar un nimero muy limitado de veces. Tal
es el caso del primer sensor fotométrico descrito en bibliografia [111]. El reactivo
inmovilizado debe ser regenerado si no actiia de modo reversible; esta regeneracion
se efectlia, generalmente, por eliminacion o elucion del analito. Por su parte, un
catalizador es autorregenerable, por lo que no requiere ninguna accioén externa para
lograr que el sensor actue reversiblemente. Cuando lo que se inmoviliza es el
analito o el producto de la reaccion, dicha retencion ha de ser transitoria: el sensor
tiene que ser regenerado después de cada determinacion, lo que obliga a eliminar la
especie retenida en la microzona, es decir, el sensor opera en dos pasos, retencion y
elucidn, integrados con la deteccion.
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En algunos casos, la inmovilizacion sobre la microzona activa puede ser a la
vez permanente y transitoria: ello ocurre cuando se retienen dos reactivos o un
catalizador mas el producto de la reaccion [105].

Por otra parte, también se usa con frecuencia una doble inmovilizacién
cuando el reactivo previamente inmovilizado retiene al analito y origina una
alteracion detectable (color, fluorescencia, etc) de la microzona sensora. En este
caso ocurren simultaneamente la reaccion, la separacion y la deteccion [106, 107].

Las reacciones (quimicas o bioquimicas) pueden tener lugar en el soporte
solido (cuando el analito o el reactivo es la especie inmovilizada), en la solucion del
interior de la célula (cuando es el catalizador el que se inmoviliza en el soporte
solido [108]) o en una zona previa, es decir, en un reactor del sistema de flujo [109,
110].

En esta Memoria, nos centraremos en sensores en flujo en los que la
microzona sensora esta constituida por un soporte solido que se ubica en la zona de
deteccion de un detector espectroscopico no destructivo fotométrico o
fluorimétrico, utilizando para ello una célula de flujo adecuada y una configuracion
de flujo no segmentada, pues una de las caracteristicas mas sobresalientes de los
sensores en flujo es su compatibilidad con este tipo de configuraciones, por lo que
éstos sensores gozan de las ventajas de aquélla: automatizacion, flexibilidad,
facilidad de acondicionamiento de la muestra, bajo consumo de reactivos y muestra,
escasa intervencion humana, etc. De entre dichos sensores, los que se presentan en
esta Memoria corresponden a los que integran la separacidon (retencion) y
deteccion, estando basados seguin los casos, en la medida de su absorbancia o
fluorescencia nativas.

Junto a las ventajas ya comentadas, este tipo de sistemas integrados de
retencion-deteccion presentan algunos inconvenientes, entre los que cabe destacar
principalmente: (a) la dificultad de encontrar sistemas de detecciéon compatibles con
el soporte solido utilizado como microzona sensora; (b) la necesidad de colocar el
instrumento cerca del sistema objeto de estudio, lo que contrasta con los sensores
tipo sonda que permiten la deteccion a larga distancia; (c) la escasez de sistemas
(bio)quimicos que reunan las condiciones requeridas, principalmente de
reversibilidad o regenerabilidad, para su integracion en este tipo de sensores.
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Los esfuerzos encaminados al desarrollo de sensores (bio)quimicos en los
ultimos afios han sido cuantiosos. Ahora se plantea la necesidad de acometer la
aplicacion sistematica de los mismos a la resolucion de problemas analiticos reales,
mediante la validacion de métodos de analisis que hagan uso de este tipo de
sensores, posibilitando su empleo en laboratorios de rutina. Como hemos dicho
antes, nosotros nos vamos a centrar en los sensores que integran la retencion y
deteccion, por ser éstos los que se van a desarrollar en la Memoria presentada.

VIL3. SENSORES EN FLUJO QUE INTEGRAN RETENCION Y
DETECCION

Los sistemas integrados de separacion-deteccion incluyen tres tipos de
interfases: gas-liquido (difusion gaseosa), liquido-liquido (dialisis, extraccion) y
solido-liquido (adsorcién, cambio io6nico, etc). En los dos primeros casos, la
construccion de sensores basados en dichos fendmenos es dificil, ya que el detector
debe responder a la transferencia de gas o iones (moléculas) a través de la
membrana, lo que requiere sistemas demasiado complejos para que puedan ser
considerados como sensores; hay que excluir, ademas, los sistemas que implican
deteccion atomica (generacion de hidruros o formaciéon de vapor de mercurio), ya
que no cumplen los requisitos necesarios para el desarrollo de sensores. Es en la
interaccion solido-liquido, donde el disefio de sensores que integran retencion-
deteccion encuentra mayores posibilidades de expansion, ya que no sélo es posible
retener el analito y monitorizar alguna propiedad intrinseca del mismo, sino que se
puede también retener el producto de una reaccion que haya tenido lugar
previamente.

Los sensores de este tipo mas frecuentemente empleados se basan en el uso
de un material sorbente como una resina de cambio idnico, o silice con fases
enlazadas, empaquetado en la célula de flujo de un detector espectroscopico (no
destructivo) y en el que se retiene el analito o su producto de reaccioén. Son sensores
irreversibles, reutilizables en los que a lo sumo tienen lugar dos pasos (retencion y
elucion) de forma secuencial pero simultineamente con la deteccion en cada
determinacion.

En el caso de sensores fotométricos en flujo, son pocos los basados en la
retencion y medida de la absorbancia intrinseca del analito. El primero fue
desarrollado por Yoshimura [111] para la determinacion de cobre, utilizando una
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configuracion monocanal con dos valvulas de inyeccion en serie, una para la
muestra y otra para el eluyente (4cido nitrico concentrado). La microzona activa la
constituye una resina AG50W-X12 ubicada en una célula de flujo comercial. Este
mismo autor describiéo también el primer sensor fluorimétrico de esta naturaleza
[112], basado en la fluorescencia nativa de algunos elementos lantanidos y
empleando como microzona sensora una resina cationica (Sephadex CM C-25)
empaquetada en un tubo de silice fundida.

Son pocos los sensores opticos de flujo que han sido aplicados a moléculas
organicas de interés farmacoldgico (Tabla I-5). Los sensores mas recientemente
desarrollados para determinacion de principios activos a partir de su fijacion en un
soporte solido y posterior deteccion en la microzona activa, son de vitaminas,
concretamente, tiamina [113] y riboflavina [114]. Dada la escasez de sensores de
este tipo, y puesto que presentan caracteristicas tan importantes como sencillez,
economia, sensibilidad, reproducibilidad, selectividad, asi como facil manejo, en el
desarrollo de esta Memoria se han estudiado sensores Opticos de flujo aplicados a
principios activos farmacologicos, en donde se produce directamente la fijacion del
analito sobre el soporte solido cuando el bolo de muestra alcanza la zona sensora
sin necesidad de realizar ninguna reaccion derivadora previa de éste para su
posterior deteccion fotométrica o fluorimétrica.

Los sensores en los que la especie retenida es el producto de una reaccion
previa a la retencion son mucho mas frecuentes para cationes metalicos; sin
embargo, son muy escasos los sensores que determinan aniones o compuestos de
naturaleza organica [97, 105, 111]. En lo que respecta a moléculas con aplicacién
farmacologica (Tabla I-5), se ha determinado piridoxal mediante la monitorizacion
de su reaccion con Berilio [115]; o sulfanilamida, sulfatiazina, sulfaquinoxalina y
sulfatiazol utilizando como reactivo una disolucién de acido clorhidrico, nitrito
sddico, acido sulfamico y (1-naftil) etilendiamina [116].
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Tabla I-5. Sensores espectroscopicos en flujo basados en la integracion
de la retencion y deteccion

Analito Detecc. Soporte A(nm) Rango RSD Muest. Ref.
lineal (%) (h™)
Riboflavina Fluorim. Silice C,4 515 2.2-91.8 ug I 1.1 20 113
(A =466)
Sephad
Tiamina Fotom Ci‘j{ g ;;‘ 247 0813pgml’ 1.8 14 114
Piridoxal Fluorim. Silice Cig 450 0.2-16 uM 0.8 6 115
(A x=360)
Sulfanilamida 10-100 pg 1" 23
Sulfatiazina . 20-120 pg I 2.0
. . Fotom Silice Cy4 540 0 12 116
Sulfaquinoxalina 25-1000 pg1 1.1
Sulfatiazol 25-1200 ug I 1.5
h -1
Paracetamol Fotom SZI; Zdezxs 264 0.75-12pgl 1.24 40 120
Sephad
Piridoxina Fotom. self Cazesx 290 -10pgml’ 084 32 120
VII.4. MULTISENSORES

Los sensores que permiten la deteccidn simultdnea de més de un analito son
técnicamente mas complejos que los sensores monoparametro, principalmente
debido a la necesidad de que el detector sea capaz de proporcionar informacion
multidimensional, en un periodo de tiempo compatible con las caracteristicas del
sensor, sin embargo, sus indiscutibles ventajas justifican su trato diferenciado en
esta Memoria respecto a los que responden a una sola especie. Nos centraremos,
ademas, en aquellos sensores capaces de resolver mezclas complejas de analitos sin
necesidad de llevar a cabo una separacion previa, obviando aquellos sistemas
sensores colocados, por ejemplo, a la salida de un cromatdgrafo de liquidos de alta
resolucion [117].

Una multideterminacion consiste en la determinacion de dos o mas analitos
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sobre una muestra, pudiendo ser: (a) Secuencial. Determinacién de »n analitos a
partir de n inyecciones de muestra; (b) Simultanea. Determinacién de varios
analitos a partir de una simple inyeccion.

En esta Memoria se desarrolla una multideterminacion simultanea, puesto
que se determinan varios analitos con una unica inyeccion; para ello, se hace uso de
un diodo array. Las caracteristicas de estos acoplamientos ya han sido descritas
[118, 119]. M. J. Ayora y col. [120] han propuesto un sensor para la determinacion
de paracetamol-dimenhidrinato-cafeina mediante la retencién transitoria de los
analitos sobre gel de silice C5, y posterior tratamiento de los datos mediante
regresion por minimos cuadrados parciales. Hasta la fecha éste es el unico sensor de
estas caracteristicas. Nosotros desarrollaremos un sensor de caracteristicas
semejantes para determinacion simultanea de tres principios activos que se
encuentran asociados en algunos farmacos: paracetamol, 4acido acetil salicilico y
cafeina.

Asimismo, en la presente Memoria, se realizaran multideterminaciones
secuenciales para la resolucion de las mezclas formadas por acido ascorbico-
paracetamol, salicilamida-paracetamol y salicilamida-acido salicilico, con deteccion
fotométrica UV para las dos primeras y fluorimétrica para la ultima. Hemos de
sefialar que en la bibliografia consultada no se ha encontrado ningtn sensor en flujo
secuencial para resolucion de mezclas (de principios activos).

VILS5. TIPO DE SOPORTE SOLIDO

La eleccion del soporte solido entre la gran variedad de materiales sintéticos
y naturales que pueden emplearse, constituye una parte esencial del disefio del
sensor, ya que sobre la superficie del mismo se va a producir la integracion de
reaccion y/o retencion y la deteccion espectroscopica. Consideraremos, inicamente,
los cuatro tipos de materiales mas usados:

a) cambiadores i6nicos derivados de polimeros de estireno
b) cambiadores idnicos derivados de polimeros de dextrano
¢) resinas adsorbentes sin grupos funcionales

d) silice con fases enlazadas
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En cualquier caso, el soporte s6lido empleado debe reunir ciertos requisitos
para su empleo en estos sistemas de flujo no segmentado, como son:

1) Su tamafio de particula debe ser lo suficientemente grande como para
permitir que el liquido circule libremente, teniendo en cuenta que una de las
mayores ventajas de la técnica FIA es la de trabajar a bajas presiones.

2) Con el fin de garantizar la reproducibilidad de la respuesta del sensor, el
soporte debe ser mecanicamente resistente al flujo continuo: no debe producirse la
ruptura de las particulas o la aparicién de huecos, que provocarian variaciones en la
superficie de contacto solido-disolucion. Debe ser ademas, resistente al efecto de
“barrido”, provocado por el flujo continuo de portador, para que no se produzca una
pérdida gradual de la actividad del soporte.

3) Ha de ser quimicamente inerte frente a los componentes de las
disoluciones utilizadas como portador, eluyente y otros reactivos, ya que en caso
contrario la vida media del sensor se veria gravemente afectada.

4) Debe ser de un material compatible con la técnica integrada de deteccion,
asi, en sensores espectrofotométricos, el soporte debe ser suficientemente
transparente como para permitir la medida de la absorbancia; y en sensores
espectrofluorimétricos la emision de fondo debe ser lo més baja posible.

5) El proceso de retencion/elucion debe ser suficientemente rapido.

VIL.5.1. Cambiadores ionicos derivados de polimeros de estireno

Son los polimeros de cambio i6nico mas extendidos en la actualidad. Estan
constituidos por una matriz tridimensional hidrofoba, formada por cadenas de
poliestireno unidas por puentes de divinilbenceno (tipo Dowex), que puede
esquematizarse:
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Unidos al anillo aromatico, se hallan los grupos cambiadores, que pueden ser
de acido fuerte o de acido débil para los cambiadores cationicos (tipo Dowex 50) y
de base fuerte o débil para los cambiadores anidnicos (tipo Dowex 1):

N ~o \

— NH" —S+

e PN

—NH,

—S05 —CO00" —PO,* —AsO5”

Al ponerse en contacto con agua o cualquier disolvente polar, lo absorben en
su interior, convirtiéndose en “geles”; ya que se trata de materiales porosos con
numerosos grupos hidroéfilos, las caracteristicas del medio de reaccion (pH, fuerza
ionica, constante dieléctrica, etc) influyen decisivamente en el grado de
hinchamiento. El grado de reticulacion de la matriz, relacionado directamente con
el porcentaje de divinilbenceno, tiene asimismo una influencia decisiva en las
caracteristicas del cambiador, ya que determina el tamafio de los microporos, la
capacidad de hinchamiento y la movilidad de los contraiones, determinando la
velocidad del proceso de cambio idnico. Para el empleo de estos cambiadores en
técnicas absorciométricas en fase solida, hay que tener en cuenta, ademas, que al
aumentar el porcentaje de entrecruzamiento disminuye notablemente la
transparencia del soporte.

Desde el punto de vista de su empleo en el desarrollo de sensores, hay que
destacar que son muy utiles para la retencion/elucién de complejos inorganicos o en
el caso de cambiadores cationicos para la retencion irreversible de reactivos
organicos que formen complejos con cationes. Los cambiadores anidnicos son
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menos Utiles para la retencion irreversible de reactivos, pues si al pH optimo de la
reaccion éstos estan cargados negativamente el anclaje sobre el cambiador se
produce a través de los grupos quelantes, inactivandolos.

La utilizacion de estos soportes en sistemas que emplean reactivos
aromaticos que forman complejos muy estables con cationes o aniones inorganicos,
plantea también numerosos inconvenientes, pues la elucion del complejo resulta
enormemente dificil.

VIL.5.2. Cambiadores ionicos derivados de polimeros del dextrano

Estan formados por polisacaridos obtenidos por entrecruzamiento de
dextrano con epiclorhidrina, son por tanto, cambiadores de naturaleza polar, debido
a los numerosos grupos hidroxilo existentes en los anillos de la estructura. El
esqueleto de polisacarido puede ser representado esquematicamente:

—O0—CH,
o
OH
OH O—CH,
OH 0
OH
OH —O0—CH,
OH o
—O—CH,
o OH
OH
on 0 OH
OH

La introduccion de grupos funcionales ionicos da lugar a cambiadores
i6nicos con caracter acido fuerte (Sephadex SE y SP), dcido débil (Sephadex CM),
base fuerte (Sephadex GE, TEAE y QAE) y base débil (Sephadex DEAE, AE y
ECTEOLA).

Estos soportes pueden ser utilizados para la retencion de complejos con
ligandos tanto organicos como inorganicos , ya que la naturaleza no aromatica del
cambiador, hace que la retencion se produzca mediante interacciones casi
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exclusivamente electrostaticas, o en cualquier caso, débiles, facilitandose mucho la
elucion con respecto a los cambiadores mencionados en el apartado anterior.
También son muy utiles para la determinacion de especies organicas por medida de
su absorbancia intrinseca en la zona UV, lo que resulta imposible con cambiadores
de naturaleza aromatica debido a la intensa absorcion que presentan.

VIL.5.3. Polimeros adsorbentes sin grupos funcionales

Al igual que las resinas tipo Dowex, estdn formadas por cadenas de
poliestireno entrecruzadas por moléculas de divinilbenceno, pero carecen de grupos
cambiadores de iones. Dado que no poseen grupos ionicos hidrofilicos, se afectan
por las caracteristicas del medio de reacciéon en mucha menor medida que las
resinas cambiadoras de iones. Estos soportes permiten retener numerosos reactivos
aromadticos, manteniendo intacta su capacidad formadora de complejos, dado que la
retencion se efectla por adsorcion sobre el esqueleto aromatico del soporte,
quedando libres los grupos i6nicos activos de los reactivos.

También existen adsorbentes con esqueleto tipo Sephadex sin grupos
funcionales cambiadores de iones.

VIL.5.4. Silice con fases enlazadas

Se trata de soportes constituidos por esferas de silice que poseen cadenas
lineales hidrocarbonadas enlazadas a los grupos silanol exteriores. La cadena suele
ser de 2, 8 o 18 atomos de carbono. Son materiales no porosos, por lo que presentan
gran resistencia a los cambios fisico-quimicos del medio. Son soportes
extremadamente utiles para la retencién de compuestos organicos aromaticos o no
(ya sean reactivos formadores de complejos o analitos de naturaleza organica), ya
que retienen débilmente a estos compuestos, en medio acuoso o hidroorganico y la
elucion puede conseguirse facilmente aumentando el porcentaje de disolvente
organico del medio. No obstante, hay que tener en cuenta que son menos selectivos
que los cambiadores i6nicos.
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VIL6. ELUCION DE LA ESPECIE RETENIDA PARA REGENERAR EL
SENSOR

Para que el sensor sea reutilizable es necesario que una vez desarrollada la
sefial, la microzona activa se regenere y quede dispuesta para un nuevo analisis. El
procedimiento mas simple de regeneracion de un sensor se da en aquellos casos en
los que la propia disolucién portadora actua como eluyente, desplazando al analito
(o producto de reaccion) de los sitios activos del soporte. Esto es lo que ocurre en la
mayoria de los sensores desarrollados en esta Memoria.

Si no se produce la circunstancia mencionada anteriormente, hay que utilizar
otra disolucion que actiie como eluyente de la especie retenida. En los sensores aqui
presentados se ha procedido a utilizar como eluyente la misma disolucion portadora
(mismo valor de pH) pero con una mayor concentracion de sales, para aumentar de
este modo la fuerza i6nica de la disolucidén provocando asi la desorcion del analito
sobre el soporte solido. El objeto de utilizar un portador y un eluyente con el mismo
valor de pH, siempre que sea posible, no es otro que tratar de evitar el someter al
soporte a cambios bruscos de pH, con el consecuente cambio en la compactacion
por parte de éste.

Los agentes utilizados en la regeneracion de sensores varian en funcion de la
naturaleza de las especies retenidas y del tipo de interaccion entre dichas especies y
el soporte sélido. Podrian utilizarse, entre otros: agentes oxidantes o reductores,
tensioactivos, agentes complejantes, disolventes orgéanicos e incluso simplemente
cambios de pH o de fuerza i6nica del medio. En nuestro trabajo, se va a utilizar este
ultimo caso.
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Sensores monoparametro para acido ascorbico, minoxidil y &cido salicilico

1. INTRODUCCION
1.1. Acido Ascérbico

El escorbuto, enfermedad causada por carencia de vitamina C, se conoce
desde los tiempos de las Cruzadas, especialmente en los paises del norte de Europa
que subsistian con dietas sin frutas ni verduras frescas durante largos periodos del
afio [1]. La frecuencia del escorbuto se redujo con la introduccion en Europa, en el
siglo XVII, de la patata, fuente adicional de vitamina C. En 1928, Szent-Gydrgyi
aislo a partir de repollos y de glandulas suprarrenales un agente reductor en forma
pura; en 1932, Waugh y King identificaron este compuesto como el factor
antiescorbdtico activo del jugo de limon. La estructura quimica de esta sustancia se
establecio poco después en varios laboratorios, y se le dio el nombre quimico trivial
“acido ascorbico” para designar su funcion preventiva del escorbuto. El término
vitamina C debe considerarse una descripcion genérica de todos los compuestos que
muestran cualitativamente la actividad bioldgica del &cido ascérbico; este Gltimo
nombre debe restringirse a dicha sustancia especifica.

El &cido ascorbico es un compuesto de seis carbonos que tiene relacion
estructural con la glucosa y otras hexosas. Se oxida reversiblemente en el
organismo a acido deshidroascorbico. Este Ultimo compuesto posee plena actividad
vitaminica C. La formula estructural del &cido ascorbico es la siguiente:

CH,OH
CHOH
o)
o)
HO OH

En el sentido estricto de la palabra, puede decirse que la vitamina C posee
pocas acciones farmacoldgicas. La administracion del compuesto en cantidades
mucho mayores que los requerimientos fisiologicos causa pocos efectos
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demostrables, excepto en el individuo escorbltico, cuyos sintomas se alivian
rapidamente. Los sintomas secundarios que acompafian a la enfermedad carencial
pueden ser variados e incluir anemia, infecciones, trastornos metabdlicos u otros
sintomas. En consecuencia, se ha acumulado abundante literatura sobre el efecto de
la vitamina C sobre casi todas las funciones del organismo.

El &cido ascérbico actla en muchas reacciones bioquimicas, casi todas ellas
con oxidacion, asi como en la sintesis de sustancias intercelulares, entre ellas el
colageno, proteoglucanos y otros componentes organicos de la matriz dental y dsea
y del endotelio capilar [2].

El 4cido ascorbico se absorbe facilmente del intestino, y la absorcién del
ascorbato dietético es casi completa (80 a 90%) [3]. El 4cido ascérbico esta
presente en el plasma y tiene distribucién ubicua en las células del organismo.
Estudios con acido L-ascdrbico marcado isotopicamente han demostrado que la
vitamina se oxida a CO, en ratas y cobayas, pero en el hombre puede detectarse una
conversion mucho menor.

La determinacion de acido ascérbico, en diferentes matrices, se ha llevado
a cabo con diversas técnicas analiticas, siendo las mas empleadas las espectro
fotométricas (Tabla 11-1) y HPLC [4-8]. La determinacion espectrofotométrica de
acido ascorbico por medida directa de su absorbancia en la regiéon UV es muy
dificil de realizar, ya que normalmente se encuentra asociado a otras sustancias
gue también absorben en esta region. El problema de las interferencias se ha
conseguido eliminar haciendo uso de reactivos que reaccionan especificamente
con el &cido ascorbico, originando productos coloreados. La mayoria de estos
métodos estan basados en la capacidad reductora del acido ascérbico [9-12], sin
embargo, estos métodos estan sujetos a los posibles interferentes que también
posean dicha capacidad reductora, y que aparecen acompafiando al acido en
matrices de diferente indole.

La fijacion del analito sobre un soporte sélido adecuado permite un
incremento en la sensibilidad del método, debido a la preconcentracion de dicho
analito, asi como un incremento en la selectividad causado por la exclusion del
resto de analitos no retenidos sobre dicho soporte en las condiciones de trabajo.
Hay descritas muchas aplicaciones de la espectrofotometria en fase sélida (SPS)
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para la determinacion de diferentes especies, basadas en la formacion de
productos derivados coloreados [13-15]; sin embargo, las aplicaciones a la
determinacion de especies por medida directa de su absorcion intrinseca UV es
escasa [16-18]. Los métodos (sensores) espectrofotométricos desarrollados en
esta tesis doctoral, son una combinacién de la SPS y el andlisis por inyeccion en
flujo (FIA), combinando, por tanto, las caracteristicas de ambas metodologias: la
sensibilidad, selectividad (caracteristicas de la SPS) y rapidez, automatizacion,
simplicidad, menor consumo de reactivos y muestra, y menor participacion
humana (caracteristicas del FIA). El sensor de acido ascorbico ha sido aplicado a
la determinacion de este analito en muestras de diferente naturaleza, como
preparaciones farmacéuticas, caramelos y orina.

En la Tabla IlI-1 se muestran algunos parametros analiticos, asi como el
reactivo utilizado en la reaccion derivadora, de métodos espectrofotométricos
descritos para determinacion de acido ascorbico.

Tabla I1-1. Comparacidn de las sensibilidades y rangos dinamicos lineales de distintos
métodos espectrofotométricos para la determinacion de acido ascérbico

Reactivo e Rango lineal Referencias
(I mol™ cm™) (g mih)

2,6-dicloroindofenol - 1-20 [19]
Acido p-aminobenzéico - 20-67 [20]
Sal Fast Red AL 4.07 x 10° 5-25 [21]
Y odato-fluoresceina 8.81 x 10° <4.0 [22]
Fe(l11)-bipiridil 1.73 x 10* - [23]
Fe(l111)-1,10-fenantrolina 2.20 x 10* - [10]
Fe(IN)-TPTZ! 4.43 x 10* - [24]

Fe(l11)-ferrozina 5.58 x 10* 0.2-10 [11,12]

"TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina; *Absortividad molar aparente
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1.2. Minoxidil

El minoxidil es un potente vasodilatador. Actla directamente sobre las
células del masculo liso vascular, y su mecanismo de accion probablemente sea
similar al de la hidrazalina. A continuacion se muestra la estructura quimica del
minoxidil (2,6-diamino-4-piperidinopirimidino-1-6xido):

HoN N
2 | X N
o=N G
NH»

El minoxidil produce dilatacion arteriolar, disminucion de la resistencia
periférica y reduccion de las presiones sistolica y diastdlica. Este efecto se
acompafia de aumento reflejo de la frecuencia e indices cardiacos. También
aumenta la concentracién plasméatica de norepinefrina, renina y aldosterona,
especialmente durante su administracion aguda. Hoy dia también se utiliza el
minoxidil para tratar a pacientes con problemas de alopecia.

Este analito es rapidamente absorbido, y es metabolizado predominantemente
por el higado, especialmente por conjugacién con &cido glucurénico. Aungue tanto
el minoxidil como sus metabolitos son excretados principalmente por los rifiones,
sélo el 12% de la droga es excretado sin cambios en orina. Aungue la eficacia
hipotensora del minoxidil es impresionante, las reacciones adversas llevan a la
suspension de la droga en hasta el 70% de los pacientes.

Los métodos propuestos para la determinacion de minoxidil incluyen:
cromatografia de gases [25], HPLC [26], radioinmunoensayos [27], polarografia de
pulso diferencial [28], extraccion de par-i6nico [29], y electroanalisis [30]. En la
farmacopea estadounidense, se utiliza como técnica de determinacion la
cromatografia liquida [31].

La mayoria de los métodos espectrofotométricos para la determinacion de
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minoxidil usan derivacion [32-36] y todos ellos son menos sensibles que el método
propuesto en esta Memoria, el cual ha sido aplicado a numerosos preparados
farmacéuticos.

1.3 Salicilatos

Los salicilatos forman dos grandes clases que son los ésteres del &cido
salicilico, obtenidos por sustitucion en el grupo carboxilo, y los ésteres salicilato de
acidos organicos, en los que el grupo carboxilo del acido salicilico se conserva y la
sustitucion se hace en el grupo OH. Por ejemplo, la aspirina es un éster del &cido
acético. Los salicilatos actian normalmente en virtud de su contenido en &cido
salicilico.

OCOCH, OH
COOH COOH

Acido Acetil Salicilico Acido Salicilico

El &cido salicilico (acido ortohidroxibenzoico) es tan irritante que sélo puede
usarse externamente, y por ello varios derivados de este acido se han sintetizado
para el uso sistémico. A pesar de la introduccion de muchos farmacos nuevos, la
aspirina (&cido acetil salicilico) sigue siendo probablemente el agente analgésico-
antipirético y antiinflamatorio mas empleado, y es la norma de comparacion y
evaluacion de los demés. Enormes cantidades del farmaco se consumen en los
Estados Unidos; algunas estimaciones hablan de 10 a 20 mil toneladas por afio. El
hombre confia en ella como analgésico doméstico comin y sin embargo, por la
misma facil accesibilidad de la droga, a menudo se subestima su utilidad. Del
mismo modo, el farmaco6logo y el clinico elogian la eficacia e inocuidad de la
aspirina como analgésico y antirreumatico, pero creen necesario hacer constantes
advertencias acerca de su papel como causa comin de envenenamiento letal por
drogas en nifios pequefios, y su potencial de toxicidad seria si se usa indebidamente.
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La literatura antigua sobre los salicilatos ha sido resumida por Hanzlik
(1927). Cohen (1976) y Miller y col. (1978) son resefias mas recientes sobre parte
de la farmacologia clinica. Los tipos de dolor susceptibles de alivio por los
salicilatos son los de poca intensidad, de origen circunscripto o difuso, en particular
cefaleas, mialgias, artralgias y otros dolores que surgen de estructuras
tegumentarias y no viscerales. Los salicilatos se utilizan mas que ninguna otra clase
de drogas para aliviar el dolor. El uso crénico no produce tolerancia ni adiccion, y
la toxicidad es menor que la de los analgésicos mas potentes.

Los salicilatos disminuyen la temperatura corporal elevada. El efecto
antipirético es generalmente rapido y efectivo. Aunque la dosis moderada de
salicilatos disminuye la temperatura corporal elevada, también aumenta el consumo
de oxigeno y el indice metabdlico. En dosis toxicas, estos compuestos tienen un
efecto pirético que produce sudoracion. Esto aumenta la deshidratacion que se
produce en la intoxicacion por salicilatos.

Los salicilatos se utilizan mucho en medicina y fuera de ella se los emplea en
forma indiscriminada. Mé&s de 10.000 casos de intoxicacién seria por salicilato se
ven en los Estados Unidos anualmente. Algunos de ellos son fatales y muchos se
producen en nifios. Considerando su abuso y su facil accesibilidad, la gran
frecuencia de reacciones toxicas al salicilato no es sorprendente, y la droga no debe
considerarse como un inofensivo medicamento doméstico.

La ingestion de salicilato puede provocar dificultades epigéastricas, nauseas y
vémitos. El salicilato puede causar también ulceracién gastrica y hasta hemorragia
en los animales de experimentacion y en el hombre. Aquellos salicilatos ingeridos
por via oral se absorben rapidamente, parte en el estbmago pero principalmente en
el intestino delgado superior. La absorcion esta determinada por muchos factores,
particularmente la desintegracion y disolucién si se toman tabletas, el pH en las
superficies mucosas, y el tiempo de vaciamiento gastrico. Después de su absorcion,
el salicilato se distribuye en casi todos los tejidos del organismo y en casi todos los
liquidos transcelulares, principalmente por procesos pasivos dependientes del pH.

La biotransformacion del salicilato tiene lugar en muchos tejidos, pero
particularmente en el reticulo endoplasmatico y mitocondrias hepéticos. Los tres

productos metabdlicos principales son el &cido salicilarico, el éter o glucurénido

54



Sensores monoparametro para acido ascorbico, minoxidil y &cido salicilico

fenolico, y el éster o acil glucurdnido. La excrecion se lleva a cabo principalmente
por el rifion. Los estudios en el hombre indican que el salicilato se excreta por la
orina como 4acido salicilico libre (10%), &cido saliciltrico (75%), glucurénidos de
salicilico fendlico (10%) y acilico (5%), y acido gentisico (< 1%). Sin embargo, la
excrecion de salicilato libre es sumamente variable y depende de la dosis y del pH
urinario.

El gran nidmero de métodos publicados para la determinacion de &cido
salicilico o &cido acetil salicilico en fluidos bioldgicos y farmacos, haciendo uso de
una gran variedad de técnicas analiticas, no es sélo indicativo del gran interés que
presenta la determinacién de estos compuestos, sino también de los problemas que
se encuentran para encontrar un método que presente buena sensibilidad,
selectividad y simplicidad en su determinacién.

En bibliografia se han encontrado diferentes métodos para la determinacion
de &cido salicilico: espectrofotométricos [37, 38], espectrofluorimétricos [39-41],
electrodos de membrana liquida [42-44], e inmunoensayos [45]. La determinacion
de &cido acetil salicilico se realiza normalmente mediante una previa hidrolisis de
éste a acido salicilico, para posteriormente determinar este Gltimo. La razén de ello
se debe a la facil tendencia a la hidrolisis del acido acetil salicilico tanto en
disolucion como en fase solida.

La determinacién espectrofotométrica en fase sélida acoplada al analisis por
inyeccidn en flujo, nos ofrece una serie de ventajas si comparamos con las técnicas
utilizadas hasta el momento [46, 47]. Una de las mas importantes es la posibilidad
de determinar concentraciones de analito mucho més bajas que aquellas que nos
permiten métodos automaticos que han sido descritos hasta el momento [48, 49].

Se propone a continuacién un sensor que permite la determinacién directa de
acido salicilico en preparados farmacéuticos; asi como la determinacion indirecta
de &cido acetil salicilico, para lo cual es necesario introducir en dicho sensor un
paso gue nos permita la previa hidrolisis de éste a acido salicilico.
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2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADAS

56

2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a) Disoluciones patrén con una concentracién de 1000 pg ml™* de: acido
L(+)-ascorbico (PANREAC R.A.), minoxidil (SIGMA) y &cido salicilico
(FLUKA). La disolucion de &cido salicilico y de minoxidil se preparan en
etanol/agua al 5% (v/v), debido a su baja solubilidad en agua. A partir de
las disoluciones patron se prepararon disoluciones de menor
concentracion, mediante la adecuada dilucion con agua bidestilada. La
disolucién patrén inicial de &cido ascérbico hay que prepararla a diario,
mientras que para el minoxidil y acido salicilico la estabilidad es al menos
de un mes (en frigorifico a 5 °C).

b) Disolucion de portador HAc/NaAc (0.04 M), pH=5.6, preparada por
disolucion de 0.320 g de NaAc (PANREAC R.A.) en agua bidestilada,
afiadiendo HAc glacial (PANREAC R.A.) hasta ajuste del pH y enrasando
finalmente a 100 ml.

c) Resina de cambio i6nico Sephadex QAE A-25 (ALDRICH), en ciclo CI',
utilizada sin tratamiento previo.

d) Resina de cambio idnico Sephadex SP C-25 (ALDRICH), en ciclo H,
utilizada sin tratamiento previo.

e) HCI 4M (PANREAC R.A)) y NaOH 4M (PANREAC R.A)).

f) Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCI, Na,CO,, HK,PO,, NaNQ,
y Na,B,0, 0.05M (PANREAC R.A)).

g) Disoluciones amortiguadoras: &cido citrico/citrato sddico, HAc/NaAc,
acido succinico/succinato Na, é&cido maléico/maleato Na vy
KH,PO,/K,HPO, 0.1M (PANREAC R.A)).

Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 pm.

2.2. Instrumentacion empleada

a) Espectrofotdmetro UV-V Lambda 2 de Perkin Elmer controlado por
ordenador personal compatible 386, programa PECCS 4.2.

b) pH-metro digital Crison, modelo Micro-pH 2002 provisto de un electrodo
combinado de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.
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c) Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.
d) Balanza analitica METTLER AJ 100.

e) Barfio de ultrasonidos SELECTA.

f) Cubetas de flujo de cuarzo de 1 mm de paso de luz, HELLMA 138-QS.
g) Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.

h) Vélvula de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.

i) Tubo de teflon de 0.8 mm de didmetro interno.

3. ESPECTROS DE ABSORCION EN SOLUCION ACUOSA Y FASE
SOLIDA

Se registraron los espectros de absorcion de los tres analitos en estudio, tanto
en disolucion acuosa como en fase resina, al pH elegido como Optimo para el
desarrollo del sensor. El espectro en disolucién acuosa se registrd utilizando
cubetas de 1 cm de paso de luz, mientras que el espectro en fase solida se registro
en una cubeta de flujo (de cuarzo, ya que trabajamos en la region UV) de 1 mm de
paso de luz Hellma 138-QS. Esta célula, que se esquematiza en la Figura 1l-1,
presenta un deposito de 50 Wl de volumen interno. Esta cubeta sera la que
utilizaremos en todos los sensores espectrofotométricos desarrollados en esta tesis
doctoral.

Entrada

«

Resina

A Salida

4 mm

Figura I1-1. Célula de flujo Hellma 138-QS
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3.1. Acido ascérbico

Se realizaron los espectros de absorcion del &cido ascorbico en disolucion
acuosa y en fase resina a pH=>5.6.

El espectro en disolucidn se obtuvo a partir de una solucién de concentracion
5 g ml?, en donde el pH se ha ajustado por adicion de HCI 0.1M. El espectro se
realizo frente a un blanco que no contenia analito, y presenta un méximo a 262 nm.

El espectro en fase resina se obtuvo utilizando la configuracidén FIA mostrada
en la Fig. 11-5. Como portador se utilizé una disolucion amortiguadora HAc/NaAc
0.04M a pH=5.6, en la que se inyectaron 600 ul de &cido ascorbico con una
concentracion de 5 pg ml* y deteniendo el flujo cuando se alcanzd la méaxima
sefial. Como microzona activa se utilizd resina Sephadex QAE A-25. El espectro se
realiz6 frente a un blanco correspondiente al portador circulando a través de la
resina. El méximo de absorcién aparece a 267 nm, observandose por tanto un ligero
efecto batocrémico con respecto al espectro en disolucion. Ambos espectros
aparecen representados en la Figura I1-2.

0.8 —

0.6

0.4 —

0.2

o T T T

Longitud de onda (nm)
Figura I1-2. Espectros de acido ascorbico
[4cido ascorbico]=5pg ml*
1) Espectro en resina (V=600 1)
2) Espectro en disolucién
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3.2. Minoxidil

En este caso los espectros se registraron a pH=2. El espectro en disolucion se
obtuvo a partir de una solucién de 25 g ml™* en minoxidil, en donde el pH se
ajusté adicionando HCI 0.1M. El espectro mostrado (Fig. 11-3) es el neto, al que se
le restd un blanco que no contenia analito, presentando un maximo a 282 nm.

Para el espectro en fase resina, en la configuracion FIA (Fig. 1I-5) y
utilizando resina Sephadex SP C-25, se inyectaron en la corriente portadora (NaCl
0.05M a pH=2) 600 .l de una disolucién de 8 g ml™. El espectro neto, obtenido a
flujo detenido como en el caso anterior, muestra el maximo de absorcion a 289 nm.
Una vez mas se produce un ligero efecto batocrémico al pasar de una disolucion a
una fase resina (Figura 11-3).

0o T T T
236 260 285 310 336

Longitud de onda (nm)

Figura 11-3. Espectros de minoxidil
[minoxidil],,=8 tg ml**; [minoxidil] ;=25 pg ml*
1) Espectro en resina (V=600 1)

2) Espectro en disolucion

3.3. Acido salicilico

Los espectros recogidos se realizaron a pH=10. Para el espectro en disolucion
se utilizo una solucién con una concentracién de 20 g ml™ en &cido salicilico,
ajustandose el pH por adiciéon de NaOH 0.1M. EI maximo de absorcidn, previa
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sustraccion del blanco correspondiente, aparece a 297 nm.

Para el espectro en fase resina, en una disolucion 0.08M de NaCl a pH=10, se
inyectan 600 pl de disolucién con una concentracion de 20 pug ml™* de acido
salicilico. La fijacion se produce sobre resina anidnica Sephadex QAE A-25,
obteniéndose el maximo de absorcion a la misma longitud de onda que en
disolucién, es decir, a 297 nm. Los espectros netos en disolucion y en fase sélida se
representan en la Figura 11-4.

Trabajaremos en cada caso con la longitud de onda correspondiente al
maximo de absorcion.

1.6

1.2

0.8 — 1

0.4 —

0 T T T
235 265 205 326

Longitud de onda (nm)

Figura I1-4. Espectros de acido salicilico
[acido salicilico]=20g ml™*
1) Espectro en resina (V=600 1)
2) Espectro en disolucion

Teniendo en cuenta que al realizar los espectros pasamos de utilizar una
cubeta de 1 cm de paso de luz en disolucién a 1 mm de paso de luz en resina, se
produce en los tres casos estudiados un incremento de sensibilidad del orden de 12
a 20 veces cuando se usa el sistema sensor con respecto a la espectrofotometria
convencional en disolucion.
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4. CONFIGURACION FIA

En todos los casos se emple6 una sencilla configuracion FIA de un solo
canal, que se muestra en la Figura 11-5. El analito se inyecta en una corriente de
portador que lo pone en contacto con la microzona activa del sensor. Cuando el
final del bolo de muestra alcanza la zona de deteccion y la sefial analitica su valor
maximo, el portador, a su vez, actla de eluyente de forma rapida y efectiva
regenerando la zona sensora, lo que hace reutilizable el sensor, que queda asi
dispuesto para la siguiente muestra.

/000,000,000 0/ /DA

P/E

< 6—X%
o

Figura I1-5. Configuracién FIA
P/E: portador/eluyente; B: bomba; M: muestra; E: espectrofotometro;
VI: vélvula de inyeccion; CF: célula de flujo; D: desecho; O:
ordenador; I: impresora

Ejemplos de fiagramas obtenidos con cada sensor correspondientes a cada
uno de los analitos en estudio, se muestran en las Figuras 11-6.1, 11-6.2 y 11-6.3.
Para el acido ascorbico, el fiagrama corresponde a un estudio de calibracién. En
cambio, para el minoxidil y el &cido salicilico, los fiagramas corresponden al
respectivo estudio de la reproducibilidad de cada uno de los analitos en el sensor
espectrofotométrico de flujo (para sus condiciones dptimas).
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

t(s)

Figura I1-6.1. Fiagrama para acido ascorbico
[Ac. ascorbico] (g ml™): a) 6; b) 5; ¢) 3;d) 1;€) 0.5
Viyeccion: 1000 pul; Caudal: 1 ml min™; A=267 nm
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Figura 11-6.2. Fiagrama para minoxidil
[Minoxidil]=3.5 pg mI™; Vi eceisn: 600 pul; Caudal: 1.60 ml min™
A=289 nm

62




Sensores monoparametro para acido ascorbico, minoxidil y &cido salicilico

o
T

N
!

w

N

0 500 1000 1500 2000 2500

t(s)

Figura I1-6.3. Fiagrama para acido salicilico
[Ac. salicilico]=15 pg mI™; Vi 600 pul; Caudal: 1.20 ml min™
A=297 nm

5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

Podemos considerar tres grupos de variables: quimicas, FIA, y las referentes
a la unidad de retencion-deteccion. Estas Gltimas son las primeras que estudiamos.

5.1. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION

En este punto va a ser estudiado: naturaleza del soporte solido y nivel de la
resina en la célula de medida.

5.1.1. Naturaleza del soporte so6lido

Se opto en todos los casos por un soporte tipo Sephadex, ya que la naturaleza
aromatica de los cambiadores idnicos tipo Dowex los hace tan poco transparentes
en la region UV que resultan incompatibles con este tipo de deteccion. Se probaron

para cada analito resinas anionicas y cationicas fuertes y débiles: SP C-25, CM C-
25, QAE A-25y DAE A-25.
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Dada la estructura quimica del acido ascérbico (acido carboxilico) y la del
acido salicilico (conteniendo un grupo OH fendlico y un grupo carboxilico COOH),
cabe esperar a pH basico la fijacion de los mismos sobre un cambiador aniénico; y
ademas, dados los valores del pK, del acido ascorbico (4.2 y 11.6) su fijacion
parcial a pH acido. Por otro lado, la presencia en la estructura del minoxidil de
grupos -NH, amino y de nitrégenos piridinicos, hacia previsible a pH &cido la
fijacion sobre un cambiador catidnico.

El cambiador idnico que proporcion mejores resultados para cada analito, es
decir, una sefial mayor y una elucion mucho més répida, fue:

- La resina anionica de base fuerte Sephadex QAE A-25 para la fijacion del
acido ascorbico y el 4cido salicilico.

- La resina catidnica de acido fuerte Sephadex SP C-25 para la fijacion del
minoxidil.

5.1.2. Nivel de la resina en la célula de flujo

El estudio de esta variable se realizd a través de medidas de la sefial analitica
que proporciona el sistema a la respectiva longitud de onda éptima, empleando
diferentes niveles de la resina (h,) en la célula de medida. Para los tres analitos la
forma de las curvas de absorcion frente a la altura de resina (mm) son idénticas. Es
por esto, que solo se representa la curva del estudio de la altura de resina éptima en
la célula de flujo correspondiente al acido ascorbico (Figura 11-7.1). Como
portador/eluyente se utilizé una disolucion de HAc/NaAc 0.04M de pH=5.6, el
volumen de muestra inyectado fue de 600 i, y el caudal de 1 ml min™.
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Figura I1-7.1. Influencia del nivel de resina en la célula
[acido ascorbico]=5 pug ml*

Se observa que la absorbancia va aumentando hasta un valor maximo, que se
produce cuando la cantidad de resina es suficiente para que todo el haz de luz pase
a su través (8 mm); para cantidades mayores de resina la absorbancia disminuye
debido a la dilucion del analito en la resina, de modo que parte del mismo se fija en
una zona de la resina que no coincide con la zona irradiada (Figura 11-7.2), sino que
se encuentra situada por encima de ésta (ensanchamiento de banda). Este resultado
es similar al encontrado en el estudio de otros sistemas en nuestro laboratorio [53,
54]. Se elige la altura correspondiente al bulbo casi completo (10 mm) por
comodidad y reproducibilidad a la hora de llenar la cubeta.

—— Entrada

Zona Oscura

Irradiada

Zona Oscura

j—'—’ Salida

Figura 11-7.2. Esquema de la célula de flujo en relacion con la influencia del
nivel de resina
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5.2. VARIABLES QUIMICAS

Se consideran variables quimicas: el estudio de la naturaleza y concentracion
optima de portador/eluyente, asi como la influencia del pH del mismo y el de la
muestra.

Durante el estudio de las variables quimicas se mantienen fijas las variables
FIA:

2 Acido ascorbico = Caudal: 1.0 ml min*t; Volumen de inyeccion: 600 pl

X Minoxidil &> Caudal: 1.6 ml min™; Volumen de inyeccion: 600 pl

2 Acido salicilico = Caudal: 1.2 ml min*; Volumen de inyeccion: 600 LI

5.2.1. pH del portador/eluyente y de la muestra

Para estudiar el pH oOptimo de fijacion/elucion en estos sistemas, se
prepararon distintas disoluciones con una concentracion constante de sales (NacCl
0.05M) pero diferentes valores de pH (mediante adicion de la cantidad necesaria
de HCI o NaOH 0.1M). Al inyectar el analito, se registro la sefial a la longitud de
onda correspondiente al médximo de absorcién para unas concentraciones de 5, 2 'y
20 pg mi? de acido ascérbico, minoxidil y 4cido salicilico, respectivamente. Los
resultados obtenidos aparecen representados en las Fig. 11-8.1, 11-8.2 y 11-8.3.

0.8 0.4

0.6 [ 0.3

0.2 0.1

0 . . . . . o
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
pPH PH

Figura 11-8.1. Influencia del pH del portador Figura 11-8.2. Influencia del pH del portador
para el acido ascorbico para el minoxidil
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Figura 11-8.3. Influencia del pH del portador para
el &cido salicilico

Para el &cido ascérbico la sefial maxima se obtiene para un valor de
pH=5.6. El pK, del &cido ascérbico tiene un valor de 4.1, por lo que a partir de
este valor predomina la forma desprotonada y éste permite la consecuente
fijacidn sobre el cambiador anionico. Elegimos el valor de pH=5.6 como 6ptimo
para proximas experiencias.

Para el minoxidil, a partir de pH=5 la fijacion sobre la resina catidnica
disminuye en gran medida. Este comportamiento se debe, a que la fijacion tiene
lugar como consecuencia de la protonacion de los N piridinicos y/o de los grupos
amino. A la vista de los resultados, se eligié 2 como pH éptimo de trabajo, siendo
éste el empleado en las experiencias sucesivas.

En el caso del &cido salicilico se comprueba como a partir de pH=8 la
fijacion del analito sobre la resina es méaxima. Esto es l6gico, puesto que a pH ya
acido se produce la desprotonacion del grupo carboxilico y después la del grupo
fendlico, favoreciéndose de este modo la fijacion del analito sobre la resina
anionica Sephadex QAE A-25. Se escoge 10 como pH dptimo de trabajo en las
sucesivas experiencias.

Asimismo también se estudi6 la influencia del pH de la muestra para
valores de concentracion idénticos a los estudiados anteriormente en este mismo
apartado, mediante modificacion del pH con la cantidad adecuada de HCI o
NaOH 0.1M. Se comprobd que para valores de pH comprendidos entre 3-10, 1-8
y 3-11 para acido ascorbico, minoxidil y acido salicilico, respectivamente, no se
producian diferencias significativas en los valores de absorbancia. Dado que es de
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esperar que el pH de las muestras objeto de andlisis esté comprendido en este
rango, no sera necesario un control estricto de esta variable.

5.2.2. Naturaleza y concentracion del portador/eluyente

Una vez elegido el pH déptimo de trabajo, se estudi6 la influencia de la
naturaleza de la disolucion utilizada como portador/eluyente, asi como su
concentracion. Se observé que trabajando a valores de pH muy acidos o bésicos
(minoxidil y &cido salicilico), las mejores caracteristicas tanto como portador asi
como de eluyente las presentaban disoluciones de electrolitos ajustadas al valor
de pH correspondiente con HCI o NaOH respectivamente. En cambio, trabajando
para valores de pH intermedios (como es el caso del &cido ascdrbico) se
conseguian mejores resultados con el uso de disoluciones amortiguadoras.

Para la determinacion de acido ascorbico fueron probadas las siguientes
disoluciones amortiguadoras (pH=5.6, c¢;=0.1M): &cido citrico/citrato sddico,
HAc/NaAc, 4cido succinico/succinato Na, acido maléico/maleato Na y
KH,PO,/K,HPQ,. De todas ellas, la que dio mejores resultados fue la disolucion
tampén HAc/NaAc. Para estudiar la influencia de la concentracion de
portador/eluyente, se prepararon disoluciones de HAc/NaAc a pH=5.6, de
concentraciones comprendidas entre 0.02 y 0.12M, para una concentracion de
acido ascorbico de 5 pg ml™. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
11-9.1.

Para el minoxidil y el &cido salicilico se emplearon disoluciones portadoras
de diferentes electrolitos de concentracion 0.05M ajustadas al pH de trabajo (en el
caso del minoxidil, una concentracion 0.05M en el catidén). Los electrolitos
utilizados en estas disoluciones portadoras fueron los siguientes: NaCl, KCI,
Na,C0O,, HK,PO,, Na,B,0, y NaNO ,. De todos ellos el NaCl proporciond los
mejores resultados en ambos casos. Para estudiar la influencia de su
concentracion en la respuesta del sensor, en el caso del minoxidil, se prepararon
disoluciones de NaCl a pH=2 de concentraciones comprendidas entre 0.02-0.1M
para una concentracion de minoxidil de 2 pg ml™. Para el 4cido salicilico, las
concentraciones de NaCl a pH=10 estaban comprendidas entre 0.02-0.15M, para
la determinaciéon de una concentracién de 20 pg ml* de dicho &cido. Los
resultados obtenidos se muestran en las Figuras 11-9.2 y 11-9.3.
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Figura 11-9.1. Efecto de la concentracién del Figura 11-9.2. Efecto de la concentracion del
portador/eluyente para acido ascorbico portador/eluyente para minoxidil
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Figura 11-9.3. Efecto de la concentracion del
portador/eluyente para acido salicilico

En todos los casos, al incrementarse la fuerza idnica de la disolucién
utilizada como portador/eluyente, disminuye la sefial analitica, debido a la mayor
competencia de los iones del portador por los sitios activos de la resina; pero
también disminuye el tiempo de desarrollo de la sefial analitica, permitiendo asi
mayor frecuencia de muestreo. Es necesario, por tanto, adoptar una solucion de
compromiso que proporcione no s6lo una buena respuesta del sensor, sino
también una velocidad de muestreo aceptable. Asi se estimé en 0.04M la
concentracion optima de HAc/NaAc para la determinacion de &cido ascorbico;
mientras que la concentracion escogida de NaCl a pH=2 para minoxidil y a
pH=10 para &cido salicilico fue, de 0.05 y 0.08M respectivamente.
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5.3. VARIABLES FIA

Una vez seleccionadas las variables quimicas, se llevd a cabo el estudio de
la influencia de las variables del sistema de inyeccion en flujo, que son: caudal y
volumen de inyeccidn de muestra. En todos los casos se utilizaron tubos de teflén
de 0.8 mm de diametro interno.

5.3.1. Caudal

El estudio de esta variable se realiza manteniendo constante el diametro
interno de los tubos de la bomba y modificando la velocidad de giro. Las
variables quimicas se mantuvieron fijas en los valores anteriormente optimizados.

En los tres sistemas se inyectaron 600 pl de volumen de muestra, siendo
las concentraciones de 5, 2'y 20 g ml™ para &cido ascérbico, minoxidil y acido
salicilico, respectivamente Los resultados se muestran en las Figuras 11-10.1, 1I-
10.2y 11-10.3.

08 (1) A (2) t (min) s 0.6 (1) A (2) t (min) s
4
0.6 14
0.4 4
3
0.4 ] 3 1
2
2 0.2 2
0.2 12 L,
o L L o T T - 0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 (1] 0.5 1 1.5 2 25
Caudal (ml/min) Caudal (ml/min)
Figura 11-10.1. Influencia del caudal para 4c. Figura 11-10.2. Influencia del caudal para
ascorbico minoxidil
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Figura 11-10.3. Influencia del caudal para ac.
salicilico

Para todos los sistemas se observa que al aumentar la velocidad de la
bomba (es decir, el caudal) disminuye la absorbancia del pico, debido a una
menor fijacion del analito en la resina (lo que a su vez indica que la cinética del
proceso de fijacidbn no es muy rapida), pero a su vez logicamente también
disminuye el tiempo de elucion (o anchura de pico, que es lo que aparece
representado en la escala (2) en las Figuras 11-10.1, 11-10.2 y 11-10.3), produciendo
por tanto un aumento en la frecuencia de muestreo. Ante este hecho se adopta una
solucion de compromiso, que se estimd en una velocidad de flujode 1, 1.6 y 1.2
ml min™ para &cido ascdrbico, minoxidil y &cido salicilico, respectivamente.

5.3.2. Volumen de inyeccion

Una vez fijados todos los pardmetros anteriores, sélo nos resta obtener el
volumen de muestra a inyectar. Para dicho estudio se insertan en el sistema
bucles de muestra de volimenes variables, permaneciendo constante Ila
concentracion de analito que se inyecta. Las Figuras 11-11.1, 11-11.2 y 11-11.3
muestran el efecto de esta variable sobre la sefial analitica, para unas
concentraciones de 5, 2 y 10 pg ml* de &cido ascoérbico, minoxidil y &cido
salicilico, respectivamente.
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Figura I1-11.1. Volumen de muestra para &c. Figura 11.11.2. Volumen de muestra para
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Figura I1-11.3. Volumen de muestra para &c.
salicilico

Segun los resultados obtenidos se observa que, al aumentar el volumen de
muestra, la absorbancia aumenta debido a la fijacién de una mayor cantidad del
analito sobre la misma masa de resina (microzona activa). Esto ofrece la ventaja
de poder trabajar con amplios margenes de concentracion de analito variando
simplemente el volumen de inyeccion, previa calibracion del sensor para el
volumen adecuado de muestra. Obviamente, para volimenes altos de inyeccion,
la frecuencia de muestreo disminuye apreciablemente.

Para el &cido ascorbico y acido salicilico se encuentra una linealidad entre
la sefal analitica y el volumen hasta un valor de este de 1000 ul; para el
minoxidil esta linealidad se mantiene hasta un volumen de 3000 ul. Para los tres
analitos, la sefial ya no sigue aumentando linealmente al aumentar el volumen,
posiblemente debido, por una parte, a que el pH de la zona central del bolo de
muestra no es el 6ptimo para la fijacion del analito, y por otra, a la desorcion de
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parte del analito fijado por un proceso de autoelucion, dando lugar a un
progresivo ensanchamiento de los picos.

Para conseguir por una parte buena frecuencia de muestreo, y por otra,
buena sensibilidad y amplios margenes de calibracion, se han escogido para cada
sistema tres volimenes de inyeccién con los que se ha calibrado cada sensor. Para
el &cido ascorbico y el acido salicilico se han calibrado volimenes de 300, 600 y
1000 pl; mientras que para el minoxidil, se calibraron volimenes de 600, 1000 y

2000 pl.

5.4. RESUMEN DE LAS CONDICIONES SELECCIONADAS

A continuacion se relacionan las condiciones Optimas, incluidas las variables
quimicas y FIA, de cada uno de los sensores en estudio.

A (nm)
Soporte sélido
Nivel de soporte (mm)

Portador/eluyente

pH de la muestra
Caudal (ml min™)

Volumen de muestra (ul)

Acido Ascorbico
267

Seph. QAE A-25
10

HAc/NaAc
0.04M (pH=5.6)

3-10
1.0
300, 600 y 1000

Minoxidil Acido Salicilico
289 297
Seph. SP C-25  Seph. QAE A-25
10 10
NaCl 0.05M NaCl 0.08M
(PH=2) (pH=10)
1-8 3-11
1.6 1.2

600, 1000 y 2000 300, 600 y 1000
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6. CALIBRACION DE LOS SENSORES. PARAMETROS ANALITICOS
6.1. Calibracién de los sensores

Para comprobar el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer, se inyectaron
para un mismo volumen de muestra distintas concentraciones de analito. Dado que
se han calibrado tres volimenes de muestra para cada sensor, en las Figuras Il-
12.1, 1-12.2 y 11-12.3 aparece la representacion grafica de tres rectas de calibrado
para cada uno de ellos. Las variables quimicas y FIA de cada uno de los sensores se
mantuvieron fijas en los valores anteriormente optimizados, mientras que los rangos
lineales para cada una de las rectas aparecen en las Tablas I11-2.1, 11-2.2 y 11-2.3.

W
]
0.8 - 2
3
A 08 A
0.4
0.2
0 .
[ 5 10 15 20 25 0 1 2 3 4 5 6 7 8
[Ac. Ascorbico] (ng/ml) [Minoxidil] (ng/ml)
Figura 11-12.1. Rectas de calibrado para ac.  Figura 11-12.2. Rectas de calibrado para minoxidil
ascorbico 1) 2000 pl  2) 1000 pl  3) 600 pul

1)1000 I 2) 600 wl  3) 300 pl

. . .
o 10 20 30 40 50 60
[Ac. Salicflico] (ug/ml)

Figura 11-12.3. Rectas de calibrado para ac.
salicilico
1) 1000 I 2) 600 pul  3) 300 pl
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Mediante ajuste por minimos cuadrados, se obtienen las siguientes
ecuaciones de las rectas para los diferentes volumenes de inyeccion:

v Acido ascorbico
S Volumen: 300 pl A= 0.013+0.056¢c r=0.9998
Volumen: 600 pl A= 0.002+0.116c r=0.9997
SVolumen: 1000 pl A= 0.014+0.186¢c r=0.9999

v'Minoxidil
Volumen: 600 pl A= 0.028+0.143c  r=0.9998
SVolumen: 1000 pl A= 0.026 +0.229 ¢  r=0.9995
S Volumen: 2000 pul A= 0.024+0430c r=0.9997

v Acido salicilico
S Volumen: 300 pl A= 0.021+0.022c  r=0.9999
S Volumen: 600 pl A= 0.029+0.035¢c r=0.9998
S Volumen: 1000 pl A= 0.037+0.051c r=0.9998

donde :
A: absorbancia
c: concentracion de analito (ug ml™)
r: coeficiente de correlacién

6.2. Pardmetros analiticos

Con objeto de evaluar la reproducibilidad de cada uno de los sensores, se
inyectaron diez disoluciones que contenian igual concentracién de analito,
registrandose la respuesta del sensor a la longitud de onda Optima. Los resultados
obtenidos, se muestran en las Tablas 11-3.1, 11-3.2, 11-4.1, 11-4.2, 11-5.1 y 11-5.2 del
Apéndice.

Para la determinacion del limite de deteccidn y cuantificacion, se inyectd
repetidas veces agua destilada en lugar de la disolucién de muestra, midiéndose la
absorbancia de diez inyecciones sucesivas. Los resultados se muestran en las
Tablas 11-3.3, 11-4.3 y 11-5.3 del Apéndice.
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Mediante un estudio estadistico de los resultados, se obtienen los valores de
la desviacion estandar relativa y limites de deteccién y cuantificacion.

El limite de deteccidn para una magnitud, es el valor minimo de la misma
que puede afirmarse que es distinto de cero. En nuestro caso la magnitud medida
es la absorbancia neta del analito, A. Denominaremos A, al limite de deteccion, de
esta magnitud, el cual corresponde a la incertidumbre sobre el valor de A cuando
ésta tiende a cero. Segun el caso, A, es igual bien al limite de sensibilidad del
aparato de medida, bien a la incertidumbre sobre los errores sistematicos, o bien,
a la incertidumbre sobre la precision de los resultados.

Cuando A es igual a A, es decir cuando el error absoluto sobre la medida
se iguala a la magnitud a determinar, entonces el valor obtenido A cumple:

0<A<A+30
donde:
A,: absorbancia media obtenida para el blanco
0: desviacion estandar para el blanco
Se admite como limite de deteccion el valor [50]:

A=A, +30

El limite de deteccion en términos de concentracion, ¢, se obtendré usando
la funcion de calibrado:

c.= (A-A,)/m=3a/m
siendo m la pendiente de la recta de calibrado.

Conforme la sefial medida (en nuestro caso la absorbancia neta, A) crece
por encima del limite de deteccidn, crece la concentracidn aparente del analito.
Como criterio minimo, la regién de cuantificacion debe estar claramente por
encima del limite de deteccion.

Se admite la siguiente definicion [51]:
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A=A, +100
donde:
A absorbancia correspondiente al limite de cuantificacion.
A,: absorbancia obtenida para el blanco.

0: desviacion estandar para el blanco.

El limite de cuantificacion en términos de concentracion, c,, se obtendra a
partir de la funcién de calibrado:

Co= (Aq - Ap)/m=100/m
donde m es la pendiente de la recta de calibrado.

Los parametros analiticos de cada uno de los sensores, para cada volumen de
muestra inyectado, se muestran en las Tablas 11-2.1, 11-2.2 y 11-2.3.

Tabla 11-2.1. Parametros analiticos para acido ascorbico

Parametro Volumen de inyeccién de muestra (ul)

300 600 1000

Linea de calibrado

Ordenada en el origen (u. a.) 0.013 0.002 0.014
Pendiente (ml ug™) 0.056 0.116 0.187
Rango lineal (ug ml™?) 1.0-20.0 0.5-10.0 0.2-6.0
Coeficiente de correlacion (r) 0.9998 0.9997 0.9999
Limite de deteccion (g ml™?) 0.04 0.03 0.02
Limite de cuantificacion (ug ml™) 0.13 0.10 0.06
RDWO=10) 087 108 090
Frecuencia de muestreo (h?) 28 24 21

77



Capitulo 11

Tabla I1-2.2. Parametros analiticos para minoxidil

Parametro

Volumen de inyeccién de muestra (xl)

Linea de calibrado
Ordenada en el origen (u. a.)
Pendiente (ml ug™)
Rango lineal (ug ml™?)
Coeficiente de correlacion (r)
Limite de deteccion (g ml™?)
Limite de cuantificacion (ug ml™)

RSD % (n=10)

Frecuencia de muestreo (h?)

600 1000 2000
0.028 0.026 0.024
0.143 0.229 0.430
0.2-7.0 0.1-4.0 0.05-2.0
0.9998 0.9995 0.9997
0.06 0.03 0.01
0.20 0.11 0.02
0.52 1.06 2.63

26 22 16

Tabla 11-2.3. Parametros analiticos para acido salicilico

Parametro

Volumen de inyeccién de muestra (ul)

Linea de calibrado
Ordenada en el origen (u. a.)
Pendiente (ml ug™)
Rango lineal (ug ml™?)
Coeficiente de correlacion (r)
Limite de deteccion (g ml™?)
Limite de cuantificacion (ug ml™)

RSD % (n=10)

Frecuencia de muestreo (h?)

300 600 1000
0.021 0.029 0.037
0.022 0.035 0.051
2.0-40.0 1.5-28.0 1.0-20.0
0.9999 0.9998 0.9998
0.13 0.08 0.06
0.45 0.27 0.21
0.38 0.47 0.52

25 22 18

Cada sensor tiene una vida media operacional superior a 250 inyecciones de
muestra. Asimismo, la frecuencia de muestreo paratodos sensores es relativamente alta
si tenemos en cuenta que estamos trabajando en fase sélida.
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7. INTERFERENCIAS

Una vez realizadas las experiencias necesarias para establecer el método de
determinacién automatica de acido ascorbico, minoxidil, y acido salicilico,
basado en la integracion de la retencién y la deteccion UV, pasamos a determinar
la interferencia producida en cada uno de ellos por la presencia de distintas
concentraciones de especies extrafias. Se han seleccionado, como posibles
interferentes, aquellas especies que mas frecuentemente acompafian al analito en
estudio, en las preparaciones farmacéuticas (0 en muestras reales tales como la
orina). En el caso del minoxidil no se ha realizado dicho estudio por una causa
justificada, y es que dicho analito, en las preparaciones farmacéuticas, no aparece
acompafiado por otras especies que pudiesen interferir en su determinacion.

Siguiendo con el método propuesto para un volumen de inyeccion de 600
Ml (tanto para el acido ascorbico como para el &cido salicilico), operamos con
disoluciones que para cada especie extrafia contienen 5 pg ml* de é&cido
ascorbico o 10 pg ml™* de &cido salicilico. A dichas disoluciones se afiaden
cantidades variables de la especie cuyo efecto se quiere ensayar. La
concentracion méaxima de especie interferente ensayada fue de 1000 mg I

Se aceptd como limite de tolerancia para la especie extrafia, la
concentracion de ésta que originaba un error relativo en la medida mayor del 5%.
No se consideran por tanto interferentes, aquellas concentraciones de especie
extrafia que producen un error relativo igual o menor al mencionado limite. Los
limites de tolerancia del analito para las diferentes especies ensayadas aparecen
en las Tablas 11-6.1 y 11-6.2.
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Tabla I1-6.1. Tolerancia del sensor de &cido ascorbico a especies interferentes
(determinacion de 5 pg ml™ de acido ascérbico)

Tolerancia (ug mi?)

Especie extrafia . .
P [interferente] / [analito]

Glucosa, sacarosa >200°
Mg(l1), Ca(ll), Na(l), K(I), CI >100°
Acido glutamico 30
Vitamina B,, Vitamina B, Vitamina B,, >20°
Cafeina, Paracetamol 20
Codeina 15
Acido citrico 6
Acido Urico 2
Sacarina 15
Urea 1

@ Maxima relacion interferente/analito ensayada

Tabla 11-6.2. Tolerancia del sensor de &cido salicilico a especies interferentes
(determinacion de 10 pug mi™ de acido salicilico)

Tolerancia (Lg ml™)

Especie extrafia . .
P [interferente] / [analito]

Glucosa, Sacarosa, Acido bérico, Codeina,

Cafeina, Nicotinamida >100°
Acido lactico 50
Alcanfor 10
Betametasona

Paracetamol, Acido ascorbico, Sacarina 1
Benzocaina 0.5

@ Maxima relacion interferente/analito ensayada

Para el acido ascérbico, en general, la tolerancia es muy buena a todas las
especies ensayadas excepto para la sacarina y la urea, que interfieren en
concentraciones del orden de las del propio analito. Lo mismo ocurre para el
acido salicilico, en cuyo caso, los interferentes mas serios son el paracetamol,
acido ascérbico, sacarina y benzocaina, debido a su competencia con el analito en
la fijacion sobre la resina. Sin embargo, tanto en la determinacién de éacido
ascorbico asi como en la de &cido salicilico, las cantidades presentes de estas
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especies mas fuertemente interferentes en las preparaciones farmacéuticas mas
comunes son inferiores a su tolerancia y permiten la determinacion del analito
haciendo uso del sensor, pues estan por debajo del nivel de tolerancia establecido.

En general, la selectividad mostrada por los sensores espectrofotométricos
UV en fase sdlida, es mucho mas alta que la ofrecida por la espectrofotometria UV
convencional en disolucion. Esto es una gran ventaja de estos sensores, pues se
convierten asi en métodos simples y rapidos a la vez que econémicos y muy
sensibles y selectivos a pesar de su naturaleza UV. Como ejemplo de esto, hemos
comprobado que en la determinacion de &cido ascorbico por espectrofotometria
convencional UV en disolucion, la tolerancia a paracetamol, codeina y sacarina, es
0.1, 1 y 0.05, respectivamente, tolerancias mucho mas bajas que las obtenidas con
el sensor en flujo en fase solida (Tabla 11-6.1), debido al amplio solapamiento
espectral de estas especies con el analito en la espectrofotometria convencional. El
empleo del soporte solido aisla el analito del resto de las especies interferentes que
guedan en la disolucién, aumentando asi drasticamente la tolerancia a las mismas.
Asi pues, esta alta selectividad se debe a la naturaleza quimica del cambiador
i6nico, ya que el soporte necesita que las especies interferentes se encuentren
cargadas negativamente (por tratarse de un cambiador anidnico) para que asi
puedan fijarse sobre él.

En las Figuras 11-13 y 11-14 se comprueba la excelente selectividad del
método propuesto para la determinacion de &cido ascorbico. En la Figura 11-13 se
muestran los espectros UV individuales en disolucion acuosa, correspondientes a
10 g ml™ de &cido ascorbico, codeina, sacarina y paracetamol, respectivamente,
asi como una mezcla de ellos a la misma concentracion anterior. De la observacion
de los espectros (realizados en una cubeta de 1-cm de paso de luz) se deduce que
seria imposible determinar, en disolucion, el acido ascérbico en presencia del resto
de especies. En la Figura 11-14 aparecen registrados los espectros en fase sélida
correspondientes a la inyeccién en el sensor propuesto de dos disoluciones, una de
las cuales contiene sélo acido ascérbico (5 pg ml?) y la otra contiene la misma
concentracion de acido ascorbico junto con 50, 5y 20 g ml™* de codeina, sacarina
y paracetamol, respectivamente. Estos espectros se registraron parando el flujo, en
el sensor propuesto, una vez se haya alcanzado la méxima sefial de absorbancia en
cada una de las inyecciones. Se comprueba, coémo dichas especies extrafias no
interfieren en la determinacion del acido ascérbico, puesto que los espectros
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obtenidos en ambos casos son coincidentes. De esta forma se demuestra la ventaja,
en cuanto a selectividad, de trabajar con un sensor UV en fase sélida respecto a
disolucion. Resultados similares se han encontrado trabajando con otros sensores
UV en nuestro Departamento [53] y también con espectrofotometria UV en fase
solida en modo batch [18].

15] p

220 240 260 280 300
Longitud de onda (nm)

Figura 11-13. Espectros en solucién acuosa (1-cm de paso éptico)
(1) 10 pg ml™* de &cido ascorbico; (2) 10 g mI™ de codeina; (3) 10 g ml™ de sacarina
(4) 10 pg ml™* de paracetamol; (5) mezcla de todos los compuestos 1,2,3 y 4

0.5

T T 1 T
240 260 280 300

Longitud de onda (nm)

Figura 11-14. Espectros obtenidos en el sensor FIA (1-mm de paso 6ptico)
(1) 5 pg ml* de acido ascérbico; (2) Mezcla de: 5 ug ml™ de &cido ascorbico, 50 pg ml™ de
codeina, 5 pLg ml™ de sacarina, y 20 pug mi* de paracetamol
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8. APLICACIONES ANALITICAS
8.1. ACIDO ASCORBICO

El método anteriormente establecido se ha aplicado a la determinacion del
contenido en &cido ascérbico en los siguientes tipos de muestras:

D medicamentos > caramelos X orina

En cada caso los resultados se compararon con los obtenidos con un método
de referencia. Como tal elegimos el método oficial de la AOAC [52], realizando
una comparacion estadistica entre éste y el método propuesto.

8.1.1. Fundamento del método oficial de la AOAC

El método consiste en una volumetria redox basada en la reduccién del 2,6-
dicloroindofenol por el acido ascorbico, siendo el indicador el mismo indofenol
(Reaccion 1). En el punto final, con un pequefio exceso de indofenol, se aprecia un
viraje de incoloro a rosa en medio &cido. El &cido es valorado en presencia de HPO,
- CH,COOH para mantener la propia acidez de la reaccion y evitar la autoxidacion
del &cido ascorbico a pH altos.
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Reaccién 1. (a) Ac. L-asc6rbico, (b) 2,6-diclorofenolindofenol (forma oxidada),
© Ac. Deshidroascorbico y (d) 2,6-diclorofenolindofenol (forma reducida)
8.1.2. Comparacion estadistica entre el método propuesto y el de referencia
Una vez determinado el contenido en acido ascérbico, tanto por el método

propuesto como por el método de referencia, se pas6d a realizar un estudio
estadistico comparativo de la precision y exactitud de ambos métodos. En cada caso

se realizan tres determinaciones.

Para el célculo de la precision se aplico el criterio "F" de la razén de las
varianzas para un nivel de significacion del 5%, cuya expresion es la siguiente:

F.. = 0’07
El valor critico de Fy s =39.000 (g.l, =g.l,=2).
Para la comparacién de los valores medios obtenidos por ambos métodos, se

calcul6 la desviacion estandar del sistema, o, vy lat,, a partir de las siguientes
expresiones:
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(- D oi+ o, - 1) 03 :
(nl_ 1)+ (nz_ 1)

El valor de t.;, para un nivel de confianza del 95% y 4 grados de libertad es
igual a 2.776.

En los casos en que t,, <t ., no habra diferencia significativa entre los
valores de las medias obtenidas por ambos métodos, por lo que podremos afirmar
en tal caso que ambos métodos arrojan el mismo resultado para una probabilidad
del 95%.

8.1.3. Preparacion de las muestras

Las muestras solidas analizadas fueron finamente molidas en mortero de
agata, homogeneizadas, disueltas en agua bidestilada con ayuda de un bafio
ultrasonidos (5 minutos), y filtradas a traves de filtro Millipore de 0.45 pm,
llevando a un volumen final apropiado adecuado con agua bidestilada, segun el
contenido en acido ascérbico. En el caso de la orina, se realizé una dilucién
apropiada con agua bidestilada y se filtré.

En aquellos casos en los que se comprob6 que no existia efecto matriz, como
es el caso de todas las preparaciones farmacéuticas en estudio asi como en los
caramelos, se obtuvo la concentracion de acido ascorbico por el método de
calibracion directa para un volumen de 600 l. Para la orina, dada la existencia de
un pequefio efecto matriz, se aplico el método de adicion de patrén usando
igualmente un volumen de inyeccion de 600 pl.

8.1.4. Determinacion de acido ascérbico

8.1.4.1. En preparaciones farmacéuticas

La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:
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. "Redoxdén" (Lab. Roche Nicholas), comprimidos efervescentes

- Acido ascdrbico: 1000 mg
- Sacarina sodica: 20 mg
- Sacarosa: 1305 mg

. "Citrovit" (Lab. Abello Farmacia), sobres

- Acido ascdrbico: 1000 mg

- Sacarosa: 7090 mg

- Glucosa liquida (R.S): 599 mg
- AzUcar invertido: 178 mg

- Otros excipientes: 10 g

. "Cebion 500" (Lab. Merck), sobres

- Acido ascrbico: 500 mg
- Sacarosa: 420 mg
- Excipiente aromatizado (incluyendo 7 mg de sacarina sédica)

. "Algidol" (Lab. Berenguer Infale), sobres

- Acido ascorbico: 500 mg

- Paracetamol: 650 mg

- Codeina fosfato: 10 mg

- Excipiente (contiene 2.5 mg de sacarina sodicay 3.714

mg de sacarosa)

Los resultados obtenidos para cada medicamento analizado por el método
propuesto, y su comparacion estadistica con los del método de referencia, se
muestran en las Tablas I1-7.1, 11-7.2, 11-7.3 y 11-7.4. De ellas se deduce que no hay
diferencia significativa entre los resultados obtenidos por el método propuesto y el

de referencia.
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Tabla 11-7.1. Determinacion de acido ascérbico en "Redoxén”
Disolucién: comprim. en 500 ml; Dilucién: 0.5 ml llevados a 200 ml

N [Ac. ascorbico] mg Ac. ascorbico/
Determinacion A ) .
(g ml?) comprimido
1 0.598 4.968 993.6
2 0.568 4.865 973.0
0.582 4.985 997.1
Parametros estadisticos Método propuesto Método referencia
Media, X 987.9 993.3
Desviacion estandar, o 12.99 4.40
o? 168.99 16.30
Desviacion de la media, o, 7.50 2.33
C.V.(%) 131 0.44
E, (%) 3.26 1.01
Contenido medio 988 + 32 993+ 10
o del sistema 9.625
top Y significacion 0.688 N.S. (t,,=2.776)
Fe 10.367 N.S. (F,=39.00)
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Tabla 11-7.2. Determinacion de acido ascorbico en "Citrovit"
Disolucién: comprim. en 500 ml; Dilucion: 0.5 ml llevados a 200 ml

.. [Ac. ascdrbico] mg Ac. ascorbico/
Determinacion A ) .
(g ml?) comprimido
1 0.585 5.011 1002.2
2 0.587 5.028 1005.6
3 0.580 4,968 993.6
Parametros estadisticos Método propuesto Meétodo referencia
Media, x 1000.4 1009.0
Desviacion estandar, o 6.18 3.46
02 38.25 12.00
Desviacion de la media, o, 3.57 2.00
C.V.(%) 0.61 0.34
E, (%) 1.53 0.85
Contenido medio 1000 + 15 1009+ 9
o del sistema 5.012
top, Y significacion 2.086 N.S. (t,,=2.776)
F 3.187 N.S. (F,=39.00)

exp
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Tabla 11-7.3. Determinacion de acido ascorbico en "Cebién 500"
Disolucién: comprim. en 500 ml; Dilucion: 1 ml llevado a 200 ml

[Ac. ascdrbico]

mg Ac. ascorbico/

Determinacio A
eterminacion (g mi) e
1 0.580 4.968 496.8
2 0.583 4.884 499.4
3 0.591 5.062 506.2

Parametros estadisticos

Método propuesto

Método referencia

Media, X 500.8 495.0
Desviacion estandar, o 4.85 1.73
o’ 23.56 3.00
Desviacion de la media, o, 2.80 1.00
C.V.(%) 0.97 0.35
E, (%) 2.40 0.87
Contenido medio 501+ 12 495+ 4
o del sistema 3.644
to,p, Y significacion 1.950 N.S. (t,,=2.776)
F 7.851 N.S. (F,=39.00)

exp
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Tabla I11-7.4. Determinacién de &cido ascdrbico en "Algidol"
Disolucién: comprim. en 500 ml; Dilucion: 1 ml llevados a 200 ml

L [Ac. ascdrbico] mg Ac. ascorbico/
Determinacion A a o
(g ml™) comprimido
1 0.578 4.951 495.1
2 0.583 4.994 499.4
0.585 5.011 501.1
Parametros estadisticos Método propuesto Método referencia
Media, X 4985 498.0
Desviacion estandar, o 3.09 3.46
o’ 9.59 12.00
Desviacion de la media, o, 1.78 3.40
C.V.(%) 0.62 0.35
E, (%) 1.53 1.73
Contenido medio 499 + 18 498 £ 9
o del sistema 3.284
t.., ¥ significacion 0.186 N.S. (t,,=2.776)
Fex 1.251 N.S. (F,=39.00)
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8.1.4.2. En caramelos

Se ha determinado el contenido de acido ascorbico en caramelos PRAIMS
(Limén Plus C), cuya composicion es la siguiente: Isomalt (95g/100g), Acido
ascorbico (1250mg/100g), Acido citrico, Aroma de limén, Mentol, Edulcorante
Acesulfam-K (0.045g/100g) y [-caroteno. A partir de estos datos, cada caramelo
contendria unos 25 mg de acido ascérbico. Los resultados obtenidos se muestran en

la Tabla 11.8.

Tabla 11-8. Determinacion de acido ascorbico en caramelos “Praims™
Disolucion: 1 caramelo en 250 ml; Dilucién: 0.5 ml llevados a 10 ml

[Ac. ascorbico]

mg Ac. ascérbico/

Determinacion A 5 L
(g ml™) comprimido

1 0.575 4.925 24.6

2 0.578 4,951 24.7

0.582 5.985 24.9

Parametros estadisticos

Método propuesto

Método referencia

Media, X 24.7 25.0

Desviacion estandar, o 0.15 0.42

o2 0.02 0.17

Desviacion de la media, o, 0.09 0.24

C.V.(%) 0.63 1.67

E, (%) 1.54 412
Contenido medio 24.7+0.4 25+1

o del sistema
t.., ¥ significacion
F

exp

0.316

1.163 N.S. (t,,=2.776)
7.333 N.S. (Fy,,=39.00)
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8.1.4.3. En orina

Para el estudio de la determinacion de acido ascorbico en esta muestra se
procedi6 a recoger la orina de un sujeto dos horas después de haberse tomado un
sobre del farmaco "Citrovit" (conteniendo 1000 mg de Ac. ascorbico) disuelto en
50 ml de agua. Una vez recogida dicha muestra se filtro, y se hizo la dilucion
adecuada. Los resultados de la determinacion aparecen en la Tabla 11-9.

Tabla 11-9. Determinacion de acido ascorbico en orina. Método de adicion de patron
Dilucion: 1 ml llevado a 500 ml; Veqin: 600 LI

I* Ac. asc. It It
M m~ _C ase A Funcién Ham M m
afiadidos encontrados en orina
12 Determinacion
0 0.230
1 0.330
=0. +0.
2 oas 1 (:_2379 . 906107C 2.12 1060
3 0.540 e
5 0.765
22 Determinacion
0 0.229
L 0.331 A =0.226 + 0.106¢
2 0.442 = 0.9997 2.14 1069
3 0.537 e
5 0.760
32 Determinacion
0 0.233
1 0.327
A =0.227 +0.107c
2 0.447 (= 0.0995 211 1055
3 0.542 e
5 0.768

En la Figura 11-15 se representa s6lo una de las determinaciones anteriores
(la primera), en donde ha sido aplicado el método de adicion de patron, ya que las
rectas obtenidas para las otras dos determinaciones son practicamente iguales.
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Figura 11-15. Determinacién de &cido ascdrbico en
orina
Adicion de patrdén. 12 Determinacién

Asimismo, y al igual que en los casos anteriores, se procedié a hacer una
comparacion estadistica entre los resultados obtenidos por el método propuesto y
aquellos obtenidos por el método de referencia (Tabla 11-10).

Tabla I1-10. Comparacién estadistica

Parametros estadisticos Método propuesto Método referencia
X 1061 1050
Desviacion estandar o 7.09 4.32
o’ 50.26 15.66
Desviacion de la media o, 4.09 2.49
C.V.(%) 0.67 0.41
Er(%) 1.66 1.02
Contenido medio 1061 + 18 1050 £ 11
o del sistema 5.870
t., ¥ significacion 2.290 N.S. (t,,=2.776)
Fexo 2.693 N.S. (F.,=39.00)

Del valor de la relacion de pendientes entre el método de adicion de patron 'y
el propuesto se deduce la existencia de un efecto matriz negativo que viene dado
por la siguiente expresion:
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relacion (m/m,«.q,)= 0.107 / 0.116 = 0.922

Asimismo, se realiz6 un estudio de recuperacion de diferentes cantidades de
acido ascorbico sobre la misma muestra de orina (Tabla 11-11).

Tabla I1-11. Estudio de recuperacion en orina

afiadido (g ml™) encontrado + o (ug ml?) % Recuperado
- 2.12 £0.03 -
1 3.07+£0.04 98.4
2 4.11 £0.02 99.8
3 5.06 £0.03 98.8

Los resultados del estudio de recuperacion muestran, asimismo, porcentajes
entre el 98 y el 100%, lo que pone de manifiesto la utilidad del sensor propuesto
para el control analitico de rutina en estos tipos de muestras. En ninguna de las
muestras analizadas se encontré diferencia significativa entre el método de
referencia y el propuesto.

8.2. MINOXIDIL

Mediante el método propuesto se ha determinado la cantidad de minoxidil en
diferentes preparaciones farmacéuticas.

8.2.1. Preparacion de las muestras

Se procedio de diferente forma en funcion de que se tratase de comprimidos
0 soluciones.

Para los comprimidos, se pesaron y molieron cuatro de ellos en un mortero de
agata, y se disolvi6 una cantidad de muestra equivalente a 10 mg de minoxidil en 5
ml de etanol 96% v/v (para facilitar la disolucion), con ayuda de un bafio de
ultrasonidos durante 5 minutos. La solucién se filtré a través de filtro Millipore de
0.45 pm de tamafio de poro, y se realizaron las diluciones adecuadas con agua
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bidestilada (usando etanol de 96% v/v para que el contenido final en etanol fuese
del 5%).

Respecto a las soluciones farmacéuticas, todas ellas de concentracion 2% p/v,
se disolvieron en agua bidestilada sin tratamiento previo y se realizaron las
diluciones adecuadas (usando etanol de 96% v/v para que el contenido final en
etanol fuese del 5%).

En todos los casos se comprob6 que no existia efecto matriz, de modo que se
obtuvo la concentracion de minoxidil por el método de calibracion directa para un
volumen de 1000 pl.

8.2.2. Determinacion de minoxidil
La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:

1. "Loniten" (Lab. Upjohn), comprimidos
- Minoxidil: 10 mg
- Lactosa y otros excipientes c.s.

2. "Lacovin" (Lab. Galderma), solucion
- Minoxidil: 20 mg/ml
- Excipientes c.s.

3. "Pilovital" (Lab. Lesvi), solucion
- Minoxidil: 20 mg/ml
- Excipientes c.s.

4. "Regaine" (Lab. Upjohn Farmoquimica), solucion
- Minoxidil: 20 mg/ml
- Excipientes c.s.

5. "Riteban" (Lab. Centrum), solucién

- Minoxidil: 20 mg/ml
- Excipientes c.s.
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Los resultados obtenidos para cada medicamento analizado, media de tres
determinaciones independientes, se muestran en la siguiente Tabla I1-12.

Tabla 11-12. Determinacién de minoxidil en preparaciones farmacéuticas

Farmaco Composicion Encontrado Recuperacion
(mg)/unidad (mg)/unidad * 0, (%)°
Loniten #10.0 9.8 981
Lacovin *20.0 20.6 103+1
Pilovital *20.0 205 103+1
Regaine v20.0 20.3 101.7+0.8
Riteban v20.0 19.8 99.0+0.9

apor comprimido; ® por ml; ¢ media de tres determinaciones

Se observa que no hay diferencia apreciable entre los resultados obtenidos
por el método propuesto y los indicados por el fabricante, ya que en todos los casos
la recuperacion se encuentra comprendida entre el 98 y el 103%. Ademas, para
chequear la exactitud del método propuesto, se determiné la cantidad de minoxidil
afiadido a los farmacos previamente analizados (Tabla 11-13), es decir, se llevo a
cabo un estudio de recuperacion de distintas cantidades sobre los anteriores
farmacos obteniéndose igualmente resultados satisfactorios.
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Tabla 11-13. Estudio de recuperacion de minoxidil en preparaciones farmacéuticas

Muestra Afadido % Recuperacion
+ 0, (%)
Loniten 1b 98.2+0.9
2 99.5+0.9
Lacovin 1° 101+1
2° 99.8+0.8
Pilovital 1° 102+1
2° 100+1
Regaine 1° 101.2+0.9
2° 99+1
Riteban 1° 99.4+0.9
2° 99.5+0.9

2 Media de tres determinaciones; ® mg/comprimido; ¢ mg/ml

8.3. ACIDO SALICILICO

El método propuesto se aplicd a la determinacién de &cido salicilico en
diferentes preparaciones farmacéuticas.

8.3.1. Preparacion de las muestras

Cada uno de los farmacos se disolvio previamente en 5 ml de etanol 96% v/v
y posteriormente en agua bidestilada con ayuda de un bafio de ultrasonidos durante
10 minutos. La solucion se filtrd a través de filtro Millipore de 0.45 pum, y se
realizaron las diluciones adecuadas con agua bidestilada (usando etanol de 96% v/v
para que el contenido final en etanol fuese del 5%).

En el caso del farmaco “Diprosalic”, dado que se trata de un ungiento
(solucion) en medio no acuoso, se procedio de otra forma operatoria. Se disolvio la

muestra en 20 ml de CCl,, y a continuacidn, se hizo una extraccion liquido-liquido
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con agua bidestilada utilizando volimenes de 25 ml (tres extracciones), llevando
finalmente el extracto a un volumen de 100 ml. A partir de esta disolucion se
realizaron las diluciones adecuadas para obtener una concentracion apropiada del
analito.

En todos los casos se comprobd que no existia efecto matriz, excepto para
uno de los farmacos “Isdin Antiverrugas” (al que se aplicé el método de adicion de
patron), de modo que para todos los demas se obtuvo la concentracion de acido
salicilico por el método de calibracion directa para un volumen de 600 .

8.3.2. Determinacion de &cido salicilico
La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:

1. "Callix-D" (Lab. Pérez Giménez), solucién
- Acido salicilico: 15 g
- Acido lactico: 10 g
- Benzocaina: 3.33g
- Colodién eléstico c.s.p. 100 g

2. "Isdin Antiverrugas" (Lab. Isdin), solucién
- Acido salicilico: 16.7 g
- Acido lactico: 16.7 g
- Colodién elastico c.s.p. 100 mi

3. "Acnosan" (Lab. Bescansa), solucién
- Acido salicilico: 1.20 g
- Alcanfor: 12.8 g
- Acido undecilénico: 8.75 g
- Acido borico: 6.45 g
- Resorcina: 1.94 g
- Sulfato de Zn: 0.13 g
- Sulfato de Cu: 0.13 g
- Vehiculo: agua, esencia de menta, edulcorantes (E-150, E-102)
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4. "Diprosalic” (Lab. Plough), solucion
- Acido salicilico: 30 mg
- Betametasona, dipropionato: 0.5 mg
- Excipientes: Aceite mineral y vaselina

Los resultados obtenidos para cada medicamento analizado (media de tres
determinaciones) se resumen en la Tabla 11-14. Tal y se como muestra, los valores
obtenidos con el método propuesto concuerdan con los indicados por el fabricante.

Tabla 11-14 . Determinacién de &cido salicilico en preparaciones farmacéuticas

Farmaco Composicion Encontrado Recuperacion
(mg)/unidad (mg)/unidad + 0, (%)
Callix-D #150.0 146.8 98.0+2.1
Diprosalic #30.0 30.0 100.1 + 0.6
Acnosan ®1200.0 1207.6 100.6 + 1.4
‘Isdin 167.0 170.1 102.3+3.2

2 por gramo; ° por litro; ¢ método de adicion de patron

Para chequear la exactitud del método propuesto se Ilev6 a cabo un estudio
de recuperacion de distintas cantidades de minoxidil adicionadas sobre los
anteriores farmacos (Tabla 11-15), obteniéndose resultados satisfactorios.
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Tabla 11-15. Estudio de recuperacion de acido salicilico en preparaciones farmacéuticas

Muestra Afadido % Recuperacion
* 0, (%)*
Callix-D 100° 99.2+0.8
200° 98.5+0.9
Diprosalic 100° 100.1+0.7
200° 99+1
Acnosan 100¢ 101.1+£0.6
200° 100.3+0.5
¥Isdin 100° 99+1
200° 99.2+0.9

2 método de adicion de patréon; ® mg/gramo; ¢ mg/I

9. ACIDO ACETIL SALICILICO

Dado que el &cido salicilico (AS) es el producto de hidrolisis alcalina del
acido acetil salicilico (AAS), nos planteamos la posibilidad de poder aplicar el
método propuesto para el AS en aquellas preparaciones farmacéuticas donde el
AAS se encuentra como principio activo, que es la situacion més frecuente. Dicha
aplicacion es posible, con una ligera modificacion de la configuracion FIA utilizada
para la determinacion del AS (Fig. I1-5). Esta configuracion viene esquematizada
en la Fig. 11-16, y como puede apreciarse, se trata de una configuracién en donde el
AAS es previamente hidrolizado a AS para posteriormente poder ser determinado
como tal.

La muestra se hace confluir con una disolucion de NaOH para favorecer la
hidrdlisis, pasando dicha muestra a través de un reactor de teflon situado en el
interior de un bafio termostatizado en el que se completa la hidrolisis. Después de
esto, la muestra se inserta dentro del mismo portador utilizado en la determinacion
de &cido salicilico.
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P
v B
——MW—
H R E
P/E / CF
VI

D

Figura 11-16. Configuracién FIA
P/E: portador/eluyente; M: muestra; H: solucién basica (NaOH); P: bomba; B: bafio
termostatico; R: reactor; VI: valvula de inyeccion; CF: célula de flujo; D: desecho;
E: espectrofotémetro

Viendo el procedimiento a seguir, habra que optimizar variables tales como:
concentracion de NaOH, longitud del reactor y temperatura del bafio
termostatizado. Se decidio realizar el estudio para un Unico volumen de muestra a
inyectar que va a ser 300 pl. Los resultados obtenidos son los siguientes:

Concentracion de NaOH. Haciendo circular una disolucion conteniendo 60
g ml* de AAS, a través del reactor de una longitud de 5 metros y calentado a una
t2 de 70 °C, se prueban concentraciones de NaOH de valores 0.2, 0.5, 1, 2, 3y 5 mol
I*. La sefial fue maxima constante para una concentracion igual o superior a 2 mol I
! por lo que probablemente, a menores concentraciones, la hidrélisis no se realizé
completamente. Se escogié como éptima una concentracion de NaOH 2 mol I,

T2 del bafio. Se hace confluir una disolucion de 60 g ml™ de AAS con una
disolucion de NaOH 2 mol I, a través de un reactor de 5 metros de longitud, y se
prueban diferentes temperaturas del bafio termostatizado comprendidas entre 40 y
100 °C. Se observa una sefial maxima para valores de T? igual o superiores a 60 °C.
Elegimos dicho valor como 6ptimo para el desarrollo del sensor en flujo.
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Longitud del reactor. Andlogamente a las experiencias anteriores, se hace
pasar una disolucién de 60 pug ml?, previa confluencia con NaOH 2 mol | %, a
través de un reactor inmerso en un bafio termostatizado a 60 °C y cuyas longitudes,
van a variarse de 1 a 7 metros. Se observa que la hidrdlisis del AAS a AS es
completa para una longitud del reactor de 3.5 metros, lo que hace gque se escoja
dicha longitud como 6ptima.

Asimismo, al igual que para el resto de analitos, se hizo un estudio de
interferencias para una concentracion de AAS correspondiente a 60 g ml™. Los
niveles de tolerancia resultantes son andlogos a los obtenidos para AS (ver Tabla I1-
6.2), lo cual era de esperar, ya que como se ha indicado anteriormente, lo que se
hace es una determinacion indirecta de AAS como AS, mediante hidrolisis previa
del primero.

9.1. Preparacion de disoluciones patron y muestras

Se prepard una disolucién patron inicial de AAS, suministrado por FLUKA,
de concentracion 1000 g ml™. Esta disolucién se mantuvo a una t* de 4 °C. A esta
t8, la descomposicion de AAS a AS es inferior al 2% en un mes. Las disoluciones
estdndar de trabajo se preparaban a diario por dilucion adecuada con agua
bidestilada.

Cinco tabletas de los preparados farmacéuticos analizados fueron finamente
molidos en mortero de dgata y homogeneizados. Una fraccion equivalente a 10 mg
de AAS fue pesada y disuelta en agua bidestilada con ayuda de un bafio
ultrasonidos (10 minutos), y filtrados a través de filtro Millipore de 0.45 pm,
llevando a un volumen final adecuado con agua bidestilada (usando etanol de 96%
v/v para que el contenido final en etanol fuese del 5%). En ningln caso se
comprob0 que existiese efecto matriz, de modo que se obtuvo la concentracion de
AAS por el método de calibracion directa para un volumen de 300 ul.

9.2. Calibracion y caracteristicas del método propuesto

Bajo las condiciones dptimas de trabajo, se inyectaron en el montaje FIA
propuesto, disoluciones patrén de AAS de concentraciones comprendidas entre 5y
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120 pg ml?, obteniéndose una recta de calibrado lineal que responde a la siguiente
ecuacién (Fig. 11-17):

A =0.023 +8.01 x 10° [AAS] r=0.9998

donde [AAS] va expresado en g ml™.

. .
0 20 40 60 80 100 120 140
[AAS] (ug/ml)

Figura 11-17. Recta de calibrado para acido acetil
salicilico
V=300 pl

La desviacion estandar correspondiente a la determinacion de 60 pg ml™* de
AAS (n=10) fue 0.41%, y el limite de deteccién de 0.32 g ml™. Como se puede
comprobar la reproducibilidad es muy alta, y mas teniendo en cuenta que las
medidas estdn hechas en fase solida. La frecuencia de muestreo se sigue
manteniendo en 25 h™, tal y como ocurria para el mismo volumen de muestra en la
determinacion de AS.

9.3. Determinacion de &cido acetil salicilico
La composicion de los preparados farmacéuticos en estudio es la siguiente:
1. "Dolviran" (Lab. Bayer), comprimidos

- Acido acetil salicilico: 400 mg
- Codeina, fosfato: 9.6 mg
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- Cafeina: 50 mg

2. "Aspirina" (Lab. Bayer), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 500 mg

3. "Veganin" (Lab. Parke-Davis), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 250 mg
- Codeina, fosfato: 10 mg
- Paracetamol: 250 mg

4. "Dolmen" (Lab. Uriach), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 500 mg
- Codeina, fosfato: 10 mg
- Acido ascorbico: 250 mg
- Sacarina sodica: 15 mg

Tabla I1-16. Determinacion de &cido acetil salicilico en preparados farmacéuticos

2Anadido Encontrado

g @ aa
Farmaco (mg)/unidad + 0, (%) % Recuperacion
Dolviran - 399+1 -

100 499 + 2 100

200 602 =2 101
Aspirina - 496 £ 3 -

100 597 x4 101

200 697 3 101
Veganin - 250+ 2 -

100 3502 100

200 451+ 4 101
Dolmen - 489 +5 -

100 592 +5 103

200 694 +4 102

& por comprimido
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Los resultados obtenidos para cada preparacion farmacéutica asi como los del
estudio de recuperacion de diferentes cantidades de &cido acetil salicilico sobre
cada farmaco se muestran en la tabla anterior (Tabla 11-16). Estos resultados son en
ambos casos estupendos, lo que pone de manifiesto la utilidad del sensor propuesto.
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Sensores monoparametro para amoxicilina y epinefrina

1. INTRODUCCION

En este capitulo se van a tratar otros dos sensores monoparametro: sensor de
amoxicilina y de epinefrina. La razén de no englobarlos en el capitulo anterior
(Capitulo II) junto con los otros sensores monoparametro no es otra que el empleo
en ambos sensores de una Configuracion FIA distinta a la utilizada anteriormente,
ya que en estos dos sensores el portador no actia a su vez de eluyente sobre el
analito fijado previamente en la resina, sino que es necesaria una eluciéon posterior
haciendo uso de una disolucion eluyente.

1.1. Amoxicilina

La ampicilina, la amoxicilina y la hetacilina forman un grupo de penicilinas
denominado aminopenicilinas, cuya actividad antimicrobiana se extiende hasta
incluir microorganismos gramnegativos como Haemophilus influenzae, Escherichia
coli y Proteus mirabilis. Todas estas drogas se destruyen con la betalactamasa (de
bacterias grampositivas y gramnegativas) y por ello son ineficaces para casi todas
las infecciones estafilocdcicas. En general, son algo menos activas que la penicilina
G contra cocos grampositivos sensibles a este ultimo agente. La estructura de la
amoxicilina es la siguiente:

HoN
N\ S
—[ CHs
0
—~—N CH3
HO © ;c
o” Non

Esta droga, una penicilina semisintética susceptible a la penicilinasa, es
analoga quimica y farmacoldgicamente a la ampicilina. La droga es estable en
medio acido y se destina al uso oral. El espectro antimicrobiano de la amoxicilina
es esencialmente idéntico al de la ampicilina, con la importante excepcion de que la
amoxicilina parece ser menos efectiva que la ampicilina para la shigellosis [1].
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La amoxicilina se absorbe del tracto gastrointestinal en forma mads rapida y
completa que la ampicilina, y ésta es la principal diferencia entre ellas. Aunque la
vida media de la amoxicilina es semejante a la de la ampicilina, concentraciones
efectivas de amoxicilina administrada por via oral son detectables en el plasma el
doble del tiempo que la ampicilina, debido también a la absorcion mas completa.
Aproximadamente el 20% de la amoxicilina esta ligado a las proteinas del plasma,
valor similar al de la ampicilina. Un 50% de la dosis del antibidtico se excreta en
forma activa por la orina.

La indicaciones terapéuticas para la amoxicilina asi como para el resto de
penicilinas pertenecientes al grupo de las aminopenicilinas son las siguientes:
infecciones gonocologicas, infecciones respiratorias superiores y del tracto urinario,
meningitis, infecciones por Salmonella, asi como aquellas infecciones causadas por
bacterias gramnegativas adquiridas en la comunidad general.

En bibliografia existe una amplia variedad de métodos espectrofotométricos
para la determinacién de amoxicilina, los cuales requieren de un paso previo de
derivacion [2-8]. Asimismo, se han desarrollado métodos por espectrofotometria de
derivadas en la region UV [9-12] para la determinacion de este analito so6lo, o en
combinacién con otras penicilinas o cefalosporinas. Con la espectrofotometria
derivada se trata de resolver el problema del solapamiento espectral de bandas que
se produce entre el analito y las distintas especies acompafiantes. Algunos
parametros analiticos de cada uno de estos métodos se recogen en la Tabla I1I-1.
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Tabla I1I-1. Métodos espectrofotométricos para la determinacion de amoxicilina

Meétodo A (nm) Rango lineal RSD Referencia
(Lgml") (%)
Espectrofotometria 234 20-50 <1 [9]
(primera derivada)
Espectrofotometria 280.7 3.327-55.36 2.6 [10]
(segunda derivada)
Espectrofotometria 276 59.4-390.6 - [11]
(segunda derivada)
Espectrofotometria 308.5 20-140 - [12]
(cuarta derivada)
Acetilacetona-formaldeido 400 10-100 - [2]
4-nitrofenol 445 1-18 0.51 [3]
2,4-dinitrofenol 438 1-20 0.63
Acido 3,5-dinitrobenzoico 336 1-24 0.37
Acido 3,5-dinitrosalicilico 429 1-22 0.89
,Acido picrico 477 0.5-16 1.7 [4]
Acido picramico 480 0.5-16 1.7
Acido ascérbico 410 6-30 <2 [5]
(en 2% DMF)
N-bromosuccinimida 395 1-20 1.80-1.99 [6]
N-clorosuccinimida 395 1-20 1.38-1.40
PdCL} 400 7.3-219.1 0.22 [7]
DDQ* 460 10-60 - [8]
TCNQ® 842 4-16

T Limite de deteccién; * procedimiento FIA;

*2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona;® 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano;

El sensor propuesto permite la determinacion espectrofotométrica UV de
amoxicilina en presencia de otras penicilinas (incluso a niveles mas altos que los
encontrados en preparados farmacéuticos), lo cual no es posible utilizando métodos
convencionales de absorcion en la region UV; asi, por ejemplo, el método oficial de
la farmacopea britanica (método espectrofotométrico UV) [13], no permite la
determinacion de amoxicilina cuando va acompafiada de dicloxacilina o
cloxacilina.
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1.2. Epinefrina

Los principales productos de secrecion de la médula adrenal son las
catecolaminas (epinefrina y norepinefrina). Estas hormonas son conocidas como
adrenalina y noradrenalina, respectivamente. La produccion de estas hormonas no
esta limitada a la médula adrenal sino también tiene lugar en las neuronas del
sistema nervioso simpatico y del sistema nervioso central, asi como también a nivel
de grupos de células cromafines diseminados en distintas areas del organismo,
incluyendo el retroperitoneo, mediastino y cuello. La norepinefrina representa el
principal producto sintetizado en el sistema nervioso central y la epinefrina es la
principal catecolamina producida por las glandulas adrenales. La estructura de la
epinefrina es la siguiente:

OH

ZT

HO
CHj3

HO

Si se sustituye el grupo metilo -CH, por un hidrégeno, nos encontramos ante
la estructura de la norepinefrina.

Las catecolaminas son responsables de las respuestas fisioldgicas registradas
en situaciones de miedo o violencia fisica. Los efectos diversos de las
catecolaminas son mediados por dos grupos principales de receptores de membrana
en las células de los distintos organos efectores. Los receptores que fijan
principalmente la norepinefrina son los conocidos como receptores alfa, mientras
que los receptores beta fijan la epinefrina. En general, los receptores beta median la
vasodilatacion y la broncodilatacion. Tanto la epinefrina como la norepinefrina,
aumentan la frecuencia respiratoria y, en cierto grado, la profundidad de la
respiracion. Aunque ambas hormonas producen una broncodilatacion, la epinefrina
es significativamente mas potente que la norepinefrina en este aspecto. Ademas,
ambas catecolaminas desempefian funciones metabolicas muy importantes.

La epinefrina es un potente estimulador de los receptores adrenergéticos, alfa
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y beta, y por ello sus efectos sobre los 6rganos efectores son complejos. Tienen
particular preponderancia las acciones sobre el corazon y el musculo liso vascular
y otros. La epinefrina es una de las drogas vasopresoras mas potentes que se
conocen. En répida administracion intravenosa produce un efecto caracteristico
sobre la presion sanguinea, que sube pronto hasta un maximo proporcional a la
dosis. El aumento de la presion sistolica es mas grande que el de la diastolica, de
modo que hay un aumento de la presion de pulso. La presion media cae entonces
por debajo de la normal antes de volver al nivel de control. El mecanismo del
aumento de la presion sanguinea debido a la epinefrina es triple: estimulacion
directa del miocardio que aumenta la fuerza de la contraccion ventricular, mayor
frecuencia cardiaca, y lo vasoconstriccion en muchos lechos vasculares,
especialmente en los vasos de resistencia precapilares de la piel, mucosas y rifion,
junto con marcada constriccion de las venas.

La epinefrina no alcanza concentraciones farmacoldgicamente activas en el
organismo después de su administracion oral. La absorcion de los tejidos
subcutaneos se hace lentamente por la vasoconstriccion local; el calor y el masaje
apresuran la velocidad. La absorcion es mas rapida después de la inyeccion
intramuscular que subcutanea. Aunque sélo pequefas cantidades aparecen en la
orina de personas normales, la orina de pacientes con feocromocitoma contiene
grandes cantidades de epinefrina, norepinefrina y sus metabolitos.

La epinefrina puede causar reacciones indeseables como miedo, ansiedad,
tension, inquietud, dolor de cabeza pulsatil, temblor, debilidad, mareos, palidez,
dificultades respiratorias y palpitaciones. Los efectos ceden rapidamente con el
reposo y la tranquilidad. Accidentes mas serios consisten en hemorragia cerebral y
arritmias cardiacas.

En las farmacopeas el método oficial recomendado para la determinacion
de epinefrina consiste en una titulaciéon no acuosa con acido perclorico en medio
acético, usando cristal de violeta como indicador [14]. Se han propuesto también
métodos cromatograficos: HPLC con deteccion electroquimica [15-17], y
Cromatografia de gases [18, 19], requeriendo esta ultima de procesos previos de
derivacion del analito ya que la epinefrina es un compuesto polar y no volatil.

En la bibliografia consultada se comprueba la existencia de métodos
espectrofotométricos para la determinacion de epinefrina, incluyendo reacciones
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derivadoras con reactivos organicos (p-benzoquinona [20], cloranil [21]) e

inorganicos (yodo [22], metavanadato amoénico [23] y metaperyodato [24]).

Algunos de estos métodos han sido adaptados a FIA [25, 26]. Aqui proponemos un

método sencillo y rapido, a la vez que selectivo.

2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADAS
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2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a) Disoluciones patron en agua bidestilada con una concentracion de 1000
Mg ml' de: amoxicilina (SIGMA), y epinefrina (SIGMA). A partir de
¢éstas se prepararon disoluciones de menor concentracion mediante la
adecuada dilucion con agua bidestilada. Las disoluciones patron iniciales
de ambos analitos son estables durante al menos un mes, a una t* de 4° C.
En el caso de la epinefrina es necesario, ademas, medio acido y ausencia
de luz (para evitar su oxidacién a adrenocromo).

b) Resina de cambio i6nico Sephadex QAE A-25 (ALDRICH), en ciclo CI'
utilizada sin tratamiento previo.

¢) HC14M (PANREAC R.A.) y NaOH 4M (PANREAC R.A.).

d) Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCl, Na,CO,, HK,PO,, NaNO,
y Na,B,0; 0.1M (PANREAC R.A.).

Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 pm.

2.2. Instrumentacion empleada

a) Espectrofotometro UV-V Lambda 2 de Perkin Elmer controlado por
ordenador personal compatible 386, programa PECCS 4.2.

b) pH-metro digital Crison, modelo Micro-pH 2002 provisto de un electrodo
combinado de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.

c) Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.

d) Balanza analitica METTLER AJ 100.

¢) Cubetas de flujo de cuarzo de 1 mm de paso de luz, HELLMA 138-QS.

f) Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.
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g) Valvula de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.
h) Bafio de ultrasonidos SELECTA.
1) Tubo de teflon de 0.8 mm de diametro interno.

3. ESPECTROS DE ABSORCION EN SOLUCION ACUOSA Y FASE
SOLIDA

Se registraron los espectros de absorcion de los dos analitos en estudio, tanto
en disolucion acuosa como en fase resina. Para registrar los espectros en fase solida
se us6 la misma cubeta que sirvié de base para el desarrollo del sensor, es decir una
cubeta Hellma 138-QS (ver diagrama en el Capitulo II, Figura II-1), que posee 1-
mm de paso Optico; en cambio, para los espectros en disolucion se utilizd una
cubeta con 1-cm de paso de luz.

3.1. Amoxicilina

El espectro en disolucion se obtiene a partir de una solucion de amoxicilina
con una concentracion de 12 g ml', y a un valor de pH=12.5 ajustado con NaOH
0.1M. El espectro, que se realizéo frente a un blanco que no contenia analito,
presenta un maximo a 244 nm. Al realizar espectros a valores de pH inferiores a 10
hay un desplazamiento del maximo de absorcion a 228 nm.

El espectro en fase resina se obtuvo utilizando la configuracion FIA mostrada
en la Fig. I1I-3. Como portador se utilizo una disolucion de NaCl 0.1M a pH=12.5
obtenido con NaOH, en la que se inyectaron 600 Rl de amoxicilina con una
concentracion de 12 pg ml”'. Como microzona activa se utilizo resina Sephadex
QAE A-25. El espectro se realizo frente a un blanco correspondiente al portador
circulando a través de la resina. El maximo de absorcion aparece en 248 nm,
observandose por tanto un ligero efecto batocrémico con respecto al espectro en
disolucion (Figura I1I-1), lo cual es frecuente en espectrofotometria en fase solida.
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Figura IlI-1. Espectros de amoxicilina
[amoxicilina]= 12 g ml™
1) Espectro en resina (V=600 LL1)
2) Espectro en disolucion
3.2. Epinefrina

Al igual que en el caso anterior, los espectros se registraron a pH basico,
concretamente a pH=12. El espectro en disolucion se obtuvo a partir de una
disolucion con una concentracion de 12 g ml” en epinefrina, en donde el pH se
ajusto por adicion de NaOH 0.1M. El espectro mostrado es el neto, al que se le
rest6 un blanco que no contenia analito, presentando un maximo a 287 nm.

Para obtener el espectro en fase resina, en la configuracion FIA (Fig. I1I-3) y
utilizando resina Sephadex QAE A-25, se inyectaron 600 I con una concentracion
de epinefrina de 12 g ml' en el portador NaCl 0.05M a pH=12. El espectro
obtenido muestra el maximo de absorciéon, una vez restado el blanco
correspondiente, a 287 nm, con lo cual el maximo coincide tanto en disolucion
acuosa como en fase resina (Figura I11-2). Se observa también un hombro hacia 245
nm en los dos espectros.
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Figura IlI-2. Espectros de epinefirina
[epinefrina]= 12 pg ml”
1) Espectro en resina (V=600 LL1)
2) Espectro en disolucion

Las longitudes de onda de trabajo para estos dos sensores son, pues, 248 y
287 nm respectivamente, para amoxicilina y epinefrina.

Teniendo en cuenta la diferencia de paso Optico de las cubetas usadas, se
produce para ambos analitos un incremento de sensibilidad del orden de 15 veces al
usar el sistema sensor, con respecto a la espectrofotometria convencional.

4. CONFIGURACION FIA

Se emple6 la configuracion FIA mostrada en la Fig. /lI-3. El analito se
inyecta en una corriente de portador (P) que lo pone en contacto con la microzona
activa del sensor. Una vez fijado el analito en ella y alcanzado el maximo de la
sefial, giramos la valvula de seleccion (VS) para que el eluyente pase a través de
la cubeta de forma rapida y eficaz, desorba el analito y haga reutilizable el sensor.
Los tubos usados son de teflon de 0.8 mm de didmetro interno y de longitud la
minima para transportar la muestra al detector.
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Figura III-3. Configuracion FIA
P: portador; E: eluyente; B: bomba; M: muestra; VI: valvula de
inyeccion; VS: vélvula de seleccion; C: célula de flujo; D: desecho;
G: espectrofotometro; O: ordenador

Ejemplos de fiagramas correspondientes a cada uno de los analitos en
estudio se muestran en las Figuras I11-4.1 y III-4.2. En ambos casos, el fiagrama
corresponde al estudio de la reproducibilidad de cada uno de los analitos en el
sensor espectrofotométrico de flujo (para sus condiciones operatorias Optimas).

0.6

0.4 -

0 I 1 T T
t (min)

Figura IlI-4.1. Fiagrama para amoxicilina
[amoxicilina]= 15 pg ml™; V : 600

inyeccion*
HL;

Caudal: 0.82 ml min™
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Tal y como se muestra en el fiagrama para la amoxicilina, los picos presentan
un pequeiio hombro al final de su desarrollo, correspondiente a la elucion de las
ultimas porciones de analito de la zona de deteccion.

0.4
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0.1 |
0 o
0 500 1600 1560 2000
t(s)
Figura 11-4.2. Fiagrama para epinefrina
[epinefrina]= 12 pg ml™; Vi . s, 600 pl; Caudal: 1.2 ml min™!

La epinefrina, tal y como muestran sus picos en el fiagrama, en un principio,
es fuertemente retenida en la parte superior de la cubeta una vez se ha puesto en
contacto con la resina de intercambio anidnico. Sin embargo, seguidamente, el
portador actia en cierto modo de eluyente, desplazando al analito hasta la zona de
deteccion y produciéndose entonces una rapida subida de la sefial analitica.

5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES
Tal y como se menciond en el capitulo anterior, podemos considerar también

aqui tres grupos de variables: quimicas, FIA, y las referentes a la unidad de
retencion-deteccion.
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5.1. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION
5.1.1. Naturaleza del soporte sdlido

Se optd por los cambiadores tipo Sephadex por las mismas razones indicadas
en el Capitulo Il. Se probaron para cada analito resinas anidnicas y catidnicas
fuertes y débiles: QAE A-25, DAE A-25, SP C-25, y CM C-25.

La presencia en la estructura de la amoxicilina de un grupo -OH fenolico asi
como de un grupo carboxilico -COOH, hacia previsible a pH basico, la fijacion
sobre un cambiador anidnico. Por otro lado, la presencia en la estructura de la
amoxicilina de grupos cetoénicos =0 asi como de grupos amino y de un nitrégeno
heterociclico, hacia previsible a pH acido su fijacion sobre un cambiador cationico.

La epinefrina tiene una estructura mucho mas sencilla. Presenta un grupo
amino (posible fijacion sobre un cambiador catidonico) asi como un grupo
alcoholico y dos grupos fenolicos (posible fijacion sobre un cambiador anioénico).

En ambos casos, el cambiador iénico que proporciona mejores resultados,
tanto en la respuesta del sensor como en el tiempo necesario para el retorno de la
sefal a la linea base, es la resina anidnica de base fuerte Sephadex QAE A-25.

5.1.2. Nivel de la resina en la célula de flujo

En todo sistema heterogéneo, una disminucion en el volumen o masa de una
de las fases trae como consecuencia el aumento de la concentracion de soluto en
dicha fase; por ello, la cantidad de soporte s6lido (y por tanto el nivel alcanzado en
la resina) es una variable clave en la respuesta del sensor. Se realiza esta
experiencia para determinar la influencia que en el valor de la absorbancia del
analito ejerce el nivel de resina utilizado, y poder establecer el minimo nivel que
produce una absorbancia maxima. Conforme el nivel de resina utilizado aumenta
por encima de este valor, la sefal analitica decrece debido a la fijacion de una
cantidad constante de analito en la fase s6lida sobre cantidades crecientes de resina
ya que la fijacion de analito se produce en gran parte fuera de la parte irradiada del
detector. Dado que para los dos analitos la forma de las curvas de absorcion frente a
la altura de resina (mm) son analogas, solo se representa la curva del estudio de la
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altura de resina Optima en la célula de flujo correspondiente a la amoxicilina
(Figura I11-5), en donde como portador se utilizé una disolucion de NaCl 0.1M a
pH=12.5 y como eluyente una disoluciéon de NaCl 0.5M a pH=12.5, para un
volumen de muestra de 600 [L1.
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() 5 10 15 20 26 30

Altura resina (mm)

Figura III-5. Influencia del nivel de resina en la célula
[amoxicilina]= 10 pg ml”
(I) Zona irradiada (IT) Zona oscura

Se observa que la absorbancia va aumentando hasta un determinado nivel de
soporte solido, suficiente para que todo el haz de luz pase a través de la resina; para
cantidades mayores de resina, la absorbancia disminuye debido a la dilucion del
analito en la resina y a la fijacion parcial del mismo fuera de la zona irradiada del
detector, tal como hemos comentado anteriormente. Se elige la altura
correspondiente a 12 mm, que equivale al bulbo totalmente completo, por ser ésta la
que proporciona una mayor respuesta de la sefial analitica.

5.2. VARIABLES QUIMICAS
Durante el estudio de las variables quimicas se mantienen fijas las variables FIA:

™ Amoxicilina = Caudal: 0.82 ml min'; Volumen de inyeccion: 600 1
D Epinefrina = Caudal: 1.20 ml min™'; Volumen de inyeccion: 600 1
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5.2.1. pH del portador y de la muestra

Dado que utilizando como portador inicamente agua bidestilada ajustada a
un determinado valor de pH, la fijacion del analito en la parte superior de la célula
de flujo (a ciertos valores) era tan alta que no permitia el paso de éste a través de la
zona de deteccion, y por consiguiente no habia desarrollo de la sefial analitica. Para
el estudio de la influencia del pH del portador sobre la retencion del analito en la
resina de cambio i6nico, se procedid a preparar distintas disoluciones con una
concentracion constante de sales (NaCl 0.05M) pero diferentes valores de pH
(mediante adicion de la cantidad necesaria de HCI o NaOH 0.1M). Al inyectar el
analito, se registro la sefial a la longitud de onda correspondiente para unas
concentraciones de 10 g ml” tanto para amoxicilina como para epinefrina. Los
resultados obtenidos aparecen representados en las Figuras 111-6.1 y 111-6.2.

0.6 0.4
0.4
0.3
0.3
A A 0.2
0.2
0.1
0.1 o
0 0
4 6 8 10 12 14 4 6 8 10 12 14
pH pH

Figura I11-6.1. Efecto del pH del portador  Figura 111-6.2. Efecto del pH del portador
para amoxicilina (V=600 i) para epinefrina (V=600 )

En ambos casos se comprueba como a partir de pH=8 aumenta notablemente
la fijacion del analito sobre la resina. Esto se explica si tenemos en cuenta que a pH
basico se produce la desprotonacion de los grupos fendlicos (ademas del
carboxilico en el caso de la amoxicilina), favoreciéndose de este modo la fijacion
del analito sobre la resina anionica Sephadex QAE A-25 al quedar cargado con
triple carga negativa. La forma sigmoidal de las curvas parece sugerir que,
efectivamente, la fijacion responde a un proceso de disociacion que conduce a una
especie aniodnica. Se escoge 12.5 y 12 como valores de pH Optimos para trabajar
en las sucesivas experiencias con la amoxicilina y la epinefrina, respectivamente.
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También se estudié la influencia del pH de la muestra para valores
correspondientes al mismo intervalo estudiado anteriormente en este mismo
apartado, mediante modificacion del pH con la cantidad adecuada de HCI o NaOH
0.IM. El objetivo de esta experiencia es comprobar si el pH al que es inyectada la
muestra, tiene o no, una influencia significativa sobre la sefial analitica, en cuyo
caso sera necesario tamponarla previamente. Se comprob6 que para valores de pH
comprendidos entre 3-13 y 2-13 para amoxicilina y epinefrina, respectivamente, no
se producian diferencias significativas en los valores de absorbancia, por lo cual no

es necesario un control estricto de esta variable.

5.2.2. Naturaleza y concentracion del portador y del eluyente

Una vez elegido el pH optimo de trabajo, se estudio el efecto que, tanto
sobre la sefal analitica como sobre la rapidez de la elucidn, tenia la naturaleza de
la disoluciéon utilizada como portador, asi como su concentracion. Se ha
comprobado que a valores de pH proximos al extremo de la escala, se obtienen
mejores resultados cuando se utilizan como portador disoluciones de electrolitos
de una determinada concentracion ajustadas al valor de pH correspondiente, por
adicion de HCI o NaOH. Para la amoxicilina y la epinefrina se emplearon como
portadoras disoluciones de diferentes sales de concentracion 0.1M, ajustadas al
pH de trabajo. Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCI, Na,CO,, HK,PO,,
NaNO, y Na,B,0,. De todos ellos el NaCl proporciond los mejores resultados en
la determinacion de ambos analitos.

Para estudiar la influencia de la concentracion del portador, en el caso de la
amoxicilina, se prepararon disoluciones de NaCl a pH=12.5 de concentraciones
comprendidas entre 0.05-1.5M para una concentracion de amoxicilina de 10 pg
ml™. Para la epinefrina, las concentraciones de las disoluciones de NaCl a pH=12
estaban comprendidas entre 0.025-1.0M, para la determinacion de una
concentracion de 10 pg ml' de dicho analito. Los resultados obtenidos se
muestran en las Figuras I11-7.1 y I1I-7.2.
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Figura III-7.1. Efecto de la concentracion del  Figura I1.7.2. Efecto de la concentracion del
portador para amoxicilina portador para epinefrina

Puede observarse que en ambo casos el incremento de la concentracion de
portador, hace disminuir la sefial analitica (asi como los tiempos de desarrollo de
la sefial), debido a la mayor competencia de los iones del portador por los sitios
activos de la resina. Es necesario, por tanto, adoptar una soluciéon de compromiso
que proporcione no so6lo una buena respuesta del sensor, sino también una
frecuencia de muestreo aceptable. Asi se estimo6 en 0.1M la concentraciéon mas
adecuada de NaCl para la determinacion de amoxicilina, mientras que la
concentracion escogida para epinefrina fue de 0.05M.

Para estos analitos, la elucién desde la microzona activa no es llevada a
cabo por el propio portador, como ocurria con los analitos del capitulo anterior,
ya que parte del analito queda fuertemente retenido sobre la resina. Se ensayaron
pues distintas formas de conseguir la desorcion total del analito empleando en
todos los casos una valvula de seleccion para conducir el eluyente a la zona
sensora: empleo de disoluciones amortiguadoras, disolventes organicos,
disoluciones de electrolitos, etc. De todas ellas, se observd que los mejores
resultados se obtenian utilizando una disolucién con el mismo electrolito que era
empleado en la disolucion portadora (NaCl), logicamente a una concentracion
superior, para poder arrastrar al analito fijado en el soporte solido. Para evitar los
hinchamientos de la resina dentro de la célula de flujo, debidos a los cambios
bruscos de pH, se utilizé una disolucion eluyente con el mismo valor de pH que la
disolucién portadora.

Para estudiar la influencia de la concentracion del eluyente, en el caso de la
amoxicilina y de la epinefrina, se prepararon disoluciones de NaCl a pH=12.5 y
pH=12, respectivamente, de concentraciones comprendidas entre 0.1-2M para una
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una concentracion de analito de 10 g ml'. Se estim6 en 0.5M la concentracion
optima de NaCl para la elucion completa de amoxicilina, mientras que la
concentracion escogida para epinefrina fue de 0.7M.

En el caso de la epinefrina se observa como conforme se va produciendo la
elucion del analito, éste pasa de ser incoloro a ser coloreado (amarillo-marrén).
Esto se explica si tenemos en cuenta que durante la elucion (posterior a la retencion
previa del analito sobre el soporte solido), la disolucion eluyente (pH basico) junto
con el oxigeno atmosférico producen la oxidacion de la epinefrina a adrenocromo.
Sin embargo, esto no influye en el desarrollo del método propuesto ya que esta
oxidacion tiene lugar, tal y como se ha comentado, en la etapa de elucion.

5.3. VARIABLES FIA

Se estudié la influencia de las variables FIA, manteniendo constante el
diametro interno de los tubos de la bomba asi como las variables quimicas en los
valores anteriormente optimizados.

5.3.1. Caudal

El caudal se vario mediante el incremento de la velocidad de giro de la
bomba peristaltica. Para obtener su valor, basta con medir el tiempo que emplea
un determinado volumen de disolucion en salir del sistema hacia el desecho. En
los dos sistemas se inyectaron 600 Wl de volumen de muestra con una
concentracion de 10 ug ml™ . Los resultados se representan en las Figuras I11-8.1
v III-8.2.
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Figura I11-8.1. Influencia del caudal para  Figura I11-8.2. Influencia del caudal para
amoxicilina epinefrina

La retencion de la amoxicilina en la microzona sensora presenta una
cinética bastante rapida, pues apenas se afecta la sefal al incrementar el caudal.
En cambio, la fijacion de la epinefrina obedece a una cinética bastante lenta, pues
el incremento en el caudal conlleva una drastica disminucion de la sefial.

Un caudal muy bajo lleva consigo tiempos de residencia largos,
disminuyendo la frecuencia de muestreo, por lo que hemos de adoptar una
solucion de compromiso que proporcione una buena senal analitica y una
frecuencia de muestreo aceptable. Este valor se estima en un caudal de 0.82 y
1.20 ml min™' para amoxicilina y epinefrina, respectivamente.

5.3.2. Volumen de inyeccion

Para el estudio de esta variable se modifica el volumen de la valvula de
inyeccion, conectando diferentes bucles de muestra de volimenes variables y
observando coémo se afecta la sefial analitica mientras permanece constante la
concentracion de analito que se inyecta. Las Figuras I11-9.1 y I11-9.2 muestran el
efecto de esta variable para una concentracion de 10 g ml™' de ambos analitos.
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Figura II-9.1. Volumen de muestra para Figura 1I-9.2. Volumen de muestra para
amoxicilina epinefrina

Se aprecia como al aumentar el volumen de muestra, la absorbancia
aumenta debido a la retencion de una mayor cantidad del analito sobre la misma
masa de resina ubicada en la zona irradiada del detector. Para la amoxicilina se
encuentra una linealidad perfecta de la sefial analitica hasta un volumen de 1000
ul. Sin embargo, los volumenes de 1200 pl y siguientes tampoco se desvian
mucho de un comportamiento lineal. En cambio, para la epinefrina, si se
comprueba claramente como la sefial analitica deja de responder linealmente
respecto del volumen de muestra a partir de 800 pl. En ambos sistemas la senal
deja de ser lineal, posiblemente, debido al efecto de autoelucién del propio bolo
de muestra cada vez de mayor longitud y ademas, en el caso de la epinefrina,
debido también a la lenta cinética de fijacion del analito, que para bucles tan
largos requeriria un caudal mas bajo.

Para conseguir por una parte buena frecuencia de muestreo, y por otra
buena sensibilidad, se han escogido para la amoxicilina tres volimenes de
inyeccion: 300, 600 y 1200 pul. En cambio, para la epinefrina, dado que no hay
posibilidad de incrementar linealmente la sensibilidad con empleo de volumenes
grandes de muestra, solo se estudia un Uinico volumen de inyeccion de 600 pl.

5.4. RESUMEN DE LAS CONDICIONES SELECCIONADAS

A continuacion se enumeran cudles son las condiciones dptimas, incluidas las
variables quimicas y FIA, de cada uno de los sensores en estudio.
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A(nm)

Soporte solido

Nivel de soporte (mm)

Amoxicilina
248
Sephadex QAE A-25
12

Epinefirina
287
Sephadex QAE A-25
12

Portador NaCl 0.1M (pH=12.5)  NaCl 0.05M (pH=12)
Eluyente NaCl 0.5M (pH=12.5) NaCl 0.7 M (pH=12)
pH de la muestra 3-13 2-13
Caudal (ml min™) 0.82 1.20
Volumen de muestra (L) 300, 600 y 1200 600

6. CALIBRACION DE LOS SENSORES. PARAMETROS ANALITICOS
6.1. Calibracion de los sensores

Dado que se han calibrado tres volimenes de muestra para la amoxicilina, en
la Figura I1I-10.1 aparece la representacion grafica de tres rectas de calibrado para
este analito. En cambio, para la epinefrina (Fig. /lI-10.2) aparece una Unica recta
correspondiente a un volumen de 600 pl. Las variables quimicas y FIA de cada uno
de los sensores se mantuvieron fijas en los valores anteriormente optimizados,
mientras que los rangos lineales para cada una de las rectas aparecen en las Tablas
ar-1.1yll-1.2.
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Figura MI-10.1. Rectas de calibrado para Figura IlI-10.2. Recta de calibrado para
amoxicilina epinefrina
1) 1200 pl 2) 600 pl 3) 300 ul V=600 ul

Mediante ajuste por minimos cuadrados, se obtienen las siguientes
ecuaciones de las rectas para los diferentes volumenes de inyeccion:

Amoxicilina

Volumen: 300 ml A= 0.025+0.020c r=0.9993
Volumen: 600 ml A= 0.019+0.040c 1r=0.9997
Volumen: 1200 pl A= 0.040+0.066c 1=0.9990

Epinefrina
Volumen: 600 pul A= 0.002+0.032¢c 1=0.9996

donde :
A absorbancia
. ¥ : -1
c: concentracion de analito (Lg ml™)
r: coeficiente de correlacion

6.2. Parametros analiticos

En las Tablas 11I-2.1 y III-2.2 se muestran los parametros de los sensores
para los diferentes volimenes de inyeccion.
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Tabla I11-2.1. Parametros analiticos para amoxicilina

Parametro Volumen de inyeccion de muestra (L)

300 600 1200

Linea de calibrado

Ordenada en el origen (u. a.) 0.025 0.019 0.040
Pendiente (ml pg™) 0.020 0.040 0.066
Rango lineal (ug ml*) 2.0-50.0 1.0-25.0 0.5-15.0
Coeficiente de correlacion (r) 0.9993 0.9997 0.9990
Limite de deteccion (ug ml”) 0.22 0.16 0.12
Limite de cuantificacién (ug ml*)* 0.74 0.52 0.39
RSDYG (=l 087 101 09
Frecuencia de muestreo (h') 17 13 10

*Criterio 3F; **Criterio 10 ¢

Tabla I1I-2.2. Parametros analiticos para epinefrina

Parametro Volumen de inyeccion
de muestra (600 i)

Linea de calibrado

Ordenada en el origen 0.002
Pendiente (ml pg™) 0.032
Rango lineal (ug ml*) 1-12
Coeficiente de correlacion (r) 0.9996
Limite de deteccion (ug ml”)* 0.17
Limite de cuantificacion (ug ml’)** 0.57
RSDYG@=10) 136
Frecuencia de muestreo (h) 12

*Criterio 36 **Criterio 10
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La vida media del sensor se estimo en al menos mas de 200 inyecciones de
muestra, ya que por debajo de esa cifrano resulto necesaria la sustitucion de lamicrozona
sensora.

Los resultados obtenidos en el estudio de reproducibilidad y los parametros
calculados mediante el estudio estadistico de los mismos, asi como los resultados de la
determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se recogen en las Tablas 111-
3.1-11-3.3 y Ill-4.1 - I1I-4.3 del Apéndice.

7. INTERFERENCIAS

Una vez estudiadas las variables que influyen en la determinacion de
amoxicilina y epinefrina por los métodos propuestos, se ha realizado un estudio
de la interferencia que produce la presencia de diferentes especies extrafias sobre
la respuesta de los sensores desarrollados. Dichas especies se seleccionaron entre
aquellas que habitualmente acompafan a los analitos en estudio en los farmacos.

Utilizando un volumen de inyeccién de muestra de 600 I1 (tanto para la
amoxicilina como la epinefrina), operamos con disoluciones que para cada
especie extrafia contienen 10 Zg ml"' de un analito u otro. A dichas disoluciones
se afiaden cantidades variables de la especie cuyo efecto se quiere ensayar. Se
considera que no existe interferencia cuando el error relativo de la medida no
supera el 5%. En caso de producirse interferencia para una determinada
concentracion, se va bajando esta relacion hasta que el error sea inferior o igual al
5%. La concentracion maxima de especie interferente ensayada fue de 1000 - g
ml'. Los limites de tolerancia en la determinaciéon de amoxicilina para las
diferentes especies ensayadas aparecen en la Tabla I1I-5.
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Tabla III-5. Interferencias en la determinacion de amoxicilina
(10 g ml" de amoxicilina)

. . Tolerancia (- g ml™)
Especie extrafia . .
[interferente] / [analito]

Sacarosa, Acetilcisteina, Carbocisteina >100*
Ampicilina 10
Dicloxacilina, Oxacilina, Cloxacilina 3
Bromhexina, sacarina 2
Cefalexina, Cefradina 1
Acido clavulanico 0.1

* Maxima relacion interferente/analito ensayada

La amoxicilina se emplea a menudo combinada con otras penicilinas como
dicloxacilina o cloxacilina [1], debido a que estas combinaciones muestran una
actividad sinérgica proporcionando asi un amplio espectro de actividad
antibacteriana. A partir de los resultados de la Tabla III-5 se observa que la
tolerancia en la determinacion de amoxicilina a la presencia de otras penicilinas
(ampicilina, cloxacilina, etc.) es muy buena, sobre todo teniendo en cuenta que la
determinacién de amoxicilina en la presencia de aquellas no es posible por
espectrofotometria convencional, debido al gran solapamiento espectral.

Podemos afirmar que ninguna de las penicilinas y cefalosporinas ensayadas
interfieren en la determinacion de amoxicilina a igualdad de concentracion
respecto de ésta. Solo el acido clavulanico, debido a su estructura molecular muy
similar a la amoxicilina, compite con ésta en el proceso de retencidén sobre el
cambiador anionico Sephadex QAE A-25, siendo el interferente més serio.

En cuanto a la epinefrina, normalmente en su uso comercial no aparece
combinada con ninguna otra especie. En los ultimos afios, sin embargo, han
aparecido preparaciones farmacéuticas en las cuales aparece combinada con
anestésicos locales tales como procaina y tetracaina. La estructura molecular de
ambas especies es muy semejante pero distinta a la epinefrina, lo cual explica que
el nivel de tolerancia (p/p) a la presencia de cada una de cllas sea la misma: 125
([interferente]/[analito]).
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8. APLICACIONES ANALITICAS
8.1. AMOXICILINA

El sensor desarrollado para la determinacion de amoxicilina, ha sido aplicado
al analisis de dicho compuesto en:

O preparaciones farmacéuticas O mezclas sintéticas
8.1.1. Preparacion de las muestras

Los medicamentos so6lidos analizados, tanto capsulas como sobres
granulados, fueron disueltos en agua bidestilada con ayuda de un bafio de
ultrasonidos durante 10 minutos. El excipiente insoluble se separo por filtracion a
través de filtro Millipore de 0.45 Zm, y la disolucion obtenida se llevd a un
volumen final conocido.

Aquellos farmacos que se presentaban en forma de solucion (administracion
oral), fueron filtrados y diluidos a un volumen conveniente, sin ningun otro
tratamiento. En estos farmacos se comprobo la existencia de efecto matriz, de
forma que fue necesario aplicar el método de adicion de patron para la
determinacion de amoxicilina.

Todas las disoluciones fueron diluidas adecuadamente antes de ser
inyectadas en la corriente de portador. En todos los casos se empled un volumen de
inyeccion de 600 I1.

8.1.2. Determinacion de amoxicilina

8.1.2.1. En preparaciones farmacéuticas

La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:
1. "Clamoxyl" (Lab. Beecham), sobres

- Amoxicilina: 250 mg
- Sacarosa: 1.3 g
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- Excipientes c.s.p.

2. "Edoxil" (Lab. ICN Hubber), capsulas
- Amoxicilina: 500 mg
- Excipientes c.s.p.

3. "Belmac 500" (Lab. Belmac), capsulas
- Amoxicilina: 500 mg
- Excipientes c.s.p.

4. "Bronconovag" (Lab. Novag), suspension
- Amoxicilina: 250 mg
- Bromhexina clorhidrato: 2 mg
- Sacarina: 20 mg
- Excipientes c.s.p.

5. "Ardine 250" (Lab. Pharmacia), sobres
- Amoxicilina: 250 mg
- Sacarosa: 2,6 g
- Excipientes c.s.p.

6. "Metifarma" (Lab. Merck Farma Quimica), sobres
- Amoxicilina: 250 mg
- Bromhexina clorhidrato: 2 mg
- Sacarina: 20 mg

7. "Salvapen" (Lab. Salvat), sobres
- Amoxicilina: 250 mg
- Sacarina
- Sacarosa

8. "Edoxil Mucolitico" (Lab. ICN Hubber), suspension
- Amoxicilina: 500 mg
- Bromhexina clorhidrato: 8§ mg
- Sacarina: 1.6 mg

9. "Flubiotic" (Lab. Pharmazam), sobres
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- Amoxicilina: 250 mg
- Acetilcisteina: 100 mg
- Sacarina: 4 mg

- Sacarosa: 4.5 g

Los resultados obtenidos para cada medicamento analizado se muestran en la
siguiente Tabla I11-6 (cada dato es media de tres determinaciones independientes).

Tabla II-6. Determinacion de amoxicilina en preparaciones farmacéuticas

Farmaco Composicion Encontrado Recuperacion

(mg) (mg) + F, (%)

Clamoxyl 250 248.2 99.3+£0.8
Edoxil ®500 498.0 99.6 +0.4
Belmac 500 ®500 503.0 100.6 £ 0.7
Bronconovag 250 248.0 99.2+1.1
Ardine 250 250 2493 99.7+0.5
Salvapen 250 249.5 99.8+£0.6
Metifarma 250 250.8 100.3+0.7
Edoxil Mucolitico 500 503.0 100.6 £ 1.0
Flubiotic 250 250.1 100.0 £ 0.4

* por sobre granulado; ° por capsula; © por cada 5 ml. Método de adicion de patron

Los valores obtenidos concuerdan con los indicados por el fabricante, ya que
la recuperacion se encuentra comprendida en todos los casos entre el 99.2 y el
100.6%. La desviacion estandar relativa (F,) se realizo para tres determinaciones.
Para chequear la exactitud del método propuesto se llevoé a cabo un estudio de
recuperacion de distintas cantidades de analito adicionadas sobre algunos de los
farmacos anteriores (7abla 111-7), obteniéndose porcentajes de recuperacion entre
98.8 y 101.1%.
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Tabla II-7. Estudio de recuperacion de amoxicilina en preparaciones farmacéuticas

Muestra Anadido % Recuperacion
(mg/sobre granulado) +F, (%)
Clamoxyl 100 99.5+0.6
200 98.9+0.7
Ardine 250 100 100 + 1
200 99 + 1
Salvapen 100 101.1+0.9
200 98.8+0.9
Metifarma 100 99.8+0.7
200 99 + 1

* Media de tres determinaciones

8.1.2.2. En mezclas sintéticas

La asociacion de amoxicilina con cloxacilina o con dicloxacilina en farmacos
comerciales puede encontrarse en el mercado farmacéutico. Sin embargo en la
farmacopea espafiola estas asociaciones no estan disponibles. La aplicabilidad del
sensor propuesto a la determinaciéon de amoxicilina en presencia de estos otros
antibioticos seria de gran utilidad, pues resolveria un problema que no puede
abordarse por espectrofotometria convencional. A raiz de los resultados obtenidos
en el estudio de interferencias (Tabla III-5) dicha determinacion debe poder
llevarse a cabo con éxito.

Se prepararon mezclas sintéticas solidas de estos dos antibidticos a dos
diferentes razones de concentracion y se analizaron segun el procedimiento
expuesto anteriormente. Los resultados obtenidos, resumidos en la Tabla III-8,
muestran que la determinacion de amoxicilina en estas asociaciones puede llevarse
a cabo satisfactoriamente mediante el sensor propuesto.
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Tabla III-8. Determinacion de amoxicilina en mezclas sintéticas

Mezclas Sintéticas Composicion Recuperacion
(mg) +F (%)
Amoxicilina-Dicloxacilina 250-250 99.3+£0.9
250-500 98.6+ 1.6
Amoxicilina-Cloxacilina 250-250 99.8+£0.8
250-500 99.1+1.2

8.2. EPINEFRINA

El sensor desarrollado para la determinacion de epinefrina, ha sido aplicado
al analisis de dicho analito en preparaciones farmacéuticas.

8.2.1. Preparacion de las muestras

Dado que en todos los casos la epinefrina se encuentra en los farmacos en
solucion, bien en ampollas o en inyecciones, no fue necesario ningun tratamiento
previo para disolver la muestra. La solucion se filtr6 a través de filtro Millipore de
0.45 Zm de tamafio de poro, y se realizaron las diluciones adecuadas con agua
bidestilada. En todos los casos se comprob6 que no existia efecto matriz, de modo
que para todos ellos se obtuvo la concentracion de epinefrina por el método de
calibracion directa para el inico volumen de muestra estudiado (600 Z1).

8.2.2. Determinacion de epinefrina

La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:

1. "Adrenalina Braun" (Lab. Braun Medical), ampollas
- Epinefrina: 1 mg

2. "Adrenalina Level" (Lab. Ern), inyectable
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- Epinefrina: 1 mg

3. "Adrenalina Llorente" (Lab. Ern), inyectable
- Epinefrina: 1 mg

4. "Anestesia Loc Braun C/A" (Lab. Braun Medical), ampollas
- Epinefrina: 1.25 mg
- Procaina clorhidrato: 100 mg
- Sulfitos (excipiente)

5. "Anestesia Topi Braun C/A" (Lab. Braun Medical), ampollas
- Epinefrina: 0.1 mg
- Tetracaina, clorhidrato: 10 mg
- Sulfitos (excipiente)

Los resultados obtenidos (7abla 111-9) para todos los farmacos analizados
nos dan valores muy satisfactorios respecto a los indicados por el fabricante, lo cual

testifica la posible aplicabilidad de este sensor para controles de rutina.

Tabla I1I-9. Determinacion de epinefrina en preparaciones farmacéuticas

Farmaco *Composicion Encontrado Recuperacion
(mg) (mg) + F, (%)
Adrenalina Braun 1 0.991 99.1+0.7
Adrenalina Level 1 0.993 99.3+0.6
Adrenalina Llorente 1 1.021 102.1+ 1.1
Anestesia Loc Braun C/A 1.25 1.258 100.6 + 0.5
Anestesia Topi Braun C/A 0.1 0.099 99.0+0.7

 por ampolla o jeringa

Asimismo, para chequear la exactitud del método propuesto se procedio a
hacer un estudio de recuperacion de epinefrina (7abla 11I-10) sobre dos de los
farmacos analizados anteriormente. En todos los casos las recuperaciones se
encontraban en torno al 100%.
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Tabla III-10. Estudio de recuperacion de epinefrina en preparaciones farmacéuticas

Muestra Anadido % Recuperacion

(mg/ampolla) +F, (%)
Adrenalina Level 0.5 100+ 1

0.7 99.5+0.7

1.0 98.8+0.9

Anestesia Loc Braun C/A 0.5 99.2+0.5
0.7 101 £ 1
1.0 101 £ 1

4 Media de tres determinaciones
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Sensor biparametro para salicilamida-paracetamol

1. INTRODUCCION
1.1. Paracetamol

La molécula de paracetamol surgié como consecuencia de la busqueda de
sustituciones en la molécula de p-aminofenol para disminuir su toxicidad. El
paracetamol posee propiedades analgésicas y antipiréticas, en el primer caso
aliviando los dolores especialmente somaticos (cefalea, dolores traumaticos,
procesos reumaticos), y en el segundo caso provocando un descenso de la
temperatura en animales y humanos febriles. Los estudios comparativos revelan,
que con respecto a la dosis, el paracetamol es algo menos potente que la aspirina
como analgésico y algo mas como antipirético. Como el paracetamol es bien
tolerado, no presenta muchos de los efectos secundarios de la aspirina y puede
obtenerse sin prescripcion médica, ocupa el lugar de “analgésico doméstico
comun”, pero la sobredosis aguda causa dafios hepaticos fatales y el nimero de
autoenvenenamientos y suicidios con paracetamol ha crecido de forma alarmante en
los ultimos afos. Ademas, muchas personas, médicos incluidos, no parecen darse
cuenta de la pobre actividad antiinflamatoria del paracetamol.

El paracetamol fue usado por primera vez en medicina por Mering en 1893,
pero su popularidad data sélo de 1949, cuando se descubrié que era el principal
metabolito activo de la acetanilida y la fenacetina. Puede adquirirse sin prescripcion
médica, y presenta la siguiente estructura:

H
N CHs

7

@)

HO

En cuanto al modo y mecanismo de accidon, es el mismo que para los
salicilatos y demas analgésicos antipiréticos, es decir, de origen central y
especialmente periférico para la accion analgésica, central para la antipirética, y
tisular para la antiinflamatoria. Con dosis comunes, no se observan trastornos
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digestivos ni erosiones gastricas. A dosis elevadas es capaz de provocar necrosis
hepéatica centrolobulillar asi como la transformacion de la hemoglobina en
metahemoglobina (compuesto estable incapaz de transportar oxigeno aprovechable
para los tejidos). La administracion continuada es capaz de producir lesiones
renales cronicas que se denominan nefropatias analgésicas.

Los derivados del p-aminofenol se absorben por todas las vias, incluyendo la
digestiva, siendo bases muy débiles; se absorben algo en el estomago y muy
rapidamente en el intestino. Una vez absorbido el paracetamol pasa a la sangre en la
que se alcanza una concentracién plasmatica maxima a la hora o las dos horas
después de la ingestion. Con las dosis normales puede recuperarse entre el 90-100%
de la droga en la orina del primer dia, pero practicamente nada se excreta sin
cambio, ya que la mayor parte lo hace en forma conjugada con acido glucuronico,
sulfurico o cisteina.

En las dosis terapéuticas recomendadas, el paracetamol es generalmente bien
tolerado. Hay ocasionales erupciones cutaneas y otras reacciones alérgicas. La
erupcion es generalmente eritematosa o urticaria, pero a veces es mds seria y puede
acompanarse de fiebre y lesiones mucosas. Los pacientes que son sensibles a los
salicilatos pueden también mostrar sensibilidad a estas drogas.

Se han propuesto diferentes técnicas cromatograficas para la determinacion
de paracetamol en presencia de otros compuestos [1-5], asi como técnicas
espectrofluorimétricas [6, 7] y electroquimicas [8, 9]. Las determinaciones espectro
fotométricas, en general, se llevan a cabo con reacciones derivadoras [10, 11], para
conseguir de este modo que la determinacion sea selectiva.

1.2. Salicilamida

La salicilamida se engloba dentro del grupo de los salicilatos, cuyas
caracteristicas se han comentado en el Capitulo II. Este farmaco, también
denominado o-hidroxibenzamida, se ha propuesto como sustituto eficaz de la
aspirina, en las enfermedades reumaticas. Su estructura es la siguiente:
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CONH,
OH

Es estable en preparados liquidos, no provoca ulceras gastrointestinales y
puede administrarse a personas alérgicas a la aspirina.

Se ha descrito que la salicilamida es un analgésico efectivo contra el dolor de
las enfermedades reumaticas, administrado en dosis de al menos 6 g. No obstante,
otros investigadores han sido incapaces de hallar ninguna actividad clinica
antirreumatica, por lo que han concluido que la salicilamida no presenta actividad
antirreumatica digna de mencion.

Los derivados de la anilina y del p-aminofenol, por ejemplo el
acetaminofeno, poseen actividad analgésica similar a la de la aspirina, pero carecen
de propiedades antiinflamatorias. Por tanto, los preparados que contienen
salicilamida y acetaminofeno parecen tener baja aplicabilidad en el tratamiento de
las enfermedades reumaticas. Las técnicas mas utilizadas para la determinacion de

salicilamida, son técnicas cromatograficas [12-16].

1.3. Mezcla salicilamida-paracetamol

La combinacién de paracetamol-salicilamida ha sido ampliamente prescrita
debido a sus caracteristicas analgésicas-antipiréticas. Mezclas binarias de ambos
analitos han sido determinadas mediante titulacion no acuosa diferencial [22].

La determinacion espectrofotométrica de ambos compuestos esta basada en
la capacidad de sus grupos hidroxilo fendlicos para producir cromoégenos mediante
acoplamientos diazo [17, 18], reacciones de nitrosacion [19, 20], o el uso de
polinitro derivados [21]. También se han desarrollado determinaciones espectro
fotométricas de mezclas, en la region UV, tales como salicilamida-paracetamol-
cafeina [23], y salicilamida-paracetamol-codeina utilizando una funcién ortogonal y
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métodos de diferencias de absorbancia [24]. Estos métodos UV tienen un gran
inconveniente, y es que estan muy influenciados por la interferencia de otras
especies que acompafian a los analitos, principalmente aquellos que absorben en la
region UV [23, 24]; por otro lado, los métodos espectrofotométricos en la region
Visible precisan de un paso previo de derivacion, lo que los hace mas lentos.

Aprovechando el incremento de selectividad que ofrece la espectrofotometria
en fase solida, hemos abordado el desarrollo de un sensor biparametro de flujo
fotométrico U.V. para la resolucion de la mezcla paracetamol-salicilamida, sin
necesidad de derivacion de ninguno de los analitos. Esta resolucion esta basada en
la fijacioén de uno de los analitos sobre un soporte s6lido a un determinado valor de
pH, y la fijaciéon simultanea (con aditividad en los valores de absorbancia) de
ambos analitos a otro valor de pH diferente. Dicho sensor se aplicara a
preparaciones farmacéuticas y a mezclas sintéticas.

2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADAS
2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a) Disoluciones patron con una concentracion de 1000 pg ml' de:
paracetamol (FLUKA), y salicilamida (FLUKA). La disolucién patron de
salicilamida se prepara en etanol/agua al 5% (v/v); mientras que el
paracetamol, dado que es perfectamente soluble en agua, se prepara por
disolucion de éste en agua bidestilada; esta disolucion era preparada a
diario para evitar su posible oxidacion. A partir de las disoluciones patrén
(conservadas en frio a 4 °C) se prepararon disoluciones de menor
concentracion mediante la adecuada dilucion con agua bidestilada.

b) Resina de cambio idnico Sephadex QAE A-25 (ALDRICH), en ciclo CI
utilizada sin tratamiento previo.

c) HCI 4M (PANREAC R.A.) y NaOH 4M (PANREAC R.A.).

d) Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCl, Na,CO,, HK,PO,, NaNO,
y Na,B,0, 0.1M (PANREAC R.A.).

e) Disoluciones amortiguadoras: 4cido citrico/citrato Na, HAc/NaAc, acido
succinico/succinato Na, acido maléico/maleato Na y KH,PO,/K,HPO,
0.IM (PANREAC R.A)).
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Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 Wm.

2.2. Instrumentacion empleada

a) Espectrofotometro UV-V Lambda 2 de Perkin Elmer controlado por
ordenador personal compatible 386, programa PECCS 4.2.

b) pH-metro digital Crison, modelo Micro-pH 2002 provisto de un electrodo
combinado de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.

c) Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.

d) Balanza analitica METTLER AJ 100.

e) Cubetas de flujo de cuarzo de 1 mm de paso de luz, HELLMA 138-QS.

f) Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.

g) Valvula de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.

h) Baiio de ultrasonidos SELECTA.

1) Tubo de teflon de 0.8 mm de diametro interno.

3. ESPECTROS DE ABSORCION EN SOLUCION ACUOSA Y FASE
SOLIDA

Se llevaron a cabo experimentos preliminares para establecer posibles
diferencias espectrales entre los analitos en estudio, asi como el efecto de su
retencion sobre un soporte solido en la sensibilidad. Para ello se registraron los
espectros de absorcion de ambos, tanto en disolucién acuosa como en fase resina, a
los dos valores de pH elegidos 6ptimos para el desarrollo del sensor. Para registrar
los espectros en fase solida, se utilizo una cubeta Hellma 138-QS (Fig. [V-2), que
posee 1-mm de paso 6ptico. En cambio, para los espectros en disolucion se utilizo
una cubeta de cuarzo con 1-cm de paso optico.

Los espectros en disolucion (pH 5 y 12 ajustados con HCl y NaOH 0.1M) se
obtienen a partir de una solucion de paracetamol y salicilamida con una
concentracion de 20 g ml’, en cada uno de ellos. Los espectros se realizaron
frente a blancos que no contenian analitos.
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Los espectros en fase resina se obtuvieron utilizando la configuracion FIA
mostrada en la Fig. [V-1. Para obtener los espectros a pH=5 se utilizd una
disolucion portadora de HAc/NaAc 0.045M, mientras que para obtener los
espectros a pH=12 se utiliz6 una disolucién de NaCl 0.1M, a la que se ajusto el pH
con NaOH 0.1 M. En ambos portadores se inyectaron 600 Wl de paracetamol o
salicilamida respectivamente, con una concentracion de 20 pg ml'. Como
microzona activa se utilizo resina Sephadex QAE A-25. Los espectros se realizaron
a flujo detenido frente a blancos correspondientes al portador circulando a través de
la resina. Los espectros registrados para ambos analitos a valores de pH 5 y 12 tanto
en solucion homogénea como en resina, se muestran en la Figura IV-1.

Se observa que los espectros de ambos compuestos sufren un amplio
solapamiento espectral tanto a valores de pH acido como basico, no siendo pues
posible la resolucion de la mezcla por espectrofotometria convencional. A pH acido
se produce una disminuciéon en la sensibilidad de la salicilamida al pasar de
solucion a fase solida; sin embargo, estamos consiguiendo que la sefial analitica
debida al paracetamol en solucion homogénea desaparezca al hacer uso de una fase
solida en un medio de pH=5.5.

En medio basico, por otro lado, para ambos analitos se produce un ligero
efecto batocrémico asi como un incremento en la sensibilidad al pasar de
espectrofotometria convencional a espectrofotometria en fase solida (pasamos de
una célula de flujo de 1-cm a otra de 1-mm de paso 6ptico). Ademas se comprueba
experimentalmente como a una A=300 nm se produce aditividad en los valores de
absorbancia de ambos analitos (medio basico). Si a esto sumamos que el maximo de
la salicilamida en fase so6lida para valores de pH acido también aparece a esta
misma A, escogeremos la longitud de onda de 300 nm para el desarrollo del sensor
propuesto.
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Figura IV-1. Espectros de salicilamida y paracetamol

(@) pH=5 (b) pH=12
— Solucién homogénea (1-cm paso optico) - Fase solida (1-mm paso optico)
(1) 20 pg mi"! de salicilamida (2) 20 ug ml" de paracetamol

Figura IV-1. Espectros de salicilamida y paracetamol

(a) pH=5 (b) pH=12
— Solucién homogénea (1-cm paso 6ptico)  ---- Fase solida (1-mm paso 6ptico)
(1) 20 zgml" de salicilamida (2) 20 - g ml" de paracetamol
4. CONFIGURACION FIA

Se empleo la configuracion FIA mostrada en la Fig. [V-2. La muestra se
inyecta en una corriente de portador que lo pone en contacto con el soporte
so6lido. Este portador P(a) (medio acido), que permite la retencién de la
salicilamida, produce a su vez la autoelucion de ésta. A continuacion se gira la
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valvula de seleccion (VS) y tras una nueva inyeccidon conseguimos que un
segundo portador P(b) (medio basico) permita la fijacion y posterior elucion del
paracetamol y salicilamida simultdneamente. El sensor opera, pues,
secuencialmente (requiere dos inyecciones sucesivas para determinar dos
analitos), usando secuencialmente dos portadores diferentes.

Entrada

P(a

P(b)

Figura IV-2. Configuracion FIA
P(a): portador acido (HAc/NaAc 0.045M pH=5); P(b): portador basico
(NaCl 0.1M pH=12); VS: valvula de seleccion; B: bomba; M: muestra;
VI: valvula de inyeccion; D: desecho; CF: célula de flujo;
E: espectrofotometro

A modo de ejemplo se representan a continuacion dos fiagramas para la
salicilamida (Fig. IV-3.1 y IV-3.2), correspondientes al uso de dos portadores
diferentes: HAc/NaAc 0.045M a pH=5 y NaCl 0.1M a pH=12, respectivamente.
En ambos casos, el fiagrama corresponde al estudio de la reproducibilidad del
analito en el sensor espectrofotométrico de flujo (en sus condiciones operatorias
Optimas) para la determinacion de salicilamida.
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A 3
N
ol
t(s)
Figura IV-3.1. Fiagrama para salicilamida
(HAc/NaAc, pH=5)
[Salicilamida]=90 g ml™; Vi, ..isn: 600 KL
Caudal: 1.60 ml min™
A

Figura IV-3.2. Fiagrama para salicilamida
(NaCl, pH=12)
[Salicilamida]= 85 pg ml™; Vi .ccion
Caudal: 1.60 ml min™*

1600 pl;

El fiagrama correspondiente al paracetamol presenta unos
equivalentes a los obtenidos en la Figura IV-3.1.

picos
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5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

Como en casos anteriores, podemos considerar tres grupos de variables:
quimicas, FIA, y las referentes a la unidad de retencién-deteccion.

5.1. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION

5.1.1. Naturaleza del soporte sdlido

En espectrofotometria en fase solida el primer paso es la eleccién de un
soporte adecuado donde fijar el sistema. De todos los soportes disponibles
seleccionamos adsorbentes tales como gel de silice C 5 y resina Sephadex G-15,y
resinas cambiadoras de iones tipo Sephadex (SP C-25, CM C-25, QAE A-25y
DAE A-25). Estas ultimas son las que en experiencias preliminares produjeron
menores valores de absorbancia de fondo. Las resinas cambiadoras tipo Dowex
fueron descartadas dado la gran absorbancia de fondo que presentan.

Los adsorbentes estudiados no retenian de forma cuantitativa a las especies
en cuestion. En cuanto a las resinas tipo Sephadex, se encontr6 que la fijacion era
mayor en las resinas anionicas DAE A-25 y QAE A-25, probablemente debido a
la fijacion a través de los grupos -OH fenolicos previamente desprotonados. No
se detecta fijacion apreciable en las resinas cationicas. La resina seleccionada
para el estudio que nos proponemos fue Sephadex QAE A-25 por ser la que
proporciona mejores resultados.

5.1.2. Nivel de la resina en la célula de flujo

Dado que el cambio de pH en el portador afecta a la compactacion del
soporte solido, debemos asegurarnos que cuando éste ocupe su menor volumen,
todo el haz de luz pase aun a través de €él; para cantidades mayores de resina, la
absorbancia disminuye debido a la dilucion del analito en la resina. Se elige la
altura correspondiente a 12 mm, que equivale al bulbo totalmente completo, por
ser ésta la que proporciona una mayor respuesta de la sefial analitica.
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5.2. VARIABLES QUIMICAS

Durante el estudio de las variables quimicas se mantienen fijas las variables
FIA:

X Salicilamida y Paracetamol
> Caudal: 1.60 ml min"; Volumen de inyeccion: 600 pl

5.2.1. pH de los portadores y de la muestra

El pH de la disolucion regula el equilibrio acido-base y determina la mayor o
menor retencion del analito sobre el soporte empleado siempre que el analito
presente grupos que se vean afectados por la variacion en la concentracion de
protones del medio, como es el caso.

Para establecer la dependencia de las sefales de ambos analitos con el pH se
preparan dos disoluciones, una de 40 g ml™ de salicilamida y otra de 20 g ml ™!
de paracetamol. Dado que utilizando como portador inicamente agua bidestilada,
ajustada a un determinado valor de pH con HCI o NaCl, la fijacion del analito se
producia en la parte superior de la resina (para ciertos valores) no permitiendo el
desplazamiento de éste hasta la zona de deteccion, se procedio a preparar distintas
disoluciones con una concentracion constante de sales (NaCl 0.1M) pero diferentes
valores de pH, mediante adicion de la cantidad necesaria de HCl o NaOH 0.1M, al
objeto de facilitar que por elucion avance a lo largo del soporte solido. Se registro
la sefial a 300 nm, que es la longitud de onda escogida para la resolucion de la
mezcla. Los resultados obtenidos aparecen representados en la Figura IV-4.
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Figura IV-4. Influencia del pH del portador para
salicilamida y paracetamol
(1) Salicilamida (2) Paracetamol

En ambos casos se comprueba como la sefial alcanza su maximo a partir de
pH=11, lo cual puede explicarse porque a ese valor de pH el grupo fenolico esta
totalmente disociado y la fijacion de los dos analitos en la resina anidnica es
completa. En cambio, en el rango de pH comprendido entre 2-9 sélo la salicilamida
es retenida, y solo parcialmente. Ambos hechos van a permitir el desarrollo de un
sensor para la determinacion secuencial de ambos analitos trabajando a una
longitud de onda de 300 nm, y usando dos soluciones portadoras: una de pH=5 al
que solo se produce la fijacion de la salicilamida y la segunda a pH=12, al cual se
produce la fijacion de la salicilamida y el paracetamol cumpliéndose la aditividad
de las absorbancias.

También se estudid la influencia del pH de la muestra, para lo cual se
prepararon una serie de disoluciones todas ellas con una concentracion de 10 g ml°
" de paracetamol y 20 g ml" de salicilamida, con la cantidad adecuada de HCI o
NaOH 0.1M para poder ajustarlas a un determinado valor de pH. Se comprobd que
el valor de la sefial no variaba cuando utilizando el portador a pH=5 la muestra
presentaba valores de pH comprendidos entre 3-10; el pH de la muestra debia estar
comprendido en el rango 3.5-13 cuando se utilizaba el portador a pH=12. De
acuerdo con los resultados obtenidos no es necesario un tamponamiento previo de
la muestra, es decir, no es necesario un control estricto de esta variable.
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5.2.2. Naturaleza y concentracion de los portadores/eluyentes

Una vez elegidos los pH 6ptimos de las disoluciones portadoras se estudio
la naturaleza de las mismas, asi como su concentracion.

En este estudio se utilizé una disolucion muestra que contenia 10 g ml™ de
paracetamol y 20 g ml” de salicilamida (portador/eluyente bésico), y una muestra
que contenia con una concentracion unica de 80 Mg ml' de salicilamida
(portador/eluyente acido). Para la eleccion de la disolucion portadora a pH=5 se
probaron las siguientes disoluciones amortiguadoras: acido citrico/citrato sédico,
HAc/NaAc, acido succinico/succinato Na, acido maléico/maleato Na y
KH,PO,/K,HPO, 0.1M. De todas ellas la disolucion de HAc/NaAc di6 los mejores
resultados para la determinacion de salicilamida. Para la eleccion de la disolucion
portadora a pH=12 se emplearon disoluciones de diferentes sales de concentracion
0.1M ajustadas al pH de trabajo con NaOH. Los electrolitos utilizados fueron:
NaCl, KCI, Na,CO,, HK,PO,, NaNO,; y Na ,B,0,. De todos ellos el NaCl
proporcion6 los mejores resultados en el proceso de retencion/elucion simultaneo
de ambos analitos.

Para estudiar la influencia de la concentracion del portador, las disoluciones
muestra utilizadas presentaban la misma concentracion que las empleadas en el
estudio de la naturaleza del portador. Para estudiar la concentracion optima de la
disolucion amortiguadora HAc/NaAc a pH=5, se prepararon disoluciones de
concentraciones comprendidas entre 0.02-0.1M, mientras que para el portador a
pH=12, las concentraciones de NaCl que se probaron estaban comprendidas entre
0.05-0.5M. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras I[V-5.1 y IV-5.2.

159



Capitulo IV

0.8

0.8

*er M "
A 04F A O4f D\E\B\g\e

oz 0zl

\ \ L L L . . .
o 0.03 0.06 0.09 0.12 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.8

Cr (M) [NaC1) (M)

Figura IV-5.1. Influencia de la concentracion Figura IV-5.2. Influencia de la concentracion
de portador/eluyente para salicilamida  de portador/eluyente para la mezcla (pH=12)
(pH=3) La sefial es debida a la respuesta global del
sensor a los dos analitos

El incremento de la concentracion de portador hace disminuir la senal
analitica en ambos casos (asi como los tiempos de desarrollo de la sefial), debido a
la mayor competencia de los iones del portador por los sitios activos del soporte
solido. Habra que adoptar una solucién de compromiso que proporcione una buena
respuesta del sensor y una frecuencia de muestreo aceptable. Asi se estim6 en 0.1M
la concentracion 6ptima de NaCl para la determinacion conjunta de salicilamida y
paracetamol, mientras que la concentracion escogida para la disolucion
amortiguadora de HAc/NaAc fue de 0.045M.

Ambas disoluciones portadoras actiian a su vez de eluyentes, no siendo por
tanto necesario un posterior paso de elucion, lo cual aumenta en gran medida la
frecuencia de muestreo. Se obtienen asi sefiales transitorias, pues al alcanzar el
extremo posterior del bolo de la muestra del soporte sensor, el portador comienza la
elucion del analito retenido.

5.3. VARIABLES FIA

Se estudi6 la influencia de las variables FIA manteniendo constante las
variables quimicas en los valores anteriormente optimizados.
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5.3.1. Caudal

Se procedio al estudio de la influencia del caudal, para lo cual se fue
variando la velocidad de giro de la bomba peristaltica. Se estudié dicha variable
para los dos portadores (pH 5 y 12). Para el portador acido se inyectaron 600 p1
de salicilamida con una concentracion de 40 Pg ml', mientras que para el
portador basico se inyectaron 600 [L1 de una mezcla de salicilamida y paracetamol
con unas concentraciones de 20 y 10 g ml”, respectivamente. Los resultados se
representan en la Figura IV-6.
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Figura IV-6. Influencia del caudal
1) Salicilamida-Paracetamol (pH=12)
2) Salicilamida (pH=5)

Puesto que los valores de absorbancia obtenidos en ambas curvas no se ven
excesivamente afectados por el valor del caudal empleado, se seleccion6 un
caudal de 1.60 ml min" para conseguir una elevada frecuencia de muestreo.

5.3.2. Volumen de inyeccion

Un hecho caracteristico de la espectrometria en fase sélida, comentado
anteriormente en los otros capitulos, es que a medida que aumenta el volumen de
muestra inyectado disminuye el limite de deteccion y aumenta la sensibilidad
(hasta un determinado limite), debido a la retencion en el soporte solido de una
mayor cantidad de analito. La consecuencia inmediata es que se puede trabajar a
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mas bajas concentraciones de analito sin mas que aumentar el volumen de
muestra que lo contenga. Esto permite, dentro de ciertos limites, poner a punto un
mismo método para diferentes volumenes de muestra segin los requerimientos
del problema.

Para establecer la dependencia del volumen de muestra para la
determinacion de cada uno de los analitos, se emplean diferentes bucles para la
inyeccion de la muestra, observandose como se afecta la sefial analitica mientras
permanece constante la concentracion de analito inyectada. La Figura IV-7
muestra el efecto de esta variable para una concentracion de 40 y 15 pg ml” de
salicilamida y paracetamol, respectivamente.
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Figura IV-7. Influencia del volumen
1) Paracetamol  2) Salicilamida (pH=5)

Para la salicilamida se encuentra una linealidad de la sefial analitica hasta
un volumen aproximado de 1500 pl. En cambio, para el paracetamol, se
comprueba como la sefial analitica deja de responder linealmente respecto del
volumen de muestra a partir de 1000 pl. En ambos sistemas la relacion deja de
ser lineal a partir de estos valores, lo cual puede explicarse a la vista de lo
discutido en capitulos anteriores.

Se selecciond un volumen de trabajo de 600 [ ya que aun no siendo el que
proporciona una mayor sensibilidad en la determinacion de ambos analitos, es
perfectamente apropiado para el analisis de éstos en preparados farmacéuticos y a
la vez permite una elevada frecuencia de muestreo.
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5.4. RESUMEN DE LAS CONDICIONES SELECCIONADAS

A continuacion se enumeran cuales son las condiciones dptimas, incluidas las
variables quimicas y FIA, del sensor desarrollado en este capitulo.

Paracetamol-Salicilamida

A (nm) 300
Soporte solido Sephadex QAE A-25

Nivel de soporte (mm) 12
Caudal (ml min”) 1.6
Volumen de muestra (f4l) 600

pH=5 pH=12

Portador/eluyente HAc/NaAc 0.045M NaCl 0.1M
PpH de la muestra 3-10 3.5-13

6. CALIBRACION DEL SENSOR. PARAMETROS ANALITICOS

A continuacion se recogen los resultados encontrados para la calibracion y
parametros de calidad para cada uno de los analitos estudiados. Las variables
quimicas y FIA se mantuvieron fijas en los valores anteriormente optimizados.

6.1. Metodologia y calibracion del sensor

Tal y como se ha ido describiendo, se van a utilizar dos disoluciones
portador/eluyente en el desarrollo del sensor, siendo necesario por tanto una doble
inyeccion secuencial de muestra para la resolucion de la mezcla. Trabajando con la
disolucion portadora HAc/NaAc 0.045M a pH=S5, se produce tinicamente la fijacién
de la salicilamida, obteniendo del espectrofotdmetro un valor de absorbancia A,.
Una vez eluido el analito retenido en el soporte soélido, giramos la valvula de
seleccion de la configuracion FIA para que sea la disolucion portadora de NaCl
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0.1M a pH=12 la que ponga la muestra (una segunda inyeccién) en contacto con la
microzona activa. Con esta nueva inyeccion obtenemos un valor de absorbancia A
que corresponde a la absorbancia suma de la salicilamida y del paracetamol, dado
que a pH=12 se produce la fijacion de ambos analitos ocurriendo ademds que los
valores de absorbancia de los dos analitos son aditivos. Por consiguiente, de las dos
inyecciones de muestra se obtienen del espectrofotometro dos valores de
absorbancia: A;y A,.

AFAgy
A=Ay + Apy (D

En la Figura IV-8 se representan las sefiales obtenidas para el paracetamol, la
salicilamida, asi como la mezcla de ambos utilizando el portador de pH=12. Las
concentraciones correspondientes en jbg ml" de cada muestra inyectada (600 1) se
encuentran especificadas sobre cada pico del fiagrama.

@
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t(s)
Figura IV-8. Perfiles FIA correspondientes a
salicilamida-paracetamol (pH=12)
(a) Mezcla (b) Salicilamida  (c) Paracetamol

Una vez realizada la calibracion para cada analito, mediante ajuste por
minimos cuadrados se obtienen las siguientes ecuaciones de las rectas, que
aparecen representadas en la Figura IV-9.
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v Salicilamida
> pH=5 A=0011+623x10%¢ r=0.9998
> pH=12 A=0.015+11.1x103¢ r=0.9990
v Paracetamol
> pH=12 A=0.006+257x10%¢ r=0.9998
donde :

A: absorbancia
¢: concentracion de analito (Lg ml™)
r: coeficiente de correlacion

[} 2‘0 4‘0 6‘0 8‘0 1(;0 120
pgml!
Figura IV-9. Calibracion para salicilamida-
paracetamol
1) Salicilamida pH=5 2) Salicilamida pH=12
3) Paracetamol pH=12

La concentracion de salicilamida se determina directamente a partir del pico
de absorbancia obtenido en la fijacion de ésta a pH=5, es decir a partir de A,. Esta
concentracion se interpola en la recta de calibrado que corresponde al proceso de
retencion de la salicilamida a pH=12, obteniendo asi Ag,., que seria su absorbancia
para este valor de pH. Una vez conocido este valor de absorbancia, y haciendo uso
de la ecuacion (1), podemos conocer la absorbancia correspondiente al paracetamol.
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Ar=Agy + Apy
Ap,=Ay - Agyr

Conocida la absorbancia del paracetamol A,, se obtiene su concentracion a
partir de su recta de calibracion.

Observando las pendientes de las ecuaciones de las rectas de calibrado
correspondientes a ambos analitos, se encuentra que los valores son relativamente
bajos respecto al resto de sensores desarrollados en los capitulos anteriores. Sin
embargo, pese a que la sensibilidad es menor por no medir la sefial analitica a la
longitud de onda correspondiente a los maximos de absorcion de cada uno de los
analitos, se consigue la resolucion de la mezcla salicilamida-paracetamol, analitos
que aparecen frecuentemente asociados en preparaciones farmacéuticas. En
bibliografia son escasos los trabajos encontrados donde se permite la resolucion de
una mezcla de dos o mas analitos mediante un sensor en flujo en fase soélida. De
hecho, este sensor junto con los otros dos sensores biparametro desarrollados en
esta Memoria, son los primeros sensores en flujo en fase solida con
multideterminacion secuencial.

6.2. Parametros analiticos

En las Tabla IV-1 se muestran los parametros analiticos de cada una de las
calibraciones necesarias para el desarrollo del sensor.

Lavida media del sensor se estimd en mas de 150 inyecciones de muestra. Los
resultados obtenidos en el estudio de la reproducibilidad y los limites de deteccion y
cuantificacion de los dos analitos a sus valores de pH correspondientes, se recogen en
las Tablas [V-2.1 - 1V-2.3, IV-3.1 - IV-3.3 y IV-4.1 - IV-4.3 del Apéndice.
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Tabla IV-1. Parametros analiticos para salicilamida-paracetamol

Parametro Salicilamida Paracetamol

pH=5 pH=12 pH=12

Linea de calibrado

Ordenada en el origen (u. a.) 0.011 0.015 0.006
Pendiente (ml uig™) 623x10°  11.1x10°  25.7x10°
Rango lineal (g ml”) 10-100 5-80 2.5-40
Coeficiente de correlacion (r) 0.9998 0.9990 0.9998
Limite de deteccion (g ml”) 0.36 0.24 0.10
Limite de cuantificacién (g ml*) 1.22 0.79 0.33
RSDYE=10) 061 036 05T
Frecuencia de muestreo (h) 36 36 36

7. INTERFERENCIAS

Se ha realizado un estudio de la interferencia que produce la presencia de
distintas concentraciones de especies extrafias sobre la respuesta del sensor
desarrollado. En concreto, se ha hecho un estudio de posibles interferentes
(especies que aparecen acomparfiando a los analitos en estudio en los preparados
farmacéuticos) de la salicilamida, a los dos valores de pH a los que se realiza su
determinacion, y del paracetamol.

La estrategia a seguir para decidir si una sustancia produce o no
interferencia en la determinacion de cada uno de los analitos sera: se mide la
sefial analitica correspondiente al analito en presencia de una concentracion
concreta del interferente, y si el error obtenido en la misma (referido a la sefial
correspondiente al analito so6lo) es superior al £5%, se concluye que la especie en
ensayo interfiere cuando se encuentra en esa concentracion; si por el contrario el
error es igual o inferior a +5% se considera que la especie no interfiere para ese
nivel de concentracion. Utilizando un volumen de inyeccion de muestra de 600
L1, se trabaja con disoluciones que para cada especie extrafia contienen 50 jLg ml°
" de salicilamida y 20 pg ml" de paracetamol. Los limites de tolerancia para las
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diferentes especies ensayadas aparecen en la Tabla IV-5.

Tabla IV-5. Tolerancia del sensor de paracetamol y salicilamida a especies extranas

(determinacion de 50 pLg ml” de salicilamida y 20 pLg ml"' de paracetamol)

Especies extrafias Tolerancia ([interferente]/[analito])
(R ml")
Salicilamida Paracetamol
pH=5 pH=12 pH=12
Sacarosa, Glucosa, Lactosa >100* >100* >100*
Acido ascorbico 0.5 5 >20°
Cafeina >10° >10° 1
Sacarina 0.5 2 1
Codeina >10° 10 10
Acido acetil salicilico -- - 1
Efedrina -- -- >50°

*Maxima relacion interferente/analito ensayada

Para la salicilamida, a ambos valores de pH, asi como para el paracetamol,
los niveles de tolerancia a las especies que normalmente aparecen acompafandoles
en las preparaciones farmacéuticas es muy alta. La relacion en la que todas estas
especies aparecen en los farmacos respecto de los analitos de interés se encuentra
siempre por debajo del nivel de tolerancia aceptado, lo cual significa que no cabe
esperar en un principio interferencias por parte de estas especies extrafias en la
determinacién de paracetamol, salicilamida, o ambos simultdneamente, en los
medicamentos analizados.

8. APLICACIONES ANALITICAS

Con el fin de demostrar la utilidad del sensor propuesto, éste ha sido aplicado
al andlisis de salicilamida, paracetamol o la mezcla de ambos en:

X preparaciones farmacéuticas > mezclas sintéticas
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8.1.1. Preparacion de las muestras

Los medicamentos analizados que presentaban salicilamida en su
composicion (sea comprimidos, capsulas, ampollas, etc.) fueron disueltos
previamente en 5 ml de etanol, para posteriormente adicionar aproximadamente
unos 50 ml de agua bidestilada y depositarlos en un bafio ultrasonidos durante 10
minutos. El etanol facilita la disolucion de la salicilamida, cuya solubilidad es baja.
En los farmacos donde solo aparece el paracetamol sin ir acompafiado de
salicilamida, se opera de igual forma pero sin necesidad de hacer uso de etanol. Por
ultimo, en ambos casos, el excipiente insoluble se separd por filtracion a través de
filtro Millipore de 0.45 Wm, llevandose a un volumen final de 100 ml.

Todas las disoluciones fueron diluidas adecuadamente antes de ser
inyectadas en la corriente del portador. En ninglin caso se observo la existencia de
efecto matriz, de forma que se aplicé el método de calibracion directa para un
volumen de inyeccion de 600 WLl

8.1.2. Determinacion de paracetamol-salicilamida

8.1.2.1. En preparaciones farmacéuticas

La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:

1. "Coricidin" (Lab. Schering-Plough), capsulas
- Acido ascorbico: 50 mg
- Cafeina: 30 g
- Clorfenamina, maleato: 4 mg
- Salicilamida: 190 mg
- Excipientes: almidon y otros c.s. 177.47 mg

2. "Percutalin" (Lab. Berenguer-Infale), ampollas
- Dexametasona: 1 mg
- Salicilamida: 170 mg
- Salicilato de etilenglicol: 200 mg
- Nicotinato de metilo: 10 mg
- Excipientes: glicerina y etanol c.s.
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3. "Hubergrip" (Lab. ICN Hubber), comprimidos
- Salicilamida: 300 mg
- Clorfenamina, maleato: 2 mg
- Propifenazona: 250 mg
- Cafeina: 25 mg
- Almidoén de trigo: 76 mg

4. "Yendol" (Lab. Faes), sobres
- Paracetamol: 200 mg
- Salicilamida: 500 mg
- Clorfenamina, maleato: 3 mg
- Cafeina: 30 mg
- Sacarina sodica: 10 mg
- Sacarosa: 6.56 g
- Excipiente azucarado y aromatizado c.s.

5. "Pridio" (Lab. Quimifar), capsulas
- Salicilamida: 100 mg
- Paracetamol: 300 mg
- Clorfenamina, maleato: 2 mg
- Cafeina: 25 mg

6. "Rinomicine" (Lab. Fardi), comprimidos
- Salicilamida: 150 mg
- Paracetamol: 150 mg
- Cafeina: 30 mg
- Clorfenamina, maleato: 4 mg
- Fenilefrina, clorhidrato: 10 mg

7. “Duorol” (Lab. Pharmacia Upjohn), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg
- Sacarina: 20 mg

8. “Apiretal gotas” (Lab. Ern), gotas

- Paracetamol: 100 mg
- Sacarina: 5 mg
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9. “Analgilasa” (Lab. Lasa), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg
- Cafeina: 30 mg
- Codeina: 10 mg

10. “Veganin” (Lab. Warner Lambert Consumer Health), comprimidos
- Paracetamol: 250 mg
- Acido acetil salicilico: 250 mg
- Codeina: 9.78 mg

11. “Algidol” (Lab. Berenguer Infale), sobres
- Paracetamol: 650 mg
- Codeina: 10 mg
- Acido ascérbico: 500 mg
- Sacarina: 2.5 mg
- Sacarosa: 3.714 g

Los resultados obtenidos (media de tres determinaciones) en la
determinacion de uno de los analitos o ambos simultineamente en cada
medicamento analizado (mg/comprimido o mg/sobre granulado), se muestran en la
Tabla IV-6.
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Tabla IV-6. Determinacion de salicilamida y paracetamol en preparaciones farmacéuticas

Farmaco Composicion (mg)/unidad Recuperacion + 0, (%)
Salicilamida Paracetamol Salicilamida Paracetamol
Coricidin 190 - 99 +1 -
Percutalin 170 - 99 +2 -
Hubergrip 300 - 101.0£ 0.8 -
Yendol 500 200 100 + 1 100 +2
Pridio 100 300 99 £2 100 + 1
Rinomicine 150 150 100.2 + 0.6 101 +1
Duorol - 500 - 99.6+£0.9
Apiretal gotas - 100 - 99 +2
Analgilasa - 500 - 100.0 £ 0.4
Veganin - 250 - 99.6 £0.7
Algidol - 650 - 100.1 +0.3
# por ml

Los resultados expuestos demuestran una vez mas que no hay diferencia
apreciable entre los obtenidos por el método propuesto y los indicados por el
fabricante, dado que todas las recuperaciones se encuentran en torno al 100%.

Asimismo, se realizo un estudio de recuperacion para comprobar la exactitud
del método propuesto. Para ello, se adicionaron cantidades conocidas de los
analitos a diferentes niveles de concentracion, sobre farmacos estudiados
previamente. Los resultados obtenidos en esta recuperacion aparecen reflejados en
la Tabla IV-7.
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Tabla IV-7. Estudio de recuperacion de salicilamida y paracetamol en farmacos

Muestra Salicilamida Paracetamol
Anadido/unidad  Encontrado® Anadido/unidad  Encontrado®
(mg) (mg) (mg) (mg)
Rinomicine 5 49+0.1 5 5.0£0.1
10 10.0£0.1 10 9.9+0.2
20 20.1+0.2 20 19.9+0.2
Yendol 10 9.8+0.2 10 9.9+0.2
20 20.1 +0.1 20 20.1+0.2
30 29.9+£0.2 30 30.0+0.2
Pridio 5 48+0.3 20 19.8+0.3
10 9.8+0.3 10 10.1+0.3
20 20.0+0.3 5 49+0.2

* Valor medio encontrado + desviacion estandar de tres determinaciones

8.1.2.2. En mezclas sintéticas

Ademas de aplicar el sensor espectrofotométrico de flujo a los medicamentos

anteriormente estudiados, éste también fue aplicado a diversas mezclas sintéticas

preparadas a partir de disoluciones patrén. Estas mezclas se encontraban en unas

relaciones de paracetamol-salicilamida del orden 1:5 y 5:1, respectivamente; tal y

como muestra la Tabla IV-8, las recuperaciones obtenidas se encuentran entre el 99

y 101% para salicilamida y entre 98 y 101% para paracetamol.

Tabla IV-8. Determinacion simultanea de salicilamida y paracetamol en mezclas sintéticas

Composicion de la mezcla

*Recuperacion + O,

....................... UEILD e
Salicilamida Paracetamol Salicilamida Paracetamol
50 15 100.4 £ 0.5 100.8 0.1
15 3 99.6 £ 0.8 98 £1
20 20 100.2 £ 0.5 100.6 £0.5
15 30 99.7+0.2 99.4+0.8
8 24 99 + 1 99.7+0.4
6 30 100.8 £0.7 100 £ 1

*Media de tres determinaciones
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SENSORES BIPARAMETRO
PARA ACIDO ASCORBICO Y
PARACETAMOL







Sensor biparametro para acido ascorbico-paracetamol

1. INTRODUCCION
1.1. Acido ascorbico

El acido ascorbico ha sido ampliamente estudiado en el Capitulo 11, tanto sus
caracteristicas como los métodos utilizados para su determinacion. Entre las
técnicas mas empleadas para su determinacion encontradas en bibliografia, en estos
ultimos afios, caben destacar las técnicas espectrofotométricas [1, 2], HPLC [3, 4],
quimioluminiscentes [5], y electroquimicas [6].

1.2. Paracetamol

Las caracteristicas del paracetamol ya han sido comentadas en el Capitulo IV.
En bibliografia aparecen recogidos numerosos métodos para el analisis de
paracetamol en fdrmacos y en fluidos biologicos. En los laboratorios clinicos se
emplean con gran frecuencia técnicas colorimétricas [7-10] y espectrofotométricas
UV [11, 12], estando ambas sujetas a la interferencia causada por otros
componentes que normalmente suelen acompafiarles. La cromatografia de gases con
[13, 14] o sin [15, 16] derivacion asi como HPLC [17, 18] son técnicas mas
especificas que permiten su determinaciéon en plasma y orina. También se han
desarrollado métodos fluorimétricos para su determinacion en farmacos [19-21].

1.3. Mezcla dacido ascorbico-paracetamol

Esta mezcla se encuentra ampliamente distribuida en preparados
farmacéuticos debido a su doble y elevado caracter analgésico y antipirético. En
este Capitulo se propone un método que permite la determinacion
espectrofotométrica (UV) secuencial de la mezcla, basandose en la retencion
selectiva secuencial de los analitos, sobre un soporte sélido, en funcion del pH de la
disolucion portadora.
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2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADAS

178

2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a) Disoluciones patron de acido ascorbico (PANREAC R.A.) y paracetamol
(FLUKA) con una concentracion de 100 pg ml'. Ambas disoluciones
patrén son poco estables como consecuencia de su oxidacion, de modo
que éstas son preparadas a diario. A partir de ellas, las disoluciones de
menor concentracion se obtienen mediante la adecuada dilucion con agua
bidestilada.

b) Resina de cambio i6nico Sephadex QAE A-25 (ALDRICH), en ciclo CI'
utilizada sin tratamiento previo.

¢) HC14M (PANREAC R.A.) y NaOH 4M (PANREAC R.A.).

d) Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCI, Na,CO;, HK,PO,, NaNO,
y Na,B,0, 0.05M (PANREAC R.A.).

¢) Disoluciones amortiguadoras: acido citrico/citrato sddico, HAc/NaAc,
acido maléico/maleato Na, acido succinico/succinato Na y KH,PO,/
K,HPO, 0.1M (PANREAC R.A)).

Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 pum.

2.2. Instrumentacion empleada

a) Espectrofotometro UV-V Lambda 2 de Perkin Elmer controlado por
ordenador personal compatible 386, programa PECCS 4.2.

b) pH-metro digital Crison, modelo Micro-pH 2002 provisto de un electrodo
combinado de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.

¢) Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.

d) Balanza analitica METTLER AJ 100.

e) Cubetas de flujo de cuarzo de 1 mm de paso de luz, HELLMA 138-QS.

f) Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.

g) Valvula de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.

h) Bafio de ultrasonidos SELECTA.

i) Tubo de teflon de 0.8 mm de diametro interno.
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3. ESPECTROS DE ABSORCION EN SOLUCION ACUOSA Y FASE
SOLIDA

Los espectros tanto en disolucion como en fase resina (Sephadex QAE A-25)
para paracetamol y acido ascdorbico eran ya conocidos de los Capitulos anteriores de
esta Memoria. En este caso se muestran los espectros del paracetamol en disolucion
acuosa y en fase resina a pH 12.5 a partir de disoluciones del mismo de una
concentracion de 6 pg ml' (Figura V-1). El espectro en fase resina se obtuvo
utilizando la configuracion FIA que se muestra en la Figura V-3, empleando como
portador NaCl 0.05M a pH = 12.5 y una célula (Hellma 138-QS) de 1-mm de paso
de luz. Se observa un desplazamiento del maximo de absorcion de 259 a 264 nm,
producido por la retencion sobre el soporte solido.

06

0.4+

A
0.2
0 T T
220 260 300 340
longitud de onda (nm)
Figura V-1. Espectros de paracetamol
[paracetamol]=6 jLg ml™'; V=600 L1
1) Espectro en disolucion 2) Espectro en resina

Asimismo, también se observa coémo se produce un fuerte efecto
hipercromico (a 260 nm la absorbancia es casi 20 veces mayor en la fase solida si
tenemos en cuenta que hemos cambiado la cubeta de 1-cm a otra de 1-mm de paso
optico). Esta caracteristica es consecuencia de la preconcentracion del analito sobre
el soporte solido.

Los espectros de absorcion del acido ascorbico en disolucion acuosa y en
fase resina a pH=5.6, ya han sido mostrados en el Capitulo I1.
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La resolucion de una mezcla de los dos analitos no es posible llevarla a cabo
mediante espectrofotometria convencional, ni en disolucion ni en fase soélida,
debido al solapamiento espectral. Para ver este solapamiento, en la Figura V-2 se
representan los espectros por separado de los dos analitos en fase solida, para unas
concentraciones de 9 y 8 Mg ml' de &cido ascorbico y paracetamol,
respectivamente, obtenidos inyectando: a) 600 [l de disolucion de acido ascorbico
en una corriente de portador de HAc/NaAc 0.04M a pH=6; b) 600 Wl de disolucion
de paracetamol en una corriente de portador de NaCl 0.05M a pH=12.5.

0.8

0.67)

04+ -

027

L)O Longitud (;)2 onda (nm) ‘)O
Figura V-2. Espectros de paracetamol y acido ascorbico
en fase solida.
1) [4c. ascorbico]=9 g ml'; 2) [paracetamol]=8 g ml”’

Se comprueba como el solapamiento de ambos espectros es total, lo que
impide, como antes hemos indicado, la resolucion de su mezcla por
espectrofotometria convencional. Una forma de resolver este problema seria
mediante el desarrollo de un sensor en el que una vez inyectada la mezcla de
paracetamol-acido ascorbico, permitiese la fijacion de tan solo uno de los analitos
haciendo uso de un portador adecuado que a su vez eluya dicho analito tras el
desarrollo de la sefal, mientras que con otro portador diferente, se consiguiese (tras
una segunda inyeccion de la muestra) la retencion en el soporte solido de solo el
otro analito y su posterior elucion, sin que se produjese interferencia mutua en la
determinacion de cada uno de ellos. Este seria, pues, un sensor secuencial que
permitiria la determinacion de los dos analitos respondiendo alternativamente a
cada uno de ellos, y a la vez serviria para determinar cualquiera de ellos cuando se
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encuentren aislados, no mezclados. Este sensor se va a desarrollar midiendo los
valores de absorbancia unicamente a una longitud de onda, correspondiente a 264
nm, valor que se encuentra intermedio entre los maximos de absorcion del
paracetamol y acido ascorbico en fase solida (262 y 267 nm, respectivamente).

4. CONFIGURACION FIA

La configuracion FIA empleada se muestra en la Fig.V-3. La muestra se
inyecta en la corriente de portador P(a) que la pone en contacto con el soporte
solido. Este portador (medio acido), que permite la retencion del acido ascorbico,
produce a su vez la autoelucidon de éste. A continuacion se gira la valvula de
seleccion (VS) y tras una nueva inyeccion se consigue que con el paso de un
segundo portador P(b) (medio basico) se retenga y eluya a la vez el paracetamol.

P(a

VS

]
) o
VI E

P(b) o

Figura V-3. Configuracion FIA
P(a): portador acido (HAc/NaAc 0.04M pH=5.6); P(b):
portador basico (NaCl 0.05M pH=12.5); VS: valvula de
seleccion; B: bomba; M: muestra; VI: valvula de inyeccion;
D: desecho; CF: célula de flujo;
E: espectrofotometro

Se ha recogido el fiagrama correspondiente a cada uno de los analitos
(Figura V-4), haciendo uso de un portador P(a) en medio acido (HAc/NaAc
0.04M a pH=5.6) para la determinacion de acido ascorbico, y utilizando un
portador P(b) en medio basico (NaCl 0.05M a pH=12.5) para la determinacion
del paracetamol. En ambos casos, el fiagrama corresponde a la calibracion de
cada uno de los analitos para un volumen de inyeccion de 600 pl. La primera
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serie de picos corresponden al acido ascorbico, mientras que la segunda
corresponden al paracetamol. Se observa como el cambio de portador produce un
cambio en la linea base, el cual es resultado de una diferente compactacion de la

resina.

Acido ascorbico (pg ml™) 10 10

Paracetamol (pg ml™) 10 10

0
P(a)
350 1350 2350 3350 4350
t(s)

Figura V-4. Fiagrama para paracetamol-acido ascorbico
v : 600 pl; Caudal: 1.0 ml/min

inyeccion®

Para ambos analitos el propio portador actia de eluyente, obteniéndose
ademas una perfecta reproducibilidad de las sefiales.

5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES
Tal y como se menciond en el capitulo anterior, podemos considerar tres

grupos de variables: quimicas, FIA, y las referentes a la unidad de retencion-
deteccion.
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5.1. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION
5.1.1. Naturaleza del soporte solido

Para la eleccion de un soporte solido adecuado, se realizaron varios
ensayos de fijacion de ambos analitos en los soportes siguientes: Dowex 50wxS8,
Ci, ¥ Sephadex SP C-25, CM C-25, QAE A-25 y DAE A-25. A partir de la
estructura de las moléculas de estos analitos, cabia esperar que un intercambiador
de tipo aniodnico fuese el que produjera mejores resultados en la fijacion,
concretamente la resina Sephadex QAE A-25, por lo que se elige ésta para el
desarrollo del sensor en estudio.

5.1.2. Nivel de la resina en la célula de flujo

Los cambios bruscos de pH en el portador afectan a la compactacion del
soporte solido, de modo que debemos asegurarnos que el bulbo se encuentre
totalmente lleno en todo momento para que en la zona de deteccion todo el haz de
luz pase a través de la resina. Con una altura de 12 mm, estamos asegurando esto;
sin embargo, para una cantidad mayor de resina se produciria una disminucién de
la sefial analitica, debido a la “dilucion” de los analitos en el soporte solido. Por
ello trabajamos con nivel de 12 mm.

5.2. VARIABLES QUIMICAS

Durante el estudio de las variables quimicas se mantuvo el caudal constante
en un valor de 1.55 ml min™".

5.2.1. pH de los portadores y de la muestra

Se estudio la respuesta del sensor para cada analito al variar el valor del pH
del portador, utilizando disoluciones de 5 pLg ml" de 4cido ascorbico y de 6 g ml
1 de paracetamol, respectivamente. Se inyectaron 600 Kl de muestra utilizando

como portador disoluciones ajustadas a diferentes valores de pH, mediante la
adicion de la cantidad necesaria de HCl o NaOH 0.1M, y conteniendo una
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concentracion constante de NaCl (0.04M). Se obtienen los resultados que
aparecen representados en la Figura V-5.

0.6

05

041

A 03

0.2

0.1

14

Figura V-5. Influencia del pH del portador para la
mezcla dcido ascorbico-paracetamol
(1) Acido ascorbico (2) Paracetamol

Tal y como se observa, la retencion sobre el soporte sélido es maxima para
el acido ascorbico utilizando un portador en el rango de pH comprendido entre
5.5-7 y en el rango 11-13 para el paracetamol. Teniendo esto en cuenta es posible
la resolucion de la mezcla utilizando dos portadores diferentes: (1) un portador
acido (pH=5.6) que permitiria la fijacion exclusiva del acido ascorbico, sin que
exista interferencia por parte del paracetamol; (2) un portador basico (pH=12.5)
que permitiria, tras una segunda inyeccion de muestra, la retencion del
paracetamol sin que exista interferencia alguna por parte del cido ascorbico.

El siguiente estudio llevado a cabo fue el de la influencia del pH de la
muestra, para lo cual se prepararon una serie de disoluciones mezcla con una
concentracion de 5 g ml' de paracetamol y 5 g ml™ de 4cido ascorbico, junto
con la cantidad adecuada de HCl 6 NaOH 0.IM para poder ajustarlas a un
determinado valor de pH. Inyectando un volumen de muestra de 600 M, se
comprobd que trabajando con un portador a pH=5.6 la muestra debe presentar
valores de pH comprendidos entre 3-10 para que no se produzcan diferencias
significativas en los valores de absorbancia; mientras que estos valores de pH
deben estar comprendidos en el rango 3-13 cuando se utiliza un portador a
pH=12.5. De acuerdo con los resultados obtenidos no es necesario un
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tamponamiento previo de la muestra, es decir, no es necesario un control estricto
de esta variable.

5.2.2. Naturaleza y concentracion de los portadores/eluyentes

Tal y como se ha ido exponiendo a lo largo de esta Memoria, para trabajar
a pH=5.6 la mejor opcion es buscar como portador una disolucién amortiguadora;
mientras que para pH=12.5, como portador se utilizara una disolucion de
electrolito ajustada a dicho valor de pH.

Trabajando con un volumen de inyeccion de 600 Wl y una concentracion de
acido ascorbico de 5 Mg ml', se probaron las siguientes disoluciones
amortiguadoras a pH=5.6: acido citrico/citrato sddico, HAc/NaAc, acido
succinico/succinato Na, acido maléico/maleato Na y KH,PO,/K,HPO,, con una
concentracion 0.1M para cada uno de ellos. De todas, los mejores resultados se
obtuvieron con la disolucion tampon HAc/NaAc.

Anélogamente, en la eleccion del portador para la determinacion de
paracetamol, se hicieron inyecciones de 600 Wl de una muestra con una
concentracion de 5 Mg ml' de paracetamol. En este caso se emplearon
disoluciones de diferentes sales de concentracion 0.1M ajustadas a pH=12.5. Los
electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCI, Na,CO,, HK,PO,, NaNO, y Na,B,0,.
De todos ellos, y al igual que en ocasiones anteriores, el NaCl proporciono los
mejores resultados.

En la optimizacion de la concentracion de ambas soluciones portadoras, las
muestras que se utilizaron presentaban la misma concentracion que las empleadas
en el estudio de la naturaleza del portador. Para obtener la concentraciéon optima
de las mismas, las concentraciones de HAc/NaAc y de NaCl se variaron entre
0.02-0.12M y 0.01-0.6M, respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran
en las Figuras V-6.1 y V-6.2, donde se representa también la anchura de picos.
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NUR (2) t (min) (1) A (2) tmin)
0.6 - 14 —43
!
0.4 v 13 i P
2
0.2 12 =41
o \ . L 1 0 | . I L L 0
0 0.04 0.08 0.12 o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Cr(M) [NaCl] (M)
Figura V-6.1. Efecto de la concentracion del Figura V-6.2. Efecto de la concentracion del
portador para dcido ascorbico en la mezcla portador para paracetamol en la mezcla

Como es usual en este tipo de sistemas el incremento de la concentracion
de portador hace disminuir, por un lado, la sefal analitica pues existe mayor
competencia de los iones del portador por los sitios activos del soporte solido vy,
por otro lado, la anchura de picos, lo que significa que se incrementa la
frecuencia de muestreo; por ello, como soluciéon de compromiso, adoptamos una
concentracion 6ptima de portador 0.04M de HAc/NaAc para la determinacion de
acido ascorbico y 0.05M de NacCl para la de paracetamol.

Ambas disoluciones portadoras actGian a la vez de ecluyentes,

respectivamente, no siendo por tanto necesario el empleo de disoluciones
adicionales destinadas a tal fin. Esto incrementa la frecuencia de analisis.

5.3. VARIABLES FIA

Se estudid la influencia de las variables FIA manteniendo constante las
variables quimicas en los valores anteriormente optimizados.

5.3.1. Caudal

Se realizo el estudio de la influencia del caudal en la respuesta del sensor
espectrofotométrico propuesto, para lo cual se fue variando la velocidad de giro

de la bomba peristaltica. Esta variable se estudio, obviamente, para los dos
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analitos. Se inyectaron 600 [l de disolucion de: a) acido ascorbico con una
concentracion de 5 g ml', y b) paracetamol con una concentracion equivalente.
Los resultados se representan en la Figura V-7.

0.8

08
2
0.2
o . . .
0 06 1 16 2
Caudal (ml/min)
FiguraV-7. Influencia del caudal
1) Acido ascorbico 2) Paracetamol

Como se ha ido repitiendo en el desarrollo de esta tesis doctoral, el hecho
de trabajar con un caudal muy bajo lleva consigo tiempos de residencia largos,
disminuyendo por tanto la frecuencia de muestreo. Para buscar una solucion de
compromiso que proporcione simultaneamente una sefial analitica alta asi como
una elevada frecuencia de muestreo, se ha seleccionado un caudal de 1 ml min’,
con el que la sefial apenas es menor que con 0.5 ml min', mientras que la
frecuencia de muestreo se incrementa notablemente.

5.3.2. Volumen de inyeccion

Este estudio se lleva a cabo conectando a la valvula de inyeccion bucles de
muestra de diferentes volimenes, y observando como se afecta la sefial analitica
al variar el volumen de muestra mientras permanece constante la concentracion
de analito inyectada. Las Figuras V-8.1 y V-8.2 muestran el efecto de esta variable
para una concentracion de 5 y 7 pg ml' de 4cido ascorbico y paracetamol,
respectivamente.
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1 1
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Figura V-8.1. Influencia del volumen de muestra Figura V-8.2. Influencia del volumen de muestra
para acido ascorbico para paracetamol

Para el acido ascorbico se encuentra una linealidad de la sefial analitica con
el volumen, hasta un valor de éste de 1000 pl. Lo mismo se puede decir para el
paracetamol, para el cual se comprueba como la sefial analitica deja de responder
linealmente respecto del volumen de muestra, aproximadamente, a partir de 800
Ml. En ambos casos la sefial deja de ser lineal a partir de un determinado
volumen, como era de esperar, a la vista de lo discutido en capitulos anteriores.
Se seleccionaron como volumenes de trabajo 300, 600 y 1000 pl. Con los
volumenes de inyeccion mas pequefios se consiguen altas frecuencias de
muestreo, en cambio, con voliimenes superiores ganamos en sensibilidad.
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5.4. RESUMEN DE LAS CONDICIONES SELECCIONADAS

A continuacién se enumeran las condiciones Optimas encontradas para el
sensor biparametro propuesto.

Acido ascorbico-Paracetamol

A (nm) 264
Soporte solido Sephadex QAE A-25

Nivel de soporte (mm) 12

Caudal (ml min”) 1
Volumen de muestra (f4l) 300, 600 y 1000
pH=5.6 pH=12.5

Portador/eluyente HAc/NaAc 0.04M NaCl 0.05M
pH de la muestra 3-10 3-13

6. CALIBRACION DEL SENSOR. PARAMETROS ANALITICOS

A continuacion se recogen los datos encontrados para la calibracion asi como
los pardmetros de calidad. Las variables quimicas y FIA se mantuvieron fijas en los
valores anteriormente optimizados.

6.1. Metodologia y calibracion del sensor

Para la determinacion de la mezcla paracetamol-acido ascorbico se utilizan
dos disoluciones portador/eluyente, siendo necesario por tanto una doble inyeccion
de muestra. Trabajando con la disolucion portadora HAc/NaAc 0.04M a pH=5.6, se
produce unicamente la fijacion del acido ascorbico a la vez que es eluido. Una vez
se haya ecluido éste, giramos la valvula de seleccion de la configuracion FIA para
que sea la disolucion portadora de NaCl 0.05M a pH=12.5 la que ponga la muestra
(una segunda inyeccion) en contacto con la microzona activa. Con esta nueva
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inyeccion se produce unicamente la retencion del paracetamol sobre el soporte
solido, seguida de su posterior elucion. De esta forma se calibra cada uno de los
analitos por separado a diferentes volimenes de muestra, midiendo los valores
correspondientes netos de los picos de absorbancia a una longitud de onda de 264
nm.

Una vez realizada la calibracion de cada analito, se obtienen las siguientes
rectas mediante ajuste por minimo cuadrados, que aparecen representadas en la
Figuras V-9.1y V-9.2.

v Acido ascérbico
X Volumen: 300 pl A=0.022 +0.0558c  r=0.9998
N Volumen: 600 pl A=0.008+0.0979c  1=0.9999
X Volumen: 1000 1~ A=0.011+0.1560c  r=0.9998

v Paracetamol
X Volumen: 300 pl A=0.033+0.0391c  1=0.9996
X Volumen: 600 pl A=0.003+0.0814c  1=0.9999
D Volumen: 1000 pl A =0.020 + 0.0995¢  r=0.9995

donde :
A: absorbancia
c: concentracion de analito (Lg ml™)
r: coeficiente de correlacion

10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
[ac. ascérbico] (ug/ml) [paracetamol] (ug/ml)

0 5

30 35

Figura V-9.1. Calibracion para dacido ascorbico  Figura V-9.2. Calibracion para paracetamol
1) 1000 ul  2) 600 1 3) 300 pl 1) 1000 w1 2) 600 1 3) 300 pl
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La concentracion problema de paracetamol o de acido ascorbico se obtiene
directamente a partir de su recta de calibrado correspondiente por interpolacion.

6.2. Parametros analiticos

En las Tablas V-1.1 y V-1.2 se muestran los parametros analiticos de cada
una de las calibraciones para el desarrollo del sensor, utilizando diferentes
voliimenes de muestra.

Tabla V-1.1. Parametros analiticos para dacido ascorbico en la mezcla
acido ascorbico-paracetamol

Parametro Acido ascérbico
300 pl 600 pl 1000
jl
Linea de calibrado
Ordenada en el origen (u.a.) 0.022 0.008 0.011
Pendiente (ml ig™) 0.0558 0.0979 0.1560
Rango lineal (g ml”) 1-20 0.5-10 0.2-7
Coeficiente de correlacion (r) 0.9998 0.9999 0.9998
Limite de deteccion (g ml”) 0.05 0.04 0.02
Limite de cuantificacion (g ml™") 0.15 0.13 0.06
RSDY(=10) 06 123 088
Frecuencia de muestreo (h™) 23 20 18
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Tabla V-1.2. Parametros analiticos para paracetamol en la mezcla

acido ascorbico-paracetamol

Parametro Paracetamol

300 pl 600 pl 1000 1

Linea de calibrado

Ordenada en el origen (u.a.) 0.033 0.003 0.020

Pendiente (ml ig™) 0.0391 0.0814 0.0995
Rango lineal (pg ml”) 2-30 1-12 0.5-10
Coeficiente de correlacion (r) 0.9996 0.9999 0.9995
Limite de deteccion (g ml™) 0.08 0.04 0.02
Limite de cuantificacion (g ml”) 0.25 0.15 0.08

RSDYEI) 123 L4109

Frecuencia de muestreo (h™) 30 26 24

Se observan sensibilidades bastante altas a pesar de estar resolviendo una
mezcla de analitos empleando una tUnica longitud de onda de 264 nm. Esto se
explica teniendo en cuenta que estamos midiendo la sefial analitica a una longitud
de onda muy proxima a los maximos de absorcion del paracetamol y el acido
ascorbico, que son 262 y 267 nm, respectivamente. Ademas, se ha desarrollado un
sensor que nos permite determinar simultaneamente mezclas de dos de los analitos
que mas frecuentemente aparecen en preparaciones farmacéuticas. La vida media
del sensor se estim6 en mas de 140 inyecciones de muestra. Los resultados
obtenidos en el estudio de la reproducibilidad y los limites de deteccion y
cuantificacion de los dos analitos, a diferentes volimenes de inyeccion, se recogen
en las Tablas V-2.1 - V-2.3y V-3.1 - V-3.3 (Apéndice).

7. INTERFERENCIAS
Hemos realizado un estudio de la interferencia que produce la presencia de

distintas concentraciones de especies extrafias sobre la respuesta del sensor
desarrollado. Se han estudiado posibles interferentes (especies que acomparfian
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normalmente a los analitos en estudio en las preparaciones farmacéuticas) del
acido ascorbico y del paracetamol.

Con un volumen de inyeccion de muestra de 600 WI, se trabaja con
disoluciones que para cada especie extrafia contienen 5 g ml” de paracetamol o
5 pg ml" de 4cido ascorbico. Los limites de tolerancia para las diferentes especies
ensayadas aparecen en la Tabla V-4.

Tabla V-4. Tolerancia del sensor biparametro a especies extranas
(determinacion de 5 pbg ml™ de 4cido ascorbico y 5 ig ml” de paracetamol)

Especies extrafias Tolerancia (jLg ml™)
([interferente]/[analito])

Acido ascorbico Paracetamol
Sacarosa, Glucosa, Lactosa >500° >200?
Efedrina >50° >50°
Acido glutamico 30 20
Paracetamol 20 -
Acido ascorbico - >20°
Cafeina 20 1
Acido acetil salicilico 20 1
Codeina 15 10
Acido citrico 6 5
Salicilamida 5 2
Acido salicilico 5 1
Sacarina 1.5 1

*Maxima relacion interferente/analito ensayada

Se aprecia un excelente nivel de tolerancia a cada una de las especies que
normalmente acompafian a la mezcla de paracetamol-dcido ascoérbico en las
preparaciones farmacéuticas. Las especies que pueden causar una mayor
interferencia (sacarina, cafeina, etc.) siempre aparecen en los farmacos en unas
relaciones muchisimo mas pequeiias que las toleradas en este sensor.
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La tolerancia a la presencia de paracetamol en la determinacion de acido
ascorbico, y viceversa, resulta ser muy satisfactoria. Se repiti6 de nuevo la
calibracion de cada analito en presencia de diferentes concentraciones del otro, para
conocer la influencia que producia en dicha calibracion. Los resultados obtenidos
para un volumen de inyeccion de 600 Wl, se muestran en las Tablas V-5.1y V-5.2.

Tabla V-5.1. Ecuacion de la recta de calibracion del acido ascorbico en presencia de
diferentes concentraciones de paracetamol

[Paracetamol] (Lg ml™) Ecuacion de la recta Coeficiente de
del Acido ascérbico regresion
0 A=0.008 + 0.0979¢ r=0.9999
5 A=0.009 + 0.0980c =0.9998
10 A=0.008 +0.0977¢ r=0.9996
20 A=0.008 + 0.0975c =0.9997

Tabla V-5.2. Ecuacion de la recta de calibracion del paracetamol en presencia de
diferentes concentraciones de dcido ascorbico

[Ac. Ascorbico] (Lg ml™") Ecuacion de la recta Coeficiente de
del Paracetamol regresion
0 A=0.003 + 0.0814c r=0.9999
5 A=0.004 + 0.0820c r=0.9995
10 A=0.003 + 0.0807c r=0.9998
20 A=0.005 + 0.0803c r=0.9998

Con objeto de comparar la igualdad de pendientes entre las rectas de
calibrado en ausencia y presencia del otro analito de la mezcla, se calcula el

parametro estadistico “s,,” (desviacion estandar de los residuos de y). Con este

x/y

“ 9

valor es posible estimar a continuacion el parametro “s,”, que permite determinar
los limites de confianza para la pendiente a partir de la expresion “b £¢5s,”, donde
el valor de “t” de Student se obtiene para un nivel de confianza del 95% y n-2
grados de libertad. Los resultados nos dan unos intervalos de confianza para las
pendientes de (0.0979 + 0.0007) para la recta de calibracion del 4cido ascorbico en
ausencia de paracetamol, y (0.0814 + 0.0012) para la recta de calibracion del
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paracetamol en ausencia de acido ascorbico. Se desprende que en todos los casos
los valores de las pendientes obtenidos (7ablas V-5.1y V-5.2) para la calibracion de
cada uno de los analitos, en presencia de diferentes concentraciones del otro analito
de la mezcla, quedan incluidos dentro del intervalo de confianza (P=0.05).

8. APLICACIONES ANALITICAS

La aplicabilidad del sensor propuesto se ha demostrado mediante su
aplicacion al andlisis de la mezcla paracetamol-acido ascorbico en:

X preparaciones farmacéuticas X mezclas sintéticas

También se ha aplicado a la determinacion de cada componente
individualmente en preparaciones farmacéuticas que contenian sélo uno de ellos.

8.1.1. Preparacion de las muestras

Todos los farmacos, excepto “Febrectal”, analizados fueron disueltos en
agua bidestilada y depositados en un bafio de ultrasonidos durante 10 minutos. En
todos los casos, el excipiente insoluble se separd por filtracion a través de filtro
Millipore de 0.45 pm, llevandose la disolucién a un volumen final de 100 ml.
Todas las disoluciones fueron diluidas adecuadamente antes de ser inyectadas en la
corriente del portador. En ningin caso se comprobd la existencia de efecto matriz,
excepto para el farmaco “Febrectal”, de forma que se aplicé el método de
calibracion directa para un volumen de inyeccion de 600 pl.

El farmaco “Febrectal” se presenta en forma de supositorios, por lo cual fue
necesario realizar previamente una extraccion liquido-liquido para la determinacion
de su contenido en paracetamol. Se disolvié en 50 ml de cloroformo pasandolo a
continuacion a un embudo de decantacion, en el cual se realizaron 4 extracciones
sucesivas cada vez con 25 ml de agua bidestilada a pH=10 (ajustado mediante
adicion de NaOH 0.1M), uniendo las cuatro soluciones acuosas y llevando a un
volumen final de 1 litro. Una vez hechas las diluciones adecuadas se observa efecto
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matriz, por lo que se aplica el método de adicién de patron utilizando un volumen
de inyeccion de 600 Wl

8.1.2. Determinacion de dcido ascorbico-paracetamol

8.1.2.1. En preparaciones farmacéuticas

La composicion de los preparados farmacéuticos analizados es la siguiente:

1. "Algidol" (Lab. Berenguer Infale), sobres
- Acido ascérbico: 500 mg
- Codeina: 10 g
- Paracetamol: 650 mg
- Sacarosa: 3.69 g
- Sacarina: 2.5 mg

2. "Veganin" (Lab. Warner Lambert Consumer Health), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 250 mg
- Codeina: 9.78 mg
- Paracetamol: 250 mg

3. "Febrectal" (Lab. Funk), supositorios
- Paracetamol: 300 mg
- Mucopolisacaridasas: 15 mg
- Pino silvestre, esencia: 30

4. "Frenadol" (Lab. Abello Farmacia), sobres
- Paracetamol: 650 mg
- Dextrometorfano, bromhidrato: 20 mg
- Cafeina, citrato: 30 mg
- Clorfenamina, maleato: 4 mg
- Acido ascérbico: 250 mg
- Sacarosa: 8.2 mg

5. “Fludeten” (Lab. Alter), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg
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- Codeina: 30 mg

6. “Fiorinal” (Lab. Sandoz), capsulas
- Paracetamol: 300 mg
- Acido Acetilsalicilico: 200 mg
- Cafeina: 40 mg

7. “Rinomicine” (Lab. Fardi), sobres
- Paracetamol: 400 mg
- Salicilamida: 200 mg
- Clorfeniramina, maleato: 4 mg
- Fenilefrina, clorhidrato: 6 mg
- Cafeina: 30 mg
- Acido ascérbico: 300 mg

8. “Apiretal” (Lab. Ern), gotas
- Paracetamol: 100 mg

9. “Propalgina limén” (Lab. Roche Nicholas), sobres
- Dextrometorfano, bromhidrato: 20 mg
- Paracetamol: 500 mg
- Pseudoefedrina, clorhidrato: 30 mg

10. “Duorol” (Lab. Pharmacia Upjohn), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg

11. “Termalgin” (Lab. Sandoz), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg

12. “Saldeva” (Lab. Roche Nicholas), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg
- Dimenhidrinato: 15 mg
- Cafeina: 50 mg

13. “Analgilasa” (Lab. Lasa), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg
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- Codeina: 10 mg
- Cafeina: 30 mg

14. “Cortafriol C” (Lab. Derly), sobres
- Paracetamol: 500 mg
- Pseudoefedrina, sulfato: 30 mg
- Acido ascérbico: 250 mg

15. "Redoxo6n" (Lab. Roche Nicholas), comprimidos efervescentes
- Acido ascérbico: 1000 mg
- Sacarina sodica: 20 mg
- Sacarosa: 1305 mg

16. "Citrovit" (Lab. Abello Farmacia), sobres
- Acido ascérbico: 1000 mg
- Sacarosa: 7090 mg
- Glucosa liquida (R.S): 599 mg
- Azucar invertido: 178 mg
- Otros excipientes: 10 g

17. "Cebion 500" (Lab. Merk), sobres
- Acido ascérbico: 500 mg
- Sacarosa: 420 mg
- Excipiente aromatizado (incluido 7 mg de sacarina sodica)

Los resultados obtenidos en la determinacién simultanea de ambos o, en su
caso, de uno de los analitos en cada medicamento analizado, se muestran en la
siguiente Tabla V-6.
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Tabla V-6. Determinacion de paracetamol y dc. ascorbico en preparaciones farmacéuticas

Farmaco Composicion (mg/unidad) Recuperacion + 0, (%)
Paracletamo AAc’id(') Paracetamol Af:idf)

scorbico ascorbico

Algidol 650 500 100.7+0.8  100.4+0.9
Veganin 250 - 99.3+0.7 -
Febrectal 3007 - 101 £1 -

Frenadol 650 250 99.6 £ 0.5 103 £1

Fludeten 500 - 99 +1 -
Fiorinal 300 - 101.4+£0.8 -

Rinomicine 400 300 100.4+0.2 101.4+0.6
Apiretal 100° - 98+ 1 -
Propalgina Limén 500 - 98.8+0.8 -
Duorol 500 - 100.3+0.7 -
Termalgin 500 - 98.9+0.6 -
Saldeva 500 - 98+1 -
Analgilasa 500 - 101.1+£0.5 -

Cortafriol 500 250 100.6+0.8  100.7+ 0.6

Redoxon - 1000 - 99.7+04

Citrovit - 1000 - 101.1+0.8

Cebion 500 - 500 - 99.2+£0.5

* Método de adicion de patron; ® por ml

Los resultados obtenidos por el método propuesto muestran una excelente
concordancia con los indicados por el fabricante, vistos los valores encontrados
para cada uno de los analitos en los preparados farmacéuticos.
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Se realizo un estudio de recuperacion para chequear la exactitud del método
propuesto. Para ello, se adicionaron cantidades conocidas de los analitos a
diferentes niveles de concentracion, sobre algunos preparados farmacéuticos
estudiados previamente. Los resultados obtenidos en esta recuperacion aparecen
reflejados en la Tabla V-7.

Tabla V-7. Estudio de recuperacion de paracetamol y dacido ascorbico en preparaciones
farmacéuticas

Muestra Acido ascorbico Paracetamol
Anadido/unidad  Encontrado® Anadido/unidad  Encontrado®
(mg) (mg) (mg) (mg)
Algidol 100 99.5+04 100 100 £ 1
200 200+ 1 200 199.1 £ 0.9
Frenadol 100 100+ 1 100 99.1+0.7
200 199+1 200 200.1 +£0.7
Rinomicine 100 99.5+0.7 100 98.7+0.9
200 201 £2 200 2002
Cortafriol 100 98.7+0.9 100 100+ 1
200 2011 200 2002

* Valor medio encontrado + desviacion estandar de tres determinaciones

8.1.2.2. En mezclas sintéticas

El sensor espectrofotométrico en flujo también fue aplicado a diversas
mezclas sintéticas preparadas a partir de disoluciones patron, utilizando un volumen
de inyeccion de 600 pl. Estas mezclas se encontraban en unas relaciones
paracetamol-acido ascorbico del orden 1:10 y 10:1, respectivamente; tal y como
muestra la Tabla V-8, las recuperaciones obtenidas se encuentran muy proximas al
100% para los dos analitos.

200



Sensor biparametro para acido ascorbico-paracetamol

Tabla V-8. Determinacion simultanea de paracetamol y dacido ascorbico

en mezclas sintéticas

Composicion de la mezcla

“Recuperacion + O,

e BBIW) i (G —

Paracetamol Acido Paracetamol Acido

ascorbico ascorbico

1 10 99.2£0.8 101.1+0.7

1 5 101 +1 100.2+0.3

10 1 99.0+£0.5 99.8+0.5

5 1 100 + 1 99.1+0.6
5 5 99.5+£0.2 100 + 1

2 7 100.2 + 0.4 100.7+0.9

*Media de tres determinaciones
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Multisensor para cafeina, acido acetil salicilico y paracetamol

1. INTRODUCCION

En los capitulos anteriores se han desarrollado sensores que responden a un
unico analito o que permiten la determinacion secuencial de dos analitos; en este
capitulo se aborda el desarrollo de un multisensor, capaz de determinar
simultaneamente tres componentes: cafeina (CF), acido acetil salicilico (AAS) y
paracetamol (PCT), mediante el uso de la técnica de calibracion multivariante de
regresion por minimos cuadrados parciales.

1.1. modelos de calibracion multivariante

La calibraciéon es la etapa del proceso analitico que permite relacionar la
sefal instrumental obtenida con la concentracion de la especie de interés. Solo si se
aplican buenos métodos de calibracion podran obtenerse resultados satisfactorios en

el analisis.

En los métodos desarrollados en capitulos anteriores se ha llevado a cabo, en
todos los casos, una calibracion univariante, esto es, se ha relacionado la
concentracion de analito con una Unica sefal instrumental (la absorbancia a la
longitud de onda de trabajo). Sin embargo, la instrumentacion actual permite
disponer de gran cantidad de informacién en un tiempo muy corto, pudiendo
obtenerse datos que implican dos o mas variables (sefiales multivariantes). Tratando
estos datos mediante métodos apropiados de analisis multivariante puede obtenerse
mucha mas informacion acerca de la muestra, lo que permite, por ejemplo, la
determinacion simultanea de varios constituyentes de la misma [1-4].

Se han propuesto distintos modelos de calibracion multivariante que
presentan diferencias en los requisitos del modelo a aplicar y en los calculos
realizados en la etapa de calibracion; los mas utilizados son:

- analisis multicomponente clasico (CLS)

- regresion inversa por minimos cuadrados (ILS)

- regresion por componentes principales (PCR)

- regresion por minimos cuadrados parciales (PLS)
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En todos los casos, el objetivo que se persigue es relacionar la matriz 4
formada por el conjunto de (n x p) respuestas instrumentales, correspondientes a los
p diferentes canales de medida, de los n patrones (conteniendo a los 7 analitos)
sobre los que se confecciona la matriz de calibracion (estos patrones deben cubrir el
rango de concentracion esperado para las muestras y medirse en las mismas
condiciones que los problemas) con la matriz C formada por las concentraciones
conocidas de los r analitos en las n disoluciones patréon. Este modelo, que se obtiene
en la etapa de calibracion, debe comprobarse con muestras conocidas en la etapa de
validacion, para finalmente, hacer uso de ¢l con el fin de calcular las
concentraciones de muestras cuya composicion es desconocida en la etapa de
prediccion.

Meétodos basados en el calculo de factores o componentes principales

Los dos primeros métodos (CLS y ILS) establecen relaciones entre los datos
espectroscopicos y las concentraciones basandose en la aditividad de las
absorbancias, determinada por el cumplimiento de la ley de Beer. La diferencia
entre ambos estriba en el disefio del modelo de calibracion; mientras que en el
modelo clasico (CLS) se expresa la absorbancia como una funcion de las
concentraciones, en el modelo de regresion inversa (ILS) son las concentraciones
las que se expresan en funcion de los datos espectrales. Sin embargo estos métodos
estan muy limitados [5], especialmente por problemas en la linea base, desviaciones
de la ley de Beer, interacciones entre los componentes y fuertes solapamientos
espectrales. Por ello, son los métodos basados en el calculo de los llamados factores
o componentes principales los mas adecuados para resolver estos problemas.

Estos métodos se caracterizan por calcular los factores o componentes
principales, que son combinaciones lineales de las variables originales del sistema
en estudio, para describir la matriz 4. Estos factores contienen diferente
informacion; los primeros explican un mayor porcentaje de varianza del sistema, es
decir, describen la mayor parte de las variaciones en los datos que forman la matriz
A, mientras que los ultimos describen variaciones en los datos que pueden ser
debidas a ruido o errores experimentales, por ello es fundamental, como ya se vera,
la seleccion del namero de factores que deben ser incluidos en el modelo.

La diferencia fundamental entre los modelos PCR y PLS consiste en que en
PLS durante la etapa de calibracion se utiliza la informacion referente a la matriz de
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concentraciones C, que se descompone también, mientras que en PCR tnicamente
se emplean los datos espectroscopicos (matriz 4).

Los métodos de calibracion multivariante han tomado gran importancia en
el analisis multicomponente, especialmente aquellos que utilizan PLS [6]. Este
método ya ha sido aplicado satisfactoriamente en fluorimetria [7],
espectrofotometria [8], infrarrojo cercano [9], analisis cinético [10], y valoraciones
acido-base potenciométricas [11]. El método de calibracion multivariante empleado
en la presente Memoria ha sido el de PLS, dado que es el que presenta mayor
robustez [8, 12], de forma que los parametros que definen o caracterizan el sistema
no se ven fuertemente afectados por el numero de muestras utilizadas en la etapa de
calibracion.

Este método fue introducido por H.Wold [13], adquiriendo gran aceptacion
en sus aplicaciones al analisis quimico. Existen dos planteamientos distintos que se
conocen como PLS-1 y PLS-2. En el algoritmo PLS-2 se calibran todos los
constituyentes a un tiempo, lo que a veces supone cierta pérdida de precision,
especialmente para mezclas complejas; en cambio, en PLS-1 se asigna un factor a
cada constituyente y se optimiza la matriz de calibracion para cada uno de ellos,
obteniéndose generalmente resultados mas precisos aunque el tiempo necesario es
algo mayor. En este trabajo hemos escogido PLS-1 ya que, como se vera mas
adelante, por la naturaleza del sistema no era aconsejable la calibracion para los tres
componentes a la vez, de modo que los intentos de aplicacion de PLS-2 no
arrojaron resultados satisfactorios.

1.2. Componentes de la mezcla

Como se ha indicado anteriormente, en este capitulo se aborda la resolucion
de una mezcla de tres componentes: cafeina (CF), acido acetil salicilico (ASA) y
paracetamol (PCT). Estas tres drogas aparecen frecuentemente asociadas en
preparaciones farmacéuticas comerciales, ya sea como combinaciones binarias o
ternarias. En todos los casos AAS y PCT aparecen en proporciones similares
mientras que la CF suele presentarse en cantidades muy inferiores, a veces hasta
doce veces menor que los otros dos componentes.

Las caracteristicas del dcido acetil salicilico y paracetamol ya han sido
expuestas en los Capitulos Il y 1V, respectivamente, donde han sido desarrollados y
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aplicados un sensor monoparametro para la determinacion indirecta de AAS, y
sensores biparametro para la resolucion de mezclas en las que el PCT es uno de los
analitos.

La cafeina es un alcaloide que proviene de plantas de amplia distribucion
geografica, y pertenece al grupo de las metilxantinas. La base de la popularidad de
todas las bebidas que contienen cafeina ha sido la antigua creencia de que las
mismas tenian acciones estimulantes y antisoporificas que elevaban el animo,
disminuian la fatiga y aumentaban la capacidad de trabajo. Los estudios
farmacologicos clasicos realizados durante la primera mitad de este siglo, han
confirmado estas creencias revelando que las metilxantinas, en general, poseen
ademas otras importantes propiedades farmacoldgicas, las cuales se aprovecharon
durante muchos afios en diferentes aplicaciones terapéuticas. Estas propiedades han
sido reemplazadas por agentes mas efectivos.

La cafeina es una xantina metilada. La xantina en si es dioxipurina y
estructuralmente tiene relacion con el acido urico. Su estructura es la siguiente:
o) CHy

>

La cafeina, presenta varias acciones farmacoldgicas de interés farmacéutico:

H3C

CHs

estimula el sistema nervioso central, actiia sobre el rifién para producir diuresis,
estimula el musculo cardiaco y relaja el musculo liso, especialmente el bronquial.
El envenenamiento mortal humano por ingestion de cafeina es raro [16]. Aunque la
emesis y las convulsiones son generalmente consecuencias prominentes de la
sobredosis de cafeina, ninguno de estos sintomas se observo por lo menos en un
caso de envenenamiento fatal.

La cafeina se absorbe facilmente después de su administracion oral, rectal o
parenteral. Se distribuye en todos los compartimentos corporales y atraviesa la
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placenta. Se elimina principalmente por su metabolismo hepatico. S6lo un 1% se
recupera en la orina sin cambios.

Las diversas acciones farmacolodgicas de las metilxantinas han encontrado
muchas aplicaciones terapéuticas. Asi, la cafeina se ha incorporado a numerosas
preparaciones de venta libre muy usadas en analgesia. Su uso como estimulante del
sistema nervioso central en el tratamiento de la sobredosis de barbitiricos u
opiaceos ha disminuido mucho. El acido acetil salicilico y el paracetamol se utilizan
como agentes analgésicos y antipiréticos. Normalmente aparecen asociados con
cafeina en muchos preparados farmacéuticos.

En general, se han realizado pocos estudios sobre determinacion simultanea
de analitos utilizando sensores espectrofotométricos en fase solida. En este capitulo
trataremos de aplicar dicha metodologia a la determinacién simultanea de estos tres
analitos, en combinacion con una calibracion multivariante (PLS) y deteccion UV.
Apenas existen antecedentes del desarrollo de sensores de este tipo. Se ha descrito
un sensor de este tipo en donde la mezcla de analitos a determinar esta formada por
paracetamol-dimenhidrinato-cafeina [17], siendo el gel de silice C,3 el soporte
solido sobre el que se produce la retencion de los analitos a diferentes tiempos.

Asimismo, existe un antecedente del empleo, en este tipo de sistemas, de
técnicas de multicalibracion que hagan uso de factores o componentes principales
(PCR o PLS). Se trata del multisensor desarrollado por Lacy y col. [18] que permite
la determinacion de fosfato y silicato mediante la formacion de heteropoliacidos al
mezclarse la muestra con un canal de heptamolibdato en un sistema de flujo
continuo, su retencion sobre la microzona sensora (formada por un lecho de silice
C,s) v la posterior formacion in situ de azul de molibdeno por reduccion con acido
ascorbico, que tiene lugar simultaneamente con la deteccion a 600 nm. Los datos se
analizan mediante regresion por minimos cuadrados parciales, pudiéndose
determinar fosfato y silicato en base a la diferente velocidad de reduccion de sus
heteropoliacidos. En este caso, el sensor permite la determinacion simultanea de
dos especies, basandose en el tratamiento de los datos, a pesar de tratarse de un
sensor monoparametro (ya que la medida se realiza a una sola longitud de onda).
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El que se propone en este Capitulo es un verdadero sensor multiparametro, ya
que se registra la absorbancia a multiples longitudes de onda (mediante un
espectrofotometro diodo-array), lo que permite la resolucion de la mezcla haciendo
uso de las diferencias tanto espectrales como cinéticas. Es decir, se tienen en cuenta
las caracteristicas espectrales de cada uno de los analitos sobre el soporte solido asi
como sus diferentes comportamientos cinéticos en el proceso de retencion-elucion
sobre dicha fase solida (se seleccionaron los espectros a dos tiempos adecuados en
los que las cinéticas de los analitos eran diferentes).

2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADA
2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a) Disoluciones patron de cafeina (MERCK), acido acetil salicilico
(FLUKA) y paracetamol (FLUKA) de 1000 pg ml', preparadas por
pesada directa y disolucion en agua desionizada haciendo uso de un bafio
de ultrasonidos. Las disoluciones patron de AAS y PCT eran preparadas
cada dos dias, debido a su baja estabilidad. A partir de éstas se
prepararon, diariamente, disoluciones de menor concentracion mediante la
adecuada dilucion.

b) Acido perclérico (PANREAC R.A.).

¢) Metanol (PANREAC R.A)).

d) Gel de silice C,5 de 55-105 pm de tamafio de particula (WATERS).

Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 pum.

2.2. Instrumentacion utilizada

a) Espectrofotometro MILTON ROY 3000 ARRAY controlado mediante
ordenador personal compatible 286, equipado con el programa
informatico de MILTON ROY Rapid Scan 2.01.

b) Programa informatico GRAMS 32 provisto de la aplicacion PLSplus/IQ
de GALACTIC.

c¢) Cubeta de flujo de cuarzo de 1 mm de paso de luz HELLMA 138-QS.

d) Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.
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e) Valvulas de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.

f) Balanza analitica METTLER AJ 100.

g) pH-metro digital CRISON, modelo Micro-pH 2002 provisto de un
electrodo de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.

h) Bafio de ultrasonidos SELECTA.

i) Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.

3. ESPECTROS EN DISOLUCION DE CAFEINA, ACIDO ACETIL
SALICILICO Y PARACETAMOL

Como se observa en la Figura VI-1, el amplio solapamiento de los espectros
de absorcion de CF, AAS y PCT, impide su determinacion por medidas espectro
fotométricas directas. Se aborda, por ello, la resolucion de la mezcla mediante
calibracion multivariante. Por otro lado, el uso de un soporte solido sobre el que los
analitos muestran un comportamiento diferencial en la cinética del proceso de
fijacion-elucion aporta mayor capacidad discriminante a la que, ya de por si,
presentan los métodos de calibracion multivariante, pues uno de los analitos, el
PCT, practicamente es retenido muy débilmente sobre el soporte solido,
diferenciandose asi su cinética respecto a la presentada por los otros dos analitos
(CF y AAS) que son mas fuertemente retenidos.

Longitud de onda (nm)

Figura VI-1. Espectros en disolucion
 [CF]=10 pg ml"'; — [AAS]=10pg ml'; --- [PCT]=10pg
ml!
pH=2; cubeta de 1cm de paso de luz
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4. CONFIGURACION FIA

La configuracion FIA utilizada se esquematiza en la Figura VI-2. El diametro
de todos los tubos empleados fue de 0.5 mm.

VI

E 1.2 ml min"

G

P 1.2 ml min® g Vs T
% @CF

l

D

Figura VI-2. Configuracion FIA
P: portador; E: eluyente; B: bomba; M: muestra; VI:
valvula de inyeccién; VS: valvula de seleccion; CF:
célula de flujo; D:desecho;
G: detector

5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES
Se procede al estudio de las variables, tanto quimicas como del sistema de

flujo, que influyen sobre la retencion de cada uno de los tres componentes sobre el
soporte solido, siguiendo la metodologia empleada en los capitulos anteriores.

5.1. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION
5.1.1. Caracteristicas de la célula de flujo

Se empled una célula de flujo Hellma 138-QS, esquematizada en el Cap. I1.
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5.1.2. Eleccion del soporte sdlido

Estudios preliminares de fijacion sobre diferentes soportes (Sephadex QAE
A-25, SP C-25, y gel de silice C,4) llevaron a la eleccion del gel de silice C,3 como
el soporte solido mas adecuado, por su gran capacidad de interaccion con los tres
analitos, ya que uno de los analitos, la CF, no era retenida por un cambiador
anidnico ni por uno cationico.

En cuanto al tamafio de particula, los requerimientos hidrodinamicos del
sistema y de transparencia a la radiacion llevaron a la eleccion del mayor tamaiio de
grano disponible comercialmente: 50-120 Km; tamafios inferiores creaban
problemas de sobrepresion o incluso no llegaban a permitir el paso del flujo a su
través. No se observaron desplazamientos apreciables de los maximos de absorcion
de estos compuestos al ser retenidos sobre el soporte. En las Figuras VI-3.1 - VI-3.3
se muestran los espectros de cada uno de los analitos retenidos sobre el soporte
solido, a dos tiempos diferentes medidos respecto del momento en que se inyecta la
muestra (configuracion FIA en Fig. VI-2).

Q=725

N t(1)=33s

250 260 270 280 290 300 310 320 330
Longitud de onda (nm)

Figura VI-3.1. Espectro de CF en fase solida
Portador: disolucion HCI 107 M; V;: 250 ul;
Caudal: 1.15 ml min™; [CF]= 5 g ml”
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1
o t(2)=81s
A

ol

o t(1)=33s

.

0250 26‘0 2;0 2é0 2;0 360 31‘0 32‘0 330

Longitud de onda (nm)
Figura VI-3.2. Espectro de AAS en fase solida
Portador: disolucién de HCI 10 M; V;: 250ul;
Caudal: 1.15 ml min™; [AAS]: 60 pg ml™
3
25
t(2)=38s
.
A

157

o

"l t)=295

DZSD 2é0 2%0 2é0 25‘)0 360 31‘0 32‘0 330

Longitud de onda (nm)

Figura VI-3.3. Espectro de PCT en fase solida
Portador: disolucion de HC1 10 M; V;: 250 ul;
Caudal: 1.15 ml min™'; [PCT]: 25 g ml”

5.1.3. Nivel de soporte solido en la célula de flujo

Se estudid para cada uno de los tres analitos la influencia que la altura de
soporte solido ejercia sobre la sefial. Los resultados se muestran en la Figura VI1.4.
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1.2
1k
o8l
A 08f 3
0.4l 1
2
o.2r
o . . .
5 1 16 20 26

Altura resina (mm)

Figura VI-4. Influencia de la altura de C,zen la célula de flujo
1) [CF]= 15 pg ml'; 2) [AAS]=75 pgml'; 3) [PCT]=30 g ml'; Portador: disolucion
de HCI1 10 M; Eluyente: metanol; V =250 pl; Caudal = 1.15 ml min™

inyeccion

Se observa que la maxima sefial se produce cuando se llena totalmente el
bulbo de la célula, cubriéndose totalmente el haz de luz (12 mm). En estas
condiciones todo el analito retenido se encuentra en la zona del soporte soélido
iluminada por el haz de luz, en el momento de efectuar la lectura.

5.1.4. Seleccion de las condiciones de medida

Empleando gel de silice C,; como soporte solido, se observa que CF y AAS
son fuertemente retenidos, mientras que el PCT se eluye con mayor rapidez por el
propio portador. En cada experiencia (trabajando con disoluciones individuales de
cada analito) se han registrado las sefiales a la longitud de onda del maximo de
absorcion de cada analito que son 275, 275 (hombro) y 250 nm para la CF, AAS y
PCT respectivamente. La medida se ha realizado una vez alcanzada la maxima

sefial de cada analito en el fiagrama correspondiente (absorbancia frente a tiempo).
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5.2. VARIABLES QUIMICAS
5.2.1. pH de la disolucion portadora

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia que sobre la sefial de cada
analito ejercia el empleo de portadores con diferentes valores de pH, ajustado con
HCI o NaOH, se muestran en la Figura VI-5.

Se observa que la CF es retenida en todo el intervalo de pH estudiado (1-12),
mientras que la retencion de AAS y PCT empeora notablemente a pH comprendido
entre 6-12 y 8-12 respectivamente, debido a procesos de desprotonacion. Dado que
la sefial debida al AAS muestra su valor mas alto a valores de pH inferiores a 2, y
puesto que es ésta la especie que presenta menor sensibilidad, se ensayaron valores
de pH inferiores a 2.

1.2

0.8

0.2

14

Figura VI-5. Efecto del pH del portador
1) [CF] =15 pg ml'; 2) [AAS] =75 pg ml™; 3) [PCT] = 30 pg ml!

Eluyente: metanol; V. =250 pl; Caudal = 1.15 ml min™!

inyeccion

Para conocer la influencia de la naturaleza del acido empleado en el
portador, se ensayaron diferentes acidos con objeto de proporcionar pH=1 al
portador: HC1, HNO,, H,PO, y HCIO,, sin encontrar diferencias sustanciales en la
respuesta del sensor. Sefiales ligeramente mas altas, se encontraron empleando
HCIO,, por lo que se escogio éste. Se probaron concentraciones entre 0.1-10.0 % de
HCIO,. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura VI-6.
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Figura VI.6. Efecto de la concentracion de HCIO,
1) [CF] = 15 pg ml™; 2) [AAS] = 75 pg ml'; 3) [PCT] = 25 pg ml”

Eluyente: metanol; V =250 pl; Caudal = 1.15 ml min™

inyeccion

En la grafica encontramos que la sefial decrece para concentraciones
superiores a 0.5 % (aproximadamente pH=1), aunque en el caso de AAS la sefal se
mantiene hasta un 5%. Se escogié como mas adecuada 0.5 % para evitar que la CF
empezase a ser eluida por el portador, efecto que empezaba a observarse por encima
del 1%.

También se probdo como portador metanol-agua en proporciones
comprendidas entre 1-20%, observandose que la sefial disminuia bruscamente,
debido a la accion de éste como eluyente, por lo que se decantd su empleo.

5.2.2. pH de la muestra

Se efectuaron inyecciones de los tres analitos, variando el pH de las

disoluciones inyectadas en el intervalo 1-12, con objeto de evaluar el efecto
producido en la sefial analitica. Los resultados se muestran en la Figura VI-7.
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Figura VI-7. Efecto del pH de la muestra
1) [CF] =15 pg ml'; 2) [AAS] =75 pg ml™; 3) [PCT] = 25 pg ml’!
Eluyente: metanol; V =250 pl; Caudal = 1.15 ml min™

inyeccion

En un amplio intervalo de pH, comprendido entre 1-9, no se observan
variaciones en la sefial, incluso para AAS que es la especie cuya fijacion se afecta
mas por el pH; este hecho indicaba que no era preciso tamponar la muestra, pues es
poco probable que el pH de las muestras en las que va a efectuarse el andlisis
(preparaciones farmacéuticas) esté fuera de ese rango.

5.2.3. Naturaleza del eluyente

Se ensayaron diferentes formas de lograr la desorcion de las especies
retenidas sobre el soporte solido: empleo de surfactantes y de diferentes disolventes
organicos, como acetonitrilo, etanol, metanol o acetona. Se probaron mezclas de
agua-disolvente organico, en rangos comprendidos entre 10 y 100%. Los mejores
resultados se consiguieron con metanol. Aunque el empleo de concentraciones de
¢éste entre 40-80% lograban una caida inicial de la sefial rapida, si se pretendia
lograr una total recuperacion de la linea base con rapidez era aconsejable el empleo
de metanol solo, por lo que fue éste el eluyente seleccionado.
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5.3.VARIABLES DEL SISTEMA DE FLUJO
5.3.1. Caudal
En la grafica de la Figura VI-8 se muestran los resultados obtenidos al

modificar el caudal (ml min') del portador cuando son inyectados voliimenes de
250 Wl para los tres analitos.
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Figura VI-8. Efecto del caudal sobre la seiial
1) [CF] =15 pg ml™"; 2) [AAS] = 75 pg ml''; 3) [PCT] = 25 pg'mL"

Eluyente: metanol; V =250 pl;

inyeccion

El efecto de esta variable, como ya se ha visto en capitulos anteriores, se
traduce en una disminucion de la sefial al aumentar el caudal. Como caudal de
trabajo, escogemos una solucion de compromiso, que se estima en 1.15 ml/min, con
objeto de obtener una buena sefial y una frecuencia de muestreo aceptable.

5.3.2. Efecto del volumen de muestra inyectado
Como ya se vio anteriormente en el desarrollo de otros sensores, la

posibilidad de incrementar la sefial analitica aumentando el volumen de muestra
inyectado es una herramienta de gran utilidad para ampliar el rango de
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concentraciones en el que es operativo el sensor. La Figura VI-9 muestra el
comportamiento de la sefial analitica, debida a los tres analitos, cuando se modifica
el volumen de muestra inyectado.
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Figura VI-9. Efecto del volumen de muestra inyectado
1) [CF] =5 pgml'; 2) [AAS] =20 pg ml'; 3) [PCT] =5 pg ml"
Eluyente: metanol; Caudal = 1.15 ml min™’

Se observa para los tres analitos, que existe una relacion lineal entre
absorbancia y volumen de muestra hasta un volumen correspondiente a 1500 I, a
partir del cual dicho incremento deja de ser lineal.

Hemos seleccionado 250 Wl como volumen de trabajo con objeto de obtener
una buena frecuencia de muestreo; en caso necesario, bastaria con hacer una
calibracion con un volumen de muestra mayor para poder acceder a un rango de

concentraciones menores, y viceversa.

6. FUNCIONES DE CALIBRACION DE LOS COMPONENTES
INDIVIDUALES

Antes de abordar la resolucion de la mezcla de los tres analitos
seleccionados, mediante el método de multicalibraciéon PLS, es necesario
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comprobar la existencia de una relacion lineal entre la sefial analitica empleada en
el calibrado, absorbancia en nuestro caso, y la concentracion de cada uno de los
analitos a determinar, para lo que se construyeron las funciones de calibracion del
sensor para cada uno de ellos por separado.

Utilizando las condiciones seleccionadas en el estudio de variables previo, se
inyectaron 250 Wl de disoluciones de distintas concentraciones de cafeina, acido
acetil salicilico y paracetamol, registrando la sefial a 275 (para los dos primeros
analitos) y 250 nm, respectivamente, longitudes de onda correspondientes al
maximo de absorcion de cada analito.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura VI-10.

0 . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracién (ug/ml)

Figura VI-10. Calibracion para los tres analitos
(1) CF; (2) AAS; (3) PCT; V, 1250 pl

inyeccion

Las ecuaciones de ajuste por minimos cuadrados son:

5 Ay =-0.005 +4.60-107%c r=0.9994
65 A, = 0.025 +7.22:10% r=0.9997
65 Aper=0.010 +3.10-10% r=0.9998

siendo:
A: absorbancia
c: concentracion de analito expresada en ug ml™

221



Capitulo VI

En todos los casos se observa una perfecta lincalidad en los rangos de
concentracion estudiados.

7. RESOLUCION DE LA MEZCLA MEDIANTE REGRESION POR
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES

El primer paso para la aplicacion del método de multicalibracién PLS es la
obtencion de la matriz de calibracion, conjunto de patrones que son mezclas de los
compuestos puros que constituyen el problema y que barren el intervalo de
concentraciones esperado en las muestras que después se van a predecir haciendo
uso de esta matriz. De cada patron integrante de la matriz se registra el espectro
completo a intervalos de 4.2 segundos, mientras que la inyeccion se hace a t=22
segundos desde el inicio del registro (con objeto de garantizar la estabilidad de la
linea base). Se registran una totalidad de 35 espectros para cada muestra inyectada.

Para ello, se preparan disoluciones patrén que son mezclas ternarias y
binarias, de los tres analitos, CF, AAS y PCT, de concentraciones comprendidas en
los rangos de linealidad previamente establecidos y elegidos al azar. También se
han incluido en dicha matriz, patrones que contienen Unicamente uno de los
analitos, al objeto de facilitar en la etapa de prediccion la deteccion de la ausencia
de mas de un componente. Estas disoluciones se inyectan y se registran los
espectros de absorcion entre 240-320 nm. Por debajo de 240 nm no se han
registrado los espectros porque el soporte solido es ya muy poco transparente,
produciéndose un gran aumento del ruido.

Dado que se habian registrado para cada muestra patron espectros a lo largo
del proceso de retencion-elucion, se construyeron 6 matrices de calibracion a
diferentes tiempos que contienen informacion diferente (25, 34, 42, 50, 55 y 59
segundos desde la inyeccion) con objeto de seleccionar la que conduzca a una
mejor resolucion de la mezcla. En las Figuras VI-11.1, VI-11.2 y VI-11.3, se
muestran ejemplos de tres inyecciones de CF, AAS y PCT respectivamente.
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Figura VI-11.1. Inyeccion de 5 g ml" de CF
V=250 ul
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Figura VI-11.2. Inyeccion de 30 pug ml" de AAS
V=250 pl
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Figura VI.11.3. Inyeccién de 25 g ml”’ de PCT
V=250 ul
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Deteccion de muestras erroneas

Se partio de 30 disoluciones patrén iniciales, cuya composicion (que se
establecio al azar) se muestra en la Tabla VI-1 con objeto de disponer de un amplio
rango de concentraciones de cada analito. De acuerdo con nuestra experiencia
previa en espectrofotometria en fase sélida, es sabido que un soporte sélido puede a
veces producir interaccion entre dos o mas analitos cuando éstos son retenidos, no
siendo por consiguiente lineal el comportamiento del sistema. Aparte, los efectos
tales como la dispersion de luz y la elevada absorcion de fondo debida a la fase
solida, también deben ser tenidos en cuenta. Por estas razones una matriz de
calibraciéon amplia con un elevado niimero de muestras patron (30 disoluciones
patrén) deberia modelar el sistema estudiado (siempre que se haga uso del soporte
solido). Asi conseguimos que, una vez eliminadas las posibles muestras erroneas, se
pueda disponer de un nimero adecuado de muestras.

La deteccion de muestras desechables se lleva a cabo a través del proceso
mediante el cual se calcula el PRESS, dejando sucesivamente, cada vez, una
muestra fuera de la calibracion. La diferencia entre la concentracion puesta y la
obtenida permite estimar si se trata de una muestra erronea. Lo que se hace es
calcular para cada muestra el valor de su residuo, obteniéndose el valor de la
desviacion estandar del conjunto de todos los residuos. Aquellas muestras cuyo
residuo es igual o mayor que tres veces la desviacion estandar del conjunto (valor
asociado a una probabilidad del 99%, en una distribucion normal de los datos) son
consideradas desechables. Este proceso se llevo a cabo para cada una de las seis
matrices utilizadas.
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Tabla VI-1. Disoluciones empleadas para construir las matrices de calibracion

Muestra Cafeina (jLg ml™) AAS (g ml?) Paracetamol (jLg ml™)
1 5 - -
2 15 - ---
3 --- 30 -
4 --- 100 -
5 - - 25
6 --- --- 40
7 10 20 -
8 5 100 -
9 --- 75 20
10 --- 50 30
11 - 50
12 --- 20
13 2 80 40
14 10 50 10
15 4 40 60
16 6 60 15
17 3 20 60
18 6 70 5
19 9 15 25
20 12 15 30
21 15 10 10
22 2 90 10
23 1 8 70
24 4 60
25 5 25 15
26 7 20 25
27 2 25 35
28 10 15 15
29 15 10 10
30 5 80 5
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Seleccion del numero optimo de factores

Los componentes principales o factores son combinaciones lineales de las
variables originales del sistema, cada factor contiene informacion diferente y
explica distinto porcentaje de varianza del sistema. En el proceso de calculo de los
factores, cada nuevo factor explica siempre una cantidad de varianza inferior al
anterior.

La seleccion del nimero de factores que finalmente seran utilizados para
modelar el sistema es un paso critico en PLS, pues podran ser excluidos del modelo
todos aquellos factores que contengan informacion irrelevante, como puede ser la
debida a ruido o errores experimentales. Si el nimero de factores elegido es
pequeiio el modelo resultante tendra una capacidad de prediccion pobre, pues
empleara un numero insuficiente de términos a la hora de modelar las variaciones
espectrales importantes para calcular la concentracion. Si por el contrario, el
numero de factores elegido es demasiado elevado puede llegarse incluso a modelar
el ruido del sistema, con lo cual el error de prediccion aumenta rapidamente.

Para determinar el ntimero 6ptimo de factores lo que se hace es predecir la
concentracion de cada una de las muestras patrones, empleando una matriz de
calibracion que contiene a todas las demas y excluye a ésta (validacion cruzada).
Asi se calcula el PRESS, suma de los cuadrados de los errores residuales de
prediccion:

PRESS = i: @ - ¢y
i=1

siendo, ¢, la concentracion calculada por el modelo, ¢ ;la concentracion tedrica de
analito en la muestra y n el numero total de muestras de la matriz de calibracion

El valor de PRESS nos da una medida de lo bien que una matriz de
calibracion predice la concentracion a medida que se va aumentando el nimero de
factores del modelo. Cuando al afiadir mas factores el error en las predicciones
disminuye, se habla de una situacion de infra-ajuste, pues no se estan considerando
suficientes factores para modelar los componentes de interés. Sin embargo, llega un
momento en que el PRESS alcanza un minimo y comienza a ascender de nuevo.
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Esto sucede cuando se empiezan a incluir factores que contienen ruido, lo que se
conoce como sobreajuste. Para obtener el mejor modelo deberia elegirse el nimero
de factores que proporciona el PRESS minimo, aunque, en este caso ya suele
presentarse sobreajuste.

Una solucion a este problema fue propuesta por Haaland y Thomas [19].
Consiste en comparar los valores de PRESS, para cada niimero de factores, con el
minimo valor de PRESS obtenido, seleccionando como optimo el modelo con
menor nimero de factores, tal que su valor de PRESS no sea significativamente
mayor que el PRESS minimo. Esta comparacion se realiza utilizando el parametro
estadistico F, definido como la razon entre el valor mas pequefio obtenido para el
PRESS y los distintos valores obtenidos empleando otro numero de factores. Como
nivel de probabilidad se selecciona el que Haaland y Thomas estimaron
empiricamente como una buena solucion, el 75 %.

Normalmente la naturaleza de los factores se desconoce; si exceptuamos los
relacionados directamente con la concentracion de los constituyentes, en general, se
pueden atribuir a variaciones espectrales, ya sean de origen instrumental no
aleatorio o quimico. Actualmente se investiga sobre la interpretacion de la
informacién contenida en los factores mediante analisis de componentes
principales.

En las Tablas VI-2.1 - VI-2.6 del Apéndice, se muestran los resultados
obtenidos para cada una de las matrices estudiadas, correspondientes a diferentes
tiempos. En las Figuras VI-12.1, VI-12.2 y VI-12.3 se representan, para cada
componente, los valores de PRESS obtenidos a partir de las diferentes matrices.
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Figura VI-11.1. Valores de PRESS para CF
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Figura VI-12.2. Valores de PRESS para AAS
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Figura VI-12.3. Valores de PRESS para PCT

Calidad de ajuste del modelo

La estimacion del grado de ajuste entre los valores teoricos y los calculados
por un modelo se realiza a través de distintos parametros estadisticos. En la
presente Memoria se ha hecho uso de los siguientes:

- Coeficiente de determinacion (R’): permite la estimacion de la bondad del
ajuste de los datos a la regresion lineal. Viene dado por la siguiente expresion:

ﬁ?l @, - o
ﬁ?l , - o

R2

siendo, ¢ la concentracion calculada por el modelo, ¢ la concentracion tedrica de
analito en la muestra, ¢ la media de las concentraciones teoricas y n el nimero de
muestras patron empleadas en la calibracion.
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- Desviacion estindar media residual (RMSD): es un parametro indicativo
del error medio cometido en el analisis. Viene dado por la raiz cuadrada de la media

de cuadrados del error:

0.5
rusD - 1LY @ - ey

n -1

teniendo ¢ , ¢; y n el mismo significado que en la ecuacion anterior.

- Error relativo de prediccion : permite estimar la capacidad de prediccion
del método para cada componente. Se calcula como la raiz cuadrada de la media del
cuadrado de los errores cometidos en la prediccion de cada componente, expresada
como un porcentaje de la media de las concentraciones teoricas.

REP) = 10 11 3 ¢, - e
c n ;-1

- Criterio de informacion de Akaike (AIC). Se calcula:

RMSD?

AIC = n ln ( ) + 2m

siendo 7 el n° de factores y m el n° de muestras empleadas. El modelo mas
adecuado sera aquel que nos dé un valor mas bajo de AIC [20].

En las Tablas VI-3.1, VI-3.2 y VI-3.3, se recogen, para los tres componentes
(CF, AAS y PCT, respectivamente), los valores de los parametros estadisticos
relacionados con la calidad del ajuste del modelo para las 6 matrices utilizadas,
indicandose también el numero de factores 6ptimo en cada caso.
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Tabla VI-3.1. Parametros estadisticos de las matrices optimizadas para CF

Tiempo (s) Matriz  N° Factores R? RMSD AIC REP
47 1 1 0.1497  4.4025 -11.10  64.42
56 2 3 0.7208  2.5268 -40.41 36.97
64 3 12 0.8857  1.8565 -40.91 27.16
72 4 12 0.9200  1.4847 -54.32  21.72
76 5 5 0.8568  1.9667 -51.45 28.78
81 6 7 0.9711  0.5034 -129.21 7.36

Tabla VI-3.2. Pardametros estadisticos de las matrices optimizadas para AAS

Tiempo (s) Matriz  N° Factores R? RMSD AIC REP
47 1 4 0.5711  21.8379 9098  51.74
56 2 7 0.8215 13.9748  70.19  33.11
64 3 9 0.9550  6.4111 2744  15.19
72 4 2 0.7985  14.7229  63.32  34.88
76 5 5 0.8791 11.9850  56.98  28.40
81 6 5 0.9901  2.5780  -35.21 6.10

Tabla VI-3.3. Pardmetros estadisticos de las matrices optimizadas para PCT

Tiempo (s) Matriz  N° Factores R? RMSD AIC REP
47 1 10 0.9648  3.1688 -12.83 11.10
56 2 4 0.9229  5.6628 9.99 19.84
64 3 4 0.9312 5.4371 7.56 19.05
72 4 1 0.1266  19.6444  78.63  68.82
76 5 1 0.1547 19.2553 7743  67.47
81 6 1 0.1816  18.9628  76.51  66.49
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A la vista de estos resultados, podemos concluir que no es posible determinar
con un error de prediccion aceptable los tres analitos a un mismo tiempo, es decir,
utilizando una Uinica matriz. Los mejores resultados para paracetamol se obtienen
utilizando la matriz 1, mientras que para cafeina y acido acetil salicilico, el menor
valor de REP se consigue con la matriz 6, esto es, cuando dichos analitos han
alcanzado el maximo de absorbancia sobre el soporte solido y el paracetamol se ha
eluido. Con estas matrices se consigue también el valor de AIC mas bajo. En estas
condiciones, es posible la determinacion de AAS y CF, con errores relativos de
prediccion del orden al 6 y 7% respectivamente; por otro lado, el error relativo de
prediccion del PCT es un poco mas elevado, posiblemente debido a la variabilidad
que introduce su rapida elucion del soporte sélido. Hay que resaltar que el hecho de
que sean necesarias dos matrices, a diferentes tiempos, para la resolucion de la
mezcla de los tres analitos, no supone la realizacion de experiencias diferentes ya
que los tres se determinan con una Unica inyeccion de muestra.

En las condiciones operatorias descritas el sensor posee una vida media
superior a 200 inyecciones.

8. DETERMINACION SIMULTANEA DE CAFEINA, PARACETAMOL
Y ACETIL SALICILICO EN MEZCLAS SINTETICAS

La determinacion de los tres analitos en mezclas sintéticas se realiza
utilizando el multisensor propuesto empleando las matrices de calibracion 1
(compuesta por 28 muestras patron, ya que se rechazaron las muestras 8 y 15) para
PCT, y 6 (compuesta por 27 muestras patron, ya que fueron rechazadas 8, 9 y 30)
para CF y AAS. El resto de las matrices no han sido utilizadas para la
determinacion de los analitos debido a los elevados errores de prediccion que
proporcionan.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI-4, donde se incluyen

muestras de mezclas tanto ternarias como binarias. El valor encontrado en todos los
casos es media de tres determinaciones.

232



Multisensor para cafeina, acido acetil salicilico y paracetamol

Tabla VI-4. Mezclas sintéticas

Cafeina (jLg ml™) AAS (g ml?) Paracetamol (jLg ml™)
Muestra Rect 0 Rect G Rect G
Cpuesta Cencon o ' puesta Cencon o ! Cpuesta Cencon o '

(%) (%) (%)

1 10.00 9.72 97+5 25.00 2551 102+4 10.00 10.10 101+£3

2 5.00 4.64 93+1 40.00 41.18 103+3 20.0 19.69 98 +3
3 3.00 3.23 107 £2 75.00 77.58 103+2 20.0 19.68 98 +2
4 8.00 8.41 1051 50.00 52.03 104=+2 8.00 8.14 102£2

5 15.00 14.02 94+3 1500 1632 109+2 10.0 10.03 100 £ 4
6 15.00 14.42 96 + 4 20.00 21.40 107+6 30.00 32.56 108 £1
7 10.00 10.18 102 +1 40.00 42.19 105+3 20.00 21.14 106 £2
8 2.00 1.90 95+2 50.00 54.19 108+1 50.00 44.90 90 +3
9 5.00 5.32 106 £ 6 60.00 60.35 100+2 40.00 37.77 94 +3
10 6.00 5.82 97+3 60.00 59.19 99 +2 15.00 15.06 100 £2
11 2.00 1.90 95+3 25.00 23.82 95+3 35.00 32.60 93+4
12 10.00 9.96 100 £2 12.00 11.90 99+5 50.00 5343 107 £2
13 15.00 15.00 100£5 15.00 14.59 97+2 50.00 48.82 98 +2
14 7.00 7.39 105+£2 50.00 46.86 94 +1 30.00 32.63 109+3
15 10.00 10.01 100 £ 1 20.00 20.01 100+6 30.00 27.79 93+1
16 4.00 4.27 107£5 40.00 39.22 98 +2 45.00 45.18 100£6

17 15.00 15.02 100 £ 4 --- 2.12 --- --- 0.29 -
18 5.00 4.59 92+6 100.00 91.68 9245 --- 0.17 -
19 --- 0.56 --- 100.00  86.52 87=+3 20.00 17.97 90+ 1
20 --- -0.20 --- --- -2.89 --- 30.00 30.59 102+£2

En estas mezclas sintéticas los porcentajes de recuperacion se encuentran
comprendidos entre el 92% y el 107% para CF, 92% y 109% para AAS y entre 90%
y 109% para PCT, resultados que pueden considerarse satisfactorios, teniendo en
cuenta las caracteristicas del sistema propuesto.
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9. DETERMINACION SIMULTANEA DE CAFEINA, PARACETAMOL
Y ACIDO ACETIL SALICILICO EN PREPARACIONES
FARMACEUTICAS

Se ha llevado a cabo la determinacion de los tres analitos mediante el uso del
multisensor propuesto, en las siguientes preparaciones farmacéuticas:

1. “Aspirina” (Lab. Bayer), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 500 mg

2. “Tromalyt” (Lab. Madaus Cerafarin), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 300 mg
- Sacarosa: 23 mg

3. “ Apiretal” (Lab. Ern), comprimidos
- Paracetamol: 100 mg
- Sacarina: 5 mg

4. “ Cafiaspirina” (Lab. Bayer), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 500 mg
- Cafeina: 50 mg

5. “Analgilasa” (Lab. Lasa), comprimidos
- Paracetamol: 500 mg
- Cafeina: 30 mg
- Fosfato de codeina: 10 mg

6. “Veganin” (Lab. Parke Davis), comprimidos
- Paracetamol: 250 mg
- Acido acetil salicilico: 250 mg
- Fosfato de codeina: 10 mg

7. “Actrén Compuesto” (Lab. Bayer), comprimidos
- Paracetamol: 133 mg
- Acido acetil salicilico: 267 mg
- Cafeina: 40 mg
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8. “Neocibalena” (Lab. Zyma Farmacéutica), comprimidos
- Paracetamol: 150 mg
- Acido acetil salicilico: 200 mg
- Cafeina: 50 mg

9. “Cerebrino Mandri” (Lab. Mandri), polvos
- Paracetamol: 200 mg
- Acido acetil salicilico: 250 mg
- Cafeina: 20 mg

A la composicion indicada debe anadirse siempre el excipiente, cuya
naturaleza no se indica en la composicion descrita por el fabricante.

9.1. Preparacion de las muestras

Los comprimidos fueron finamente molturados en mortero de agata y
disueltos en agua desionizada con ayuda de un bafio de ultrasonidos (10 min). El
excipiente insoluble se separ6 por filtracion a vacio a través de un filtro de 0.45
pMm. En todos los casos se llevo a un volumen de 500 ml. A partir de esta disolucién
se prepararon, mediante adecuada dilucidn, las que se inyectaron en el sistema de
flujo.

9.2. Determinacion de paracetamol, cafeina y dcido acetil salicilico

En la Tabla VI-5 se resumen los resultados de recuperacion de los tres
analitos, para cada uno de los fAirmacos estudiados.
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Tabla VI-5. Preparaciones farmacéuticas

CF (pg ml™) AAS (ug mlh) PCT (g ml™)
Farmaco Recup+o Recup+o Recup+o
G R
(%) ° (%) (%)

1 - - - 50 48.9 98 +4 - - -
2 - - - 300 2726 91+3 - - -
3 - - - - - - 100 94.6 95+2
4 50 524  105+3 500 543.0 108+5 - - -
5 30 350 116+4 - - - 500 4770  95+2
6 - - - 250 282.0 112+4 250 220.5 88+3
7 40 373 93+6 267 2744 103+2 133 1128 857
8 50 554 110+3 200 1774  89%6 150 1324 88+5
9 20 182 91«5 250 2377 95+2 200 204.5 102+2

Los resultados de recuperacion podemos considerarlos satisfactorios respecto
al valor indicado por el fabricante, oscilando éstos entre 91-116 % para cafeina, §9-
112 % para 4cido acetil salicilico, y 85-102 % para paracetamol.
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1. INTRODUCCION

Los animales alimentados con dietas purificadas suplementadas con
concentraciones de tiamina y riboflavina no muestran un crecimiento satisfactorio y
desarrollan una dermatitis caracterizada por el enrojecimiento e hinchazon de las
extremidades. Este estado, denominado acrodinia, se previene por adicion de
levadura a la dieta y en su dia se atribuy06 a la carencia del complejo vitaminico B
de la fraccion hidrosoluble. El aislamiento de esta vitamina, que se llevo a cabo en
el afio 1938, pudo conseguirse a partir de la levadura y del salvado del arroz. Se
designd especificamente como vitamina By, y se le dio el nombre comun de

piridoxina.

En ese afio la vitamina se aislé en forma cristalina y pura, como clorhidrato,
en cinco laboratorios diferentes. En 1939 la piridoxina fue sintetizada casi
simultaneamente por el grupo de la Compafiia Norteamericana “MERCK” y por
Kuhn.

R
HO
X — CH20H
HC N/

R: CH,OH (piridoxina);
CHO (piridoxal);
CH,NH, (piridoxamina)

Snell y col. [1] demostraron la existencia de otros compuestos con mayor
actividad vitaminica B, que el piridoxol en algunas bacterias productoras de acido
lactico. Estos compuestos se identificaron como piridoxal y piridoxamina, y su
constitucion se comprobo6 por sintesis.

La piridoxina es la 4,5-di(hidroximetil)-3-hidroxi-2-metilpiridina y se ha
llamado piridoxol. Su estructura se establecidé a partir de pruebas quimicas y
espectroscopicas [2], en particular el espectro ultravioleta, que fue similar al de
diversas 3-hidroxipiridinas. La metilacion del grupo fendlico y la oxidacion con
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permanganato del producto al acido dicarboxilico sirvid para localizar los grupos
hidroximetileno sobre las posiciones 4 y 5, en base a un ensayo coloreado
caracteristico (FeCl,), que no dan las 2- ni las 6-carboxipiridinas. La sintesis del
diacido confirmo el ensayo y localizo el grupo C-metilo sobre la posicion 2.

En el hombre, las tres piridoxinas (nombre general para estos compuestos)
son facilmente interconvertibles y tienen la misma actividad. En la célula, el
piridoxal y la piridoxamina estan presentes en el coenzima como los
correspondientes S-fosfatos. Una quinasa dependiente de ATP fosforila las tres
piridoxinas y se forma piridoxal-5-fosfato tanto a partir de piridoxol-5-fosfato como
de la piridoxamina-5-fosfato, por medio de una oxidasa. El piridoxal o su 5-fosfato,
aunque son estables cuando son puros, pueden destruirse facilmente si forman parte
de una mezcla, ya que la funcién aldehido puede reaccionar con aminoacidos,
aminas y grupos sulfhidrilo, especialmente si hay iones de metales pesados en el
medio. Por lo tanto, la coccion de los alimentos da lugar a una pérdida considerable
de actividad vitaminica By.

La actividad B4 puede valorarse enzimaticamente mediante la glutamato-
aspartato aminotransferasa, microbiologicamente, utilizando numerosos
microorganismos, y quimicamente por medio de técnicas colorimétricas, espectro
fotométricas y fluorimétricas. También puede valorarse bioldgicamente, utilizando
pruebas con animales sometidos a dietas purificadas, pero el proceso es largo y
costoso y, consecuentemente, no se utiliza con frecuencia. La dificultad principal de
los restantes métodos estriba en la estimacion exacta de la actividad By, ya que la
extraccion cuantitativa de las piridoxinas de las mezclas, especialmente de la
sangre, no siempre es posible.

Esta clara la necesidad de piridoxinas en la nutricion humana. Los individuos
con deficiencias inducidas por antagonistas, como el 4-desoxipiridoxol, presentaron
lesiones en los ojos, nariz y boca similares a las observadas en las carencias de
riboflavina y niacina, junto con una discrasia sanguinea. Los nifios sometidos a un
aporte restringido de piridoxol desarrollan alteraciones nerviosas, que se corrigen
con una terapia a base de piridoxol. Una prueba sensible para la determinacion
temprana de deficiencias de vitamina B se basa en el nivel de acido xanturénico en
orina, como resultado de una disminuciéon de la actividad cinurenidasica (el
coenzima es el piridoxal fosfato). La cinurenina se convierte normalmente en acido
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cinurénico, pero en casos de deficiencia de vitamina B, el metabolismo se desvia
para formar acido xanturénico.

Los requerimientos diarios de piridoxol se estiman entre 1 y 2 mg; puesto que
se encuentran ampliamente distribuido en la carne, higado, verduras, huevos y
cereales sin moler, las dietas corrientes suplen su necesidad. Sin embargo, durante
el embarazo y cuando se administra la hidrazida del acido isonicotinico como
antituberculoso, se requiere una cantidad mayor.

La fluorimetria es una de las técnicas mas utilizadas para la determinacion de
pequeiisimas cantidades de moléculas organicas e inorgénicas, debido a su elevada
sensibilidad. De hecho, en gran ntimero de ocasiones es el método oficial
recomendado para la determinacion de diversas sustancias con caracter
farmacologico [3]. El FIA ha sido utilizado en conjuncioén con esta técnica de
deteccion para medir la fluorescencia nativa de diferentes analitos: 9-aminoacridina
[4], tartrato de ergotamina [5], sulfanilamida, sulfaguanidina y sulfametazina [6] y
oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina [7].

Ademas, sustancias que no presentan fluorescencia o que presentan muy
poca, son sometidas a reacciones de derivacidon que permitan su transformacion en
compuestos fluorescentes que posteriormente pueden ser determinados por
metodologia FIA. Asi, el acido ascorbico puede ser oxidado por cloruro de
mercurio (II) [8], el i6n cuprico es utilizado como oxidante para la determinacion de
cisteina y cistina [9], y piridoxal o su derivado 5-fosfato pueden determinarse por
oxidacioén con cianuro [10].

Se han descrito algunos métodos espectrofotométricos para la determinacion
de piridoxina [11-12, 23] o determinacién simultanea de mdltiples vitaminas
incluida la B [13-16]. En cambio, solo se ha encontrado un método fluorimétrico
FIA para la determinacion de esta vitamina [17].

En este capitulo se desarrolla y aplica un sensor fluorimétrico en flujo para
piridoxina basado en: a) la retencion transitoria de ésta, en forma catidnica, sobre
una resina de intercambio cationico ubicada en el interior de una c¢lula de flujo
convencional para fluorimetria; b) la medida de su fluorescencia nativa en la fase
solida; y ¢) su elucion del soporte por el propio portador.
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Sélo se han encontrado en bibliografia tres sensores fluorimétricos de flujo
para principios activos en farmacos: uno para la determinacion de riboflavina [18]
basado en un principio similar al que aqui aplicamos, pero que posee menor
selectividad (emplea gel de silice C,; como soporte), necesita ademas de una etapa
de elucién y trabaja con menor frecuencia de muestreo; y otros dos sensores para la
determinacion de vitdmeros de la vitamina B,. Se ha propuesto un sensor
fluorimétrico para determinar piridoxal [19], basdndose en la formacion de un
complejo con Be(Il) y posterior retencion sobre gel de silice C,;. Asimismo, esta
reaccion es la base para la construccion de un multisensor secuencial que permite la
resolucion de mezclas de piridoxal, piridoxal 5-fosfato y acido piridoxico mediante
espectrofluorimetria sincronica derivada [20], siendo para ello necesario el uso de
dos portadores a pH 7.9 y 9.9. En estos dos sensores también es necesario el uso de
una etapa de elucion, produciéndose por tanto una disminucion en la frecuencia de
muestreo.

2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADAS
2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a) Disolucion patron con una concentracion de 1000 g ml™ de clorhidrato
de piridoxina (FLUKA). La disolucion patréon es estable durante al menos
dos semanas, a una t* de 5° C. A partir de ésta se preparan disoluciones de
menor concentracion mediante la adecuada dilucion con agua bidestilada.

b) Resina de cambio ionico Sephadex SP C-25 (ALDRICH), en ciclo H"
utilizada sin tratamiento previo.

¢) HC14M (PANREAC R.A.) y NaOH 4M (PANREAC R.A.).

d) Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCl, Na,CO,, HK,PO,, NaNO,
y Na,B,0, 0.05M en el cation (PANREAC R.A.).

e) Disoluciones amortiguadoras: acido tartarico/tartrato Na y acido
citrico/citrato Na 0.05M (PANREAC R.A.).

Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 pm.
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2.2. Instrumentacion empleada

a) Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 controlado por ordenador
personal compatible 386, y provisto de:
- Lampara de descarga modulada por Xenon de 20 kW.
- Monocromadores Monk-Gillieson con intervalo de longitud de onda de
200 nm a 800 nm para excitacion y de 200 a 900 nm para emision.
- Patron de calibracion. Agua certificada Perkin-Elmer.
- Fotomultiplicador Gated.
- Fluorescence Data Manager Software, version 2.50.
b) pH-metro digital Crison, modelo Micro-pH 2002 provisto de un electrodo
combinado de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.
¢) Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.
d) Balanza analitica METTLER AJ 100.
e) Cubeta de flujo de cuarzo de 1.5 mm de paso de luz, HELLMA 176-QS.
f) Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.
g) Valvula de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.
h) Bafio de ultrasonidos SELECTA.
i) Tubo de teflon de 0.8 mm de didmetro interno.
j) Termostato P. SELECTA. Frigiterm 6000, 382.
k) Programa informatico GRAMS 32, de GALACTIC.

ESPECTROS DE EXCITACION Y EMISION EN SOLUCION
ACUOSA Y FASE SOLIDA

Se registraron los espectros de excitacion y emision de la piridoxina, tanto

en disolucion acuosa como en fase resina a pH=3, que es el pH optimo para el

desarrollo del sensor. Para registrar los espectros se utilizé una cubeta Hellma 176-

QS (Figura VII-1), que posee 1.5-mm de paso Optico, en la que se ubico la resina

Sephadex SP C-25 tal y como se indica (cuando se hicieron los espectros en fase
solida).
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Salida I
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Figura VII-1. Célula de flujo Hellma 176-0OS

3.1. Espectro de luminiscencia total

En espectrofluorimetria, para conseguir una descripcion completa de las
caracteristicas fluorescentes de un determinado compuesto, se requiere un espectro
de luminiscencia total. Se trata de un espectro tridimensional donde se representa:
la intensidad de fluorescencia relativa en funcion de la longitud de onda de
excitacion y de la longitud de onda de emision. Este espectro nos permite tener una
vision global del comportamiento fluorescente del sistema y a partir de él podemos
elegir las caracteristicas espectrales optimas.

El espectro de luminiscencia total contiene n espectros individuales
superpuestos. En nuestro caso, la obtencion de los mismos ha sido posible gracias a
la comunicacidén, via puerto serie (RS-232 C), establecida entre el
espectrofluorimetro y un ordenador tipo PC, y a un programa de recogida y
tratamiento de datos y presentacion tridimensional (GRAMS 32). Para la obtencion
del espectro de luminiscencia total en disolucion de la piridoxina, se inyectd 1000
Ml de una disolucion de ésta (pH=3) con una concentracion de 1 g ml’, en la
célula de flujo Hellma 176-QS. A continuacion, con el flujo detenido, se procedio
al registro del espectro en las siguientes condiciones:
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- Intervalo de emision: 350-500

- Intervalo de excitacion: 200-320

-AA,.:4nm

- Rendijas de excitacion y de emision: 2.5 y 5 nm
- Numero de barridos: 30

El resultado se muestra en la Figuras VII-2A y VII-2B.

300

200
IFR
100~

— 300

— 250 Excitacién

350

Emision

Figura VII-2A. Espectro de luminiscencia total (tridimensional) de la piridoxina en
disolucion
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200

150
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0
200 22‘0 2“\0 ZéD Zéo 360 320
Excitacion

Figura VII-2B. Espectro de luminiscencia total (tridimensional) de la piridoxina en
disolucion
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3.2. Topograma

Un segundo método para representar los espectros de luminiscencia total es
mediante curvas de nivel o topogramas. Esta posibilidad también esta
contemplada en las opciones del programa informatico GRAMS 32. Los dos ejes
normales representan las longitudes de onda de excitacion y de emision, mientras
que las intensidades se expresan con una serie de curvas de nivel. Este sistema
presenta como ventaja fundamental la posibilidad de determinacion del maximo del
sistema con una gran precision. La curva de nivel correspondiente al analito en
estudio (en disolucion) se muestra en la Figura VII-3.

Excitacion
. \\\——7 /
300+

250~

=

Figura VII-3. Topograma correspondiente al espectro
de luminiscencia total de la piridoxina en disolucion

200
350

Emision 450 s00

A partir del topograma se observa como la longitud de onda de emision
Optima para la piridoxina se encuentra localizada a 390 nm, y la longitud de onda
optima correspondiente a la excitacion se encuentra a 220 nm. Para el desarrollo de
un sensor en fase solida es posible mantener la longitud de onda de emision en 390
nm, sin embargo, no es posible excitar a 220 nm puesto que para ésta la resina
Sephadex SP C-25 presenta una sefial de fondo tan elevada que impide la
determinacion del analito en estudio.

3.3. Espectros bidimensionales

A partir del espectro tridimensional es posible mediante la opcion
correspondiente del programa utilizado obtener los espectros bidimensionales (es
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decir, los espectros de excitacion y de emision), que son una representacion grafica
de la IFR frente a la longitud de onda (nm). Para poder comparar los espectros
obtenidos en disolucion con los obtenidos en fase solida, se registraron ambos
haciendo uso de la célula de flujo Hellma 176-QS (Figura VII-1). De este modo se
hace patente el incremento de sensibilidad que se produce al pasar de
espectrofluorimetria convencional a espectrofluorimetria en fase solida.

Los espectros de excitacion y de emision de la piridoxina, tanto en disolucion
como en fase solida, se obtienen utilizando la configuracién FIA mostrada en la
Fig. VII-5, y utilizando en ambos casos rendijas de excitacion y emision de 2.5 y
15 nm respectivamente. Como portador se utilizo una disolucion de NaCl 0.03M a
pH=3, en la que se inyectaron 200 p1 de piridoxina con una concentracion de 1.8
Mg ml'. Como microzona activa se utilizo resina Sephadex SP C-25 en la cual se
fija facilmente el analito, que a este pH se encuentra protonado y por tanto es una
especie cationica. Los espectros (Fig. VII-4) se realizaron frente a un blanco
correspondiente al portador circulando a través de la resina ubicada en la célula de
flujo (para los espectros en fase sélida), o a través de la célula sin resina alguna
(para los espectros en disolucion).

1000
750

I

F 500

250

200 250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura VII-4. Espectros de excitacion y emision de piridoxina
[clorhidrato de piridoxina]=1.8 pg ml'; pH=3
(1,1") Espectros en resina (2,2") Espectros en disolucion
Ao:290 (1'y 2") A 390 (1y2)
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Comparando los maximos de los espectros de excitacion en disolucion y en
fase solida, se observa un efecto batocromico de 5 nm del segundo respecto del
primero. En los espectros de emision, se produce un efecto hipsocromico de 5 nm
en fase solida con respecto al espectro en disolucion. Esto puede atribuirse a la
diferencia en el ambiente quimico del entorno que rodea al analito retenido en el
soporte, con respecto a disolucion. El maximo de los espectros de excitacion y
emision, en fase solida, se localizan a 295 y 385 nm, respectivamente. A estas
longitudes de onda la sefial de emision debida a resina es baja, por lo que se
escogeran estas longitudes de onda para el posterior desarrollo del sensor. La
retencion y concentracion del analito sobre el soporte solido hace que se produzca
un incremento de sensibilidad (en la emision) del orden de 10 veces al pasar de una
fase a otra. A este fuerte incremento en la sensibilidad hay que afiadir, como
después veremos, el incremento de selectividad que intrinsecamente impone el
empleo de la fase solida.

4. CONFIGURACION FIA

Se empleo la configuracion FIA mostrada en la Fig. VII-5. El analito se
inyecta en una corriente de portador que lo pone en contacto con el soporte
solido, que lo retine y concentra justo en la zona de deteccion, actuando el propio
portador de eluyente y haciendo reutilizable el sensor.

B i =0 )
M

P/E : AD D
VI

Gor

F

Figura VII-5. Configuracion FIA
P/E: portador/eluyente; B: bomba; M: muestra; VI: Valvula de
inyeccion; F: fluorimetro; CF: célula de flujo; D: desecho; O:
ordenador;
I: impresora
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Un fiagrama obtenido con este sensor se muestra en la Fig. VII-6. Este
flagrama corresponde al proceso de calibracion del sensor para un volumen de
inyeccion de 200 [l (para sus condiciones Optimas). Al ser el eluyente el propio
portador se obtienen sefiales transitorias. Como ademas la cinética de los

procesos de fijacion y elucion es rapida, se consigue una elevada frecuencia de
muestreo.

1000
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Figura VII-6. Fiagrama para piridoxina
V: 200 pl; Caudal: 1.55 ml min™
1-7: 0.05,0.1,0.3, 0.6, 1.0, 1.5, 1.8 pg ml!

5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

En nuestro estudio, podemos considerar cuatro grupos de variables:
instrumentales, fisicas y quimicas, FIA, y las referentes a la unidad de retencion-
deteccion.

5.1. VARIABLES INSTRUMENTALES
5.1.1. Rendijas de excitacion y emision

Para el estudio de la influencia que ejerce la anchura de las rendijas de
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excitacion y emision sobre la intensidad de fluorescencia, se inyectaron 200 Wl de
piridoxina con una concentracion de 0.5 g ml', y una vez fijado el analito en la
zona de deteccion y alcanzado el maximo de la sefial, se detuvo el sistema de flujo
para poder medir la IFR a diferentes valores de anchura de rendija. Para estudiar
como variaba la fluorescencia con la rendija de excitacion, se mantenia fija la
rendija de emision a un valor de 10 nm; mientras que el estudio de la fluorescencia
con la rendija de emision se llevo a cabo manteniendo fija la rendija de excitacion a
un valor de 10 nm. Los resultados se muestran en la Figura VII-7.

800
600
|
F 400

200

) . . f . . . .
() 2 4 6 8 10 12 14 16
Anchura de rendija (nm)

Figura VII-7. Estudio del efecto de la anchura de rendijas
1) Rendija de excitacion 2) Rendija de emision

El comportamiento de la sefial en fluorescencia, que esta de acuerdo con las
previsiones teoricas, nos llevd a fijar en 2.5 nm la anchura de la rendija de
excitacion, por ser la que al mismo tiempo que origina la maxima sefial de
fluorescencia, posee menor ancho de banda y por tanto menor dispersion de la
radiacion luminiscente emitida. La rendija de emision se fijé para 15 nm, por ser
para este valor para el que se obtienen los valores mas altos de IFR y nos permite
trabajar en un amplio rango de concentraciones. Ademas, para estos valores
seleccionados, la sefial de fondo debida a la resina de cambio i6nico no es muy alta.

Dado que los distintos valores de velocidad de barrido, que fueron variados

entre 100 y 1000 nm min™', no producen variacion en los espectros de emision, se
utilizara una velocidad de 240 nm min™', valor que el programa usa por defecto.
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5.2. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION
5.2.1. Naturaleza del soporte solido

De los soportes solidos usuales se optd por utilizar cambiadores tipo
Sephadex, dados los buenos resultados obtenidos en el desarrollo de los sensores
propuestos. Se probaron resinas anionicas y catidnicas fuertes y débiles: SP C-25,
CM C-25, QAE A-25 y DAE A-25.

En la estructura de la piridoxina nos encontramos con la presencia de un
grupo fenolico (-OH), lo que hace pensar que el analito pueda fijarse en un medio
basico sobre un cambiador anidnico. Pero ademas también posee un nitrogeno
piridinico, que posibilitaria la fijacion del analito protonado en un medio acido
sobre un cambiador catidénico. El cambiador idnico que proporciona mejores
resultados, tanto en la respuesta del sensor como el tiempo necesario para el retorno
de la senal a la linea base, es la resina cationica Sephadex SP C-25 trabajando a
valores de pH<5. Esto esta de acuerdo con los valores del pK, del clorhidrato de
piridoxina, que son 5.00 y 8.96, puesto que a valores de pH acidos (pH<5) la
piridoxina se encuentra protonada en el N piridinico, posibilitandose asi su fijacion
en la resina cationica.

5.2.2. Nivel de la resina en la célula de flujo

Conforme la cantidad de resina utilizada aumenta, la sefial analitica decrece
debido a la fijacion parcial del analito en la fase so6lida fuera de la zona de
deteccion. Dada la forma de la cubeta, es imposible medir la altura de cambiador
i6nico que se introduce dentro de ella, con lo cual, se introduce la minima cantidad
de éste que nos asegure que la zona de deteccidon se encuentre totalmente cubierta
con resina en todo momento, para que en dicha zona todo el haz de luz incida sobre
la misma.

5.3. VARIABLES FISICAS Y QUIMICAS
En este apartado, aparte de estudiar las variables quimicas (pH del portador y

de la muestra, asi como la naturaleza y concentracion del portador/eluyente),
también se va a estudiar una variable fisica de interés en fluorimetria, como es la
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influencia de la temperatura en la medida de la sefial analitica. Durante el estudio
de las variables fisicas y quimicas se mantienen fijas las longitudes de onda y
anchos de rendija 6ptimos, y las variables hidrodinamicas:

D Piridoxina = Caudal: 1.55 ml min'; Volumen de inyeccion: 200

5.3.1. pH del portador y de la muestra

Con el objeto de establecer la influencia que ejerce la acidez de la corriente
de portador sobre la sefial de fluorescencia, se ensayaron diferentes valores de pH
para ver su influencia sobre la retencion del analito en la resina de cambio idnico.
Para ello, se inyectan disoluciones de piridoxina con una concentracion de 1 g ml°
! ajustadas a diferentes valores de pH (con HC1 6 NaOH 0.1 M).

Para valores de pH acidos la fijacion del analito sobre la resina se producia
rapidamente (en la capa de resina inferior), de modo que éste no llegaba a la zona
de deteccion donde el soporte solido era irradiado. Por esta causa fue necesario el
uso de un electrolito que desplazase al analito al area de deteccion. Se probd, en un
principio, con NaCl 0.02M, obteniendo una sefial maxima de fluorescencia para los
valores de pH 2-3 (Figura VII-8). Esto era de esperar, puesto que para estos valores
de pH el nitrogeno piridinico se encuentra protonado, favoreciéndose de este modo
la fijacion del analito sobre la resina cationica Sephadex SP C-25. Se escoge pH=3
como valor optimo para trabajar en las sucesivas experiencias en el desarrollo del
Sensor.
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400
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Figura VII-8. Influencia del pH del portador para
piridoxina
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También se estudio la influencia del pH de la muestra utilizando una
disolucion de piridoxina y portador de igual concentracion que las empleadas
anteriormente en este mismo apartado, mediante modificacion del pH con la
cantidad adecuada de HC1 o NaOH 0.1M. Se comprobd que para valores de pH
comprendidos entre 2-10 no se producen diferencias significativas en los valores de
intensidad de fluorescencia, por lo cual no es necesario un tamponamiento de la
muestra previo a la inyeccion.

5.3.2. Naturaleza y concentracion del portador/eluyente

Elegido ya el pH 6ptimo de trabajo, se estudid el efecto que tenia la
naturaleza de la disolucion portador/eluyente y su concentracion sobre la sefial de
emision de fluorescencia. Para ello, se probaron disoluciones amortiguadoras de
acido tartarico/tartrato Na y acido citrico/citrato Na, asi como disoluciones
electroliticas de diferentes sales, todas ellas con una concentracion 0.05M en el
cation y ajustadas a pH=3. Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCl, Na,CO,,
HK,PO,, NaNO; y Na,B,0,. De todas las disoluciones probadas los mejores
resultados se obtuvieron con la disolucion electrolitica de NaCl.

Para estudiar la influencia de la concentracion del portador/eluyente, se
prepararon disoluciones de NaCl a pH=3 de concentraciones comprendidas entre
0.01-0.2M para una concentracion de piridoxina de 1 pg ml'. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura VII-9.
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Figura VII-9. Efecto de la concentracion del portador
para piridoxina
1) IFR  2) Anchura de pico (min)

Tal y como era de esperar, el incremento de la concentracion de portador
hace disminuir la sefal analitica, debido a la mayor competencia de los iones del
portador por los sitios activos de la resina, pero simultaneamente disminuye el
tiempo de desarrollo de la sefal analitica. Como una solucion de compromiso que
proporcione no sélo una buena respuesta del sensor sino también una velocidad
de muestreo aceptable, se estima en 0.03M como concentracion optima de NaCl
para la determinacion de piridoxina.

5.3.3. Temperatura

En general, en fluorescencia, la temperatura influye a valores altos
disminuyendo la intensidad emitida [21, 22], ya que el aumento de la frecuencia de
choques a t* elevada aumenta la probabilidad de desactivacidon por conversion
externa. También es frecuente que al trabajar a altas temperaturas se produzca un
desplazamiento en el maximo de la longitud de onda de emision, por lo que es
conveniente trabajar a bajas temperaturas para realizar las medidas de
fluorescencia. Para estudiar la influencia de esta variable, se inyectaron
disoluciones de piridoxina con una concentracion de 1 pg ml” y se registraron los
valores de IFR al realizar, en un principio, un incremento (desde 5 a 45 °C) y
posteriormente un descenso de la temperatura, hasta 5°C.

258



Sensor monoparametro para piridoxina

800 800
™ \\ _
| ' k\\K‘
F 4001 F 4001
R R )
200 200
° v v r v ° v v — .
] 0 20 30 40 &0 o - 20 20 40 [ J
Incremento de Temperatura (°C) Descenso de Temperatura (°C)

Figura VIL.10. Influencia de la t“ en la intensidad de fluorescencia para la piridoxina

De la observacion de la Figura VII-10 puede deducirse que la intensidad de
fluorescencia decrece con un incremento en la temperatura del sistema, lo cual
obliga a fijar su valor. Esta disminucion corresponde a un 23% hasta 25 °C y a un
38% hasta 45 °C. Sin embargo, el efecto observado en fase sélida es reversible, es
decir, si se enfria nuevamente el sistema la intensidad de fluorescencia recupera
practicamente el valor inicial. Se ha elegido como temperatura de trabajo 20.0 + 0.5
°C, préxima a la temperatura ambiente y facil de conseguir mediante el empleo de
un simple termostato.

5.4. VARIABLES FIA

Se realiz6 el estudio de la influencia de las variables FIA, como son el
caudal y volumen de muestra. En todos los casos se utilizaron tubos de teflon de
0.8 mm de didmetro interno. Las variables fisicas y quimicas se mantuvieron fijas
en los valores anteriormente optimizados.

5.4.1. Caudal
Para estudiar la influencia del caudal en la intensidad de fluorescencia se

inyectaron 200 pul de volumen de muestra, para una disolucion de piridoxina con
una concentracion de 0.75 pg ml'. Los resultados se muestran en la Figura VII-11.
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Figura VII-11. Influencia del caudal para piridoxina

Se observa que al aumentar la velocidad de la bomba (aumento del caudal),
disminuye la IFR debido a una menor retencioén del analito en la resina, pero a su
vez también disminuye el tiempo de elucion, originandose por tanto un aumento
en la velocidad de muestreo. Como solucion de compromiso se elige una
velocidad de flujo de 1.55 ml min™ para proximas experiencias.

5.4.2. Volumen de inyeccion

Los métodos de espectrometria en fase solida presentan como caracteristica
el hecho de que su sensibilidad y limite de deteccion es funcion del volumen de
muestra utilizado, como consecuencia de la retencion del analito en la fase solida.
Este efecto es tanto mds acusado cuanto mas fuertemente es retenido el analito
fijado en el soporte solido. Como consecuencia de esta caracteristica, se podran
poner a punto diferentes métodos de acuerdo con las necesidades del problema a
resolver. Si la concentracion de analito en un problema concreto es pequefia, un
aumento de volumen de muestra a usar podra permitirnos, dentro de unos limites,
efectuar su analisis con éxito.

Para el estudio de esta variable, se sigue la sefial analitica (IFR) que origina
la inyeccion de volimenes crecientes de analito de la misma concentracion, que
en nuestro caso va a ser 0.2 ug ml" de piridoxina. La Figura VII-12 muestra los
resultados obtenidos.
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Figura VII-12. Efecto del volumen de muestra para
piridoxina

Tal y como se observa, la sefial analitica varia linealmente con el volumen
hasta un valor de éste de 2000 pl. Para conseguir por una parte buena frecuencia
de muestreo, pero por otra, buena sensibilidad, se han escogido tres volimenes de
inyeccion: 200, 1000 y 2000 ul.
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5.5. RESUMEN DE LAS CONDICIONES SELECCIONADAS

A continuacion se enumeran las condiciones Optimas para el desarrollo del
sensor de piridoxina.

Acitacion () oo, 295

Aamision (M) <o 385

Rendija de excitacion (nm) ... 2.5

Rendija de emision (nm) ....... 15

Soporte solido ....................... Sephadex SP C-25
Portador/eluyente.................. NaCl 0.03M (pH=3)
pH de la muestra .................. 2-10

Temperatura (°C) .................. 20.0£0.5

Caudal (ml min) .................. 1.55

Volumen de muestra (L)) ...... 200, 1000 y 2000

6. CALIBRACION DEL SENSOR. PARAMETROS ANALITICOS
6.1. Calibracion del sensor

Dado que se han calibrado tres volumenes de muestra para la piridoxina, en
la Figura VII-13 aparece la representacion grafica de tres rectas de calibrado.
Ademas, también aparece insertado el fiagrama correspondiente a la influencia del
volumen de muestra, en donde se recalcan numéricamente los picos
correspondientes a los volumenes de muestra para los que posteriormente se ha
calibrado el sensor. Las variables quimicas y FIA del sensor se mantuvieron fijas en
los valores anteriormente optimizados, mientras que los rangos lineales para cada
una de las rectas aparecen en la Tabla ViI-1.
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Figura VII-13. Rectas de calibrado para piridoxina usando tres volumenes de
inyeccion diferentes
1) 2000 pl 2) 1000 pl 3) 200 pl
La figura interior representa el fiagrama correspondiente a la influencia del
volumen de muestra para piridoxina

Aplicando el método de ajuste por minimos cuadrados, las ecuaciones de las
rectas para los diferentes volimenes de inyeccion son las siguientes:

v Piridoxina

Volumen: 200 pl IFR=16.40+0.547 c r=0.9995
Volumen: 1000 pl IFR= 0.00+2.284 ¢ r=0.9996
Volumen: 2000 pl IFR = -0.74+4.729 ¢ =0.9998

donde :
A: absorbancia
c: concentracion de analito (ng ml™)
r: coeficiente de correlacion
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6.2. Parametros analiticos

En la Tabla VII-1 se muestran los parametros del sensor para los diferentes
volumenes de inyeccion empleados en el desarrollo de éste.

Tabla VII-1. Parametros analiticos para el sensor de piridoxina

Parametro Volumen de inyeccion de muestra (\l)

200 1000 2000

Linea de calibrado

Ordenada en el origen (u. a.) 16.40 0.00 -0.74
Pendiente (ml ng”) 0.547 2.284 4.729
Rango lineal (ng ml") 50-1800 10-400 5-200
Coeficiente de correlacion (r) 0.9995 0.9996 0.9998
Limite de deteccion (ng ml*) 5.70 0.67 0.33
Limite de cuantificacién (ng ml") 19.00 2.26 1.11
| DXy 045 o0 13
Frecuencia de muestreo () 40 32 26

La vida media del sensor se estimé en mas de 300 inyecciones de muestra. Los
resultados obtenidos en el estudio de reproducibilidad y los parametros calculados
mediante el estudio estadistico de los mismos, asi como los resultados de la
determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion, se recogen en las Tablas VII-
2.1, VII-2.2 y VII-2.3 del Apéndice.

7. INTERFERENCIAS

Una vez realizadas las experiencias necesarias para la optimizacion de las
variables que afectan a la respuesta del sensor, y la calibracion del mismo para tres
voliimenes de muestra, pasamos al estudio de la interferencia producida por la
presencia de distintas concentraciones de especies extrafias. Las especies que se han
seleccionado como potencialmente interferentes son aquellas que mas
frecuentemente acompafian a la piridoxina en la mayoria de las preparaciones
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farmacéuticas comercializadas, ya sean como principios activos o como
excipientes.

Para ello, y empleando un volumen de inyeccion de 200 pl, trabajamos con
disoluciones que para cada especie extrafia ensayada contienen 1 ug ml' de
piridoxina, y a las que se afiaden cantidades variables de la especie cuyo efecto se
va a estudiar. A partir de los valores obtenidos en cada caso y el correspondiente a
una disolucién exenta de especie interferente, se determina el nivel de tolerancia
para cada una de las especies (Tabla VII-3) como en los casos anteriores.

Tabla VII-3. Tolerancia de la piridoxina a especies interferentes

(determinacién de 1 pug ml™ de piridoxina)

. N Tolerancia (p/p)
Especie extraia . .
[interferente]/[analito]

Glucosa, Sacarosa, Sacarina, L-Carnitina, L-Lisina,
Nicotinamida, Pantotenato Ca, Metionina, Biotina,

Acido glutamico, Acido citrico >100*
Cafeina, Acido ascorbico, Diclofenaco Na 100
Salicilamida 25
Vitamina B,,, Vitamina B, 10
Vitamina B, 100

*Méxima relacion interferente/analito ensayada

Se comprueba la alta tolerancia de la piridoxina a la especies que
frecuentemente le acompafian en los preparados farmacéuticos, incluidas las
vitaminas del grupo B. En espectrofluorimetria convencional en solucion
homogénea (ausencia de soporte sélido), encontramos que los niveles de tolerancia
(relacion p/p) a las vitaminas B,,, B,, B,, y a salicilamida son 2, 0.01, 1 y 1,
respectivamente. Si estos valores los comparamos con las cantidades toleradas en el
método propuesto, estas ultimas son 5, 1000, 100 y 25 veces mayores que aquellas
obtenidos con el método en solucion homogénea. Asi se pone de manifiesto como
el método propuesto es altamente selectivo, lo cual es debido a la retencion del
cation de piridoxina sobre la resina y su consiguiente separacion del resto de la
matriz.
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8. APLICACIONES ANALITICAS

El sensor desarrollado para la determinacion de piridoxina ha sido aplicado
al analisis de dicho compuesto en preparaciones farmacéuticas.

8.1. Preparacion de las muestras

Los medicamentos analizados (comprimidos, soluciones y sobres) fueron
disueltos en agua bidestilada con ayuda de un bafio de ultrasonidos durante 5
minutos. A continuacion se procedio a una filtracion a través de filtro Millipore de
0.45 um, llevandose a un volumen final conocido. En ninglin caso se comprob¢ la
existencia de efecto matriz, de forma que se procedid a la determinacion de la
piridoxina por aplicacion del método de calibracién directa.

Todas las disoluciones fueron diluidas adecuadamente antes de ser
inyectadas en la corriente de portador. En todos los casos se empled un volumen de
inyeccion de 200 pl.

8.2. Determinacion de piridoxina
La composicion de los medicamentos analizados es la siguiente:

1."Vitagama Fluor" (Lab. Amirrall), solucion
FNa: 0.5 mg; Vit. A, palmitato: 1250 u.i.; Vit. B, HCI: 1 mg; Vit. B ,: 1 mg;
Nicotinamida: 25 mg; Pantotenato soédico: 10 mg; Sulfimida benzoica (sal
sodica): 3 mg; Vit. C: 50 mg; Vit. D,: 600 u.i.; Piridoxina HCIL: 1 mg; Vit. E
(acetato): 2 mg; Biotina: 15 mcg; Fe*": 0.50 mg

2. "Astenolit" (Lab. Elmu), ampollas
Acetilglutamina: 50 mg; Ac. acetilaspartico: 70 mg; Carnitina HCl: 1000 mg;
Inositol: 30 mg; Vit. B, (monohidrato): 50 mg; Piridoxina HCI: 50 mg; Vit.
B,,: 50 mcg; Aspartato magnésico: 75 mg; Aspartato potasico: 75 mg;
Sacarina sodica: 40 mg; Etanol 96°: 400 mg; Sacarosa: 3000 mg
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3. "Neurodavur Plus" (Lab. Belmac), ampollas
Hidroxicobalamina (acetato): 5 mg; Vit. B, HCI: 50 mg; Piridoxina HCI: 50
mg; Dexametasona (fosfato sodico): 1.6 mg; Lidocaina HCL: 12.5 mg;
Excipientes: Metilparaben, hidroxido sodico, agua bidestilada c.s.p.

4. “Antimiopic" (Lab. Cibavision), comprimidos
Extracto seco de bayas de Vaccinium Myrtillus: 50 mg; Retinol (acetato):
2500 u.i.; o-Tocoferol: 25 mg; Piridoxina HCI: 25 mg; L-Citrulina: 10 mg;
Acido L-acetil aspartico: 10 mg

5. "Trimetabol" (Lab. J. Uriach), solucion
I Lisina HCI: 250 mg; dI Carnitina HCl: 375 mg; Vit. BHCI: 30 mg;
Piridoxina HCI: 30 mg; Vit. B;,: 1000 mcg; Sorbitol 70%: 1 g; Sacarina: 5
mg; Sacarosa: 2.25 g

6. "Vitalter" (Lab. Alter), sobres
Vit. A, palmitato: 0.375 mg; Vit. B,(monohidrato): 0.6 mg; Vit. B ,: 0.9 mg;
Nicotinamida: 10 mg; Pantotenato calcico: 3.8 mg; Vit. C: 22.5 mg; Vit. D;:
0.001 mg; Piridoxina HCI: 1.1 mg; Vit. E (acetato): 5 mg; Vit. B,,: 0.001 mg;
Acido félico: 0.1 mg; Carbonato célcico: 40 mg; Oxido magnésico: 7 mg;
Gluconato ferroso: 3 mg; FNa: 0.125 mg; Hidratos de Carbono: 1.1 g

7. "Gota Cerebrina" (Lab. Derly), solucion
Retinol: 2.78 mg; Colecalciferol: 46.3 mcg; Piridoxina HCI: 1.85 mg; Acido
pantoténico: 5.56 mg; Nicotinamida: 18.52 mg; Vit. B,,: 5.56 mcg; Sacarina
sodica: 6 mg

8. "Actilevol Orex" (Lab. Wassermann), sobres
Ciproheptadina HCI : 1 mg; Carnosina: 100 mg; Hematoporfirina HCI: 3 mg;
Acido ascorbico: 250 mg; Vit. B, HCI: 50 mg; Piridoxina HCI: 50 mg; Vit.
B,,: 0.25 mg; Sacarina sodica: 25 mg; Sacarosa: 1500 mg

9. "Antineurina" (Lab. Tedec-Meiji Farma), inyectable
Vit. B, HCI: 125 mg; Piridoxina HCl: 125 mg; Lidocaina HCI: 3 mg; Vit.
B,,: 5000 gammas

10. "Agudil" (Lab. Sigma-Tau), comprimidos
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L-asparrigina: 25 mg; D,L-fosforilserina: 25 mg; L-glutamina: 25 mg;
Piridoxina HCI: 10 mg

11. "Dolo-Nervobion" (Lab. Merck), capsulas

Diclofenaco sodico: 50 mg; Vit. B, HCl: 50 mg; Piridoxina HCl: 200 mg;
Metilcobalamina: 1 mg; Sacarosa: 63.74 mg

Los resultados obtenidos para cada medicamento analizado se muestran en la
siguiente Tabla VII-4.

Tabla VII-4. Determinacion de piridoxina en preparaciones farmacéuticas

Farmaco Composicion Encontrado Recuperacion
(mg) (mg) + 0, (%)
Vitagama Fluor 1 1.02 101.7£0.5
Astenolit 5 5.01 100.2 + 0.7
Neurodavur Plus 20 20.35 101.7+ 0.8
Antimiopic 25 24.94 99.8+0.7
Trimetabol 6 6.10 101.6 £ 0.5
Vitalter 1.1 1.12 101.6 =0.7
Gota Cerebrina 1.85 1.85 100.2+0.8
Actilevol Orex °50 50.63 101.3+ 1.5
Antineurina %62.5 63.54 101.7+ 0.6
Agudil *10 10.14 101.4+£0.8
Dolo-Nervobion 200 203.33 101.6+1.4

@ por ml; ® por comprimido; ¢ por sobre

De acuerdo con los resultados mostrados podemos decir que hay buena
concordancia entre los resultados obtenidos por el método propuesto y los
indicados por el fabricante. Para chequear la exactitud del método propuesto se
llevd a cabo un estudio de recuperacion de distintas cantidades de analito
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adicionadas sobre algunos de los farmacos anteriores (Tabla VII-5), obteniéndose
porcentajes de recuperacion entre 98.0 y 102.0%.

VII-5. Estudio de recuperacion de piridoxina en preparaciones farmacéuticas

Muestra Anadido % Recuperacion
(mg) £0, (%)
Antimiopic 5° 99.7+0.6
10° 99.2 +0.7
20° 99 + 1
Actilevol Orex 104 100.5+0.8
204 99.4 + 0.6
404 101.3+0.9
Antineurina 10° 100 + 1
20° 99.5+ 0.5
40° 102 +2
Dolo-Nervobion 20°¢ 100.6 £ 0.9
50° 98.5+0.9
100° 98+ 2

*Media de tres determinaciones; ° por ml; © por comprimido; ¢ por sobre
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Sensor biparametro para acido salicilico-salicilamida

1. INTRODUCCION

1.1. Acido salicilico

El 4acido salicilico aparece en gran numero de farmacos dermatoldgicos,
debido a su potente actividad queratolitica. Sus caracteristicas se describieron con
gran detalle cuando se realiz6 el estudio de los Salicilatos en el Capitulo 1I. Su
determinacion se ha llevado a cabo en diferentes matrices: fluidos bioldgicos,
farmacos y alimentos [1]. Los métodos mas empleados para dicha determinacion
han sido los cromatdgraficos, bien para su deteccion aislada o en conjuncién con
acido acetil salicilico: Cromatografia gas-liquido [2, 3], Cromatografia liquida [4],
Cromatografia en capa fina [5], y Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
[6, 7]. De estas técnicas es la Cromatografia de gases la mas especifica aunque
requiera de reacciones previas de derivacidon [2, 3], debido a la baja presion de
vapor del acido salicilico y a la presencia de grupos funcionales que causan
absorcion. Sin embargo, estos métodos requieren normalmente de una separacion
previa del analito respecto de los excipientes y antiacidos que les suelen acompanar
en el farmaco [8], lo que supone un incremento en el tiempo de analisis.

1.2. Salicilamida

La salicilamida, al igual que el acido salicilico, también se engloba dentro del
grupo de los Salicilatos, habiendo sido ya comentadas sus caracteristicas en los
Capitulos Il y IV. Este analito aparece en gran nimero de compuestos con caracter
farmacologico debido a sus propiedades analgésico-antipiréticas. Su determinacion
también se ha llevado a cabo haciendo uso de técnicas cromatograficas [9, 10].

1.3. Mezcla dacido salicilico-salicilamida

Tanto para el acido salicilico como para la salicilamida se han propuesto
métodos de determinacion por espectrofotometria convencional [11-13] y por
espectrofluorimetria [14-18], para cada uno de ellos por separado. Nosotros hemos
abordado el estudio de la mezcla formada por ambos, desarrollando para ello un
sensor con deteccion fluorimétrica que nos permita la determinacion secuencial de
los dos analitos.
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2. DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION UTILIZADAS

274

2.1. Disoluciones y reactivos empleados

a)

Disoluciones patrén de acido salicilico y salicilamida (FLUKA) con una
concentracion de 1000 pug ml™'. Ambas disoluciones patron son estables
durante al menos un mes, a una t* de 5° C, y ambas se preparan en
etanol/agua al 5% (v/v). A partir de éstas las disoluciones de menor
concentracion se obtienen mediante la adecuada dilucion con agua
bidestilada.

b) Resina de cambio idnico Sephadex QAE A-25 (ALDRICH), en ciclo CI’

c)

utilizada sin tratamiento previo.
HCI1 4M (PANREAC R.A.) y NaOH 4M (PANREAC R.A.).

d) Los electrolitos utilizados fueron: NaCl, KCI, Na,CO,, HK,PO,, NaNO,

y Na,B,0, 0.05M (PANREAC R.A.).

Las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.45 um.

2.2. Instrumentacion empleada

a)

Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 controlado por ordenador

personal compatible 386, y provisto de:

- Lampara de descarga modulada por Xenén de 20 kW.

- Monocromadores Monk-Gillieson con intervalo de longitud de onda de
200 nm a 800 nm para excitacion y de 200 a 900 nm para emision.

- Patrén de calibracion. Agua certificada Perkin-Elmer.

- Fotomultiplicador Gated.

- Fluorescence Data Manager Software, version 2.50.

b) pH-metro digital Crison, modelo Micro-pH 2002 provisto de un electrodo

c)

combinado de vidrio-calomelanos y sonda de temperatura.
Agitador magnético con termostato AGIMATIC SELECTA ref. 243.

d) Balanza analitica METTLER AJ 100.

e)
f)

g)
h)

Cubeta de flujo de cuarzo de 1.5 mm de paso de luz, HELLMA 176-QS.
Bomba peristaltica GILSON MINIPULS 3.

Valvula de inyeccion rotatoria REODHYNE tipo 50.

Baifio de ultrasonidos SELECTA.
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1) Tubo de teflén de 0.8 mm de diametro interno.
j) Termostato P. SELECTA. Frigiterm 6000, 382.
k) Programa informatico GRAMS 32.

3.  ESPECTROS DE EXCITACION Y EMISION EN SOLUCION
ACUOSA Y FASE SOLIDA

Tanto para el registro de los espectros como para la construccion del sensor,
se utilizé una cubeta Hellma 176-QS (Capitulo VII), que posee 1.5-mm de paso
optico.

3.1. Espectros de luminiscencia total

La disponibilidad de dos monocromadores en los espectrofluorimetros
permite registrar dos tipos de espectros. Haciendo variar la longitud de onda de
excitacion (por la variacion de la posicidon del correspondiente monocromador), a
una longitud de onda de emision fija, obtenemos el espectro de excitacion; mientras
que al variar la longitud de onda de emision (moviendo el monocromador de
emision), a una longitud de excitacion fija, obtenemos el espectro de emision.

Asi, los espectros de emision y excitacion convencionales, no son
descripciones completas de las caracteristicas fluorescentes de un determinado
compuesto, pues para cada longitud de onda de excitacion habria un espectro de
emision diferente. Una descripcion completa requiere un espectro tridimensional en
el cual uno de los ejes es la escala de longitud de onda de excitacion; un segundo
eje representa la longitud de onda de emision, y el tercer eje es el eje de intensidad
de fluorescencia. Tales espectros son conocidos como matriz de excitacion-emision
0 espectros de luminiscencia total.

Este espectro es una proyeccion que contiene n espectros individuales
superpuestos. En nuestro caso, la obtencién de los mismos ha sido posible (tal y
como se describe en el Capitulo VII). Para la obtencion de los espectros de
luminiscencia total en disolucion de salicilamida y acido salicilico, se hizo circular
por el sistema de flujo, representado en la Figura VIII-4, disoluciones de éstos con
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una concentracion de 0.6 ug ml' (ajustadas a un pH=11 con NaOH 0.1M). A
continuacion, con el flujo detenido, se procedid al registro de los espectros
correspondientes en las siguientes condiciones:

- Intervalo de emision: 300-500
- Intervalo de excitacion: 200-270
- AL

- Rendijas de excitacidon y de emision: 2.5 y 5 nm

;2 nm

€xc.*

- Numero de barridos: 35

Los resultados se muestran en las Fig. VIII-1.14-VIII-1.1B y VIII-1.24-VII-1.2B.

300

IFR

200

100
/— 300

Excitacion
/250

o ; , | 200
300 350 400 450
Emision

Figura VIII-1.1A. Espectro tridimensional de salicilamida en disolucion

300

250

IFR

Excitacion

Figura VIII-1.1B. Espectro tridimensional de salicilamida en disolucion
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1000
IFR

800 +

Excitacion 200

35;0 460 45‘0

Emision

Figura VIII-1.2A. Espectro tridimensional de dcido salicilico en disolucion

1000
800

IFR
600-{

400

200+

o = = —— —
260 21'0 22‘0 240 250 260 270
Excitacion

Figura VIII-1.2B. Espectro tridimensional de dcido salicilico en disolucion

3.2. Topogramas

Un segundo método para representar los espectros de luminiscencia total es

mediante curvas de nivel 6 topogramas. Los dos ejes representan las longitudes de

onda de excitacion y de emision, mientras que las intensidades se expresan con una

serie de curvas de nivel. Este sistema presenta como ventaja fundamental la

determinacion del maximo del sistema con una gran precision. La curva de nivel

correspondiente a los analitos en estudio se muestra en la Figura VIII-2.1 y VIII-
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Excitacion

260

240

220

200 T T T T
360 380 400 420 440
Emision
Figura VIII-2.1. Topograma de dcido salicilico en
disolucion

Excitacion

260

240

220

200 T T
350 400 Emision 450

Figura VIII-2.2. Topograma de salicilamida en
disolucion

A partir de los topogramas se obtienen unas longitudes de onda de emision y
excitacion del maximo: 208 y 405 nm para acido salicilico y, 225 y 418 nm para
salicilamida. Para las dos longitudes de onda de excitacidén se obtiene una senal
muy elevada por parte del cambiador anidénico Sephadex QAE A-25. Por ello
elegimos una longitud de onda de excitacion en la que la sefial de fondo de la resina
sea baja.
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3.3. Espectros bidimensionales

Para realizar las medidas de fluorescencia en fase solida fue elegida una
longitud de onda de excitacion de 260 nm ya que, a este valor, la sefial de fondo de
la resina era minima y ademas las longitudes de onda de emisidon maxima para el
acido salicilico y la salicilamida eran muy proximas, 415 y 410 nm,
respectivamente; la longitud de onda de emision se fijo por ello a 415 nm.

En la Figura VIII-3 se recogen los espectros del acido salicilico y de la
salicilamida en fase resina obtenidos utilizando la configuracién FIA de la Figura
VIII-4 y como portador una disolucion de NaCl 0.04 M (pH=11) en la que
inyectaron, por separado, 1000 pul de disolucién 0.2 y 0.08 pg ml' de 4cido
salicilico y salicilamida, respectivamente. Los espectros se registraron a flujo
detenido frente a un blanco correspondiente al portador circulando a través de la
resina (Sephadex QAE A-25) ubicada en la célula de flujo.

A

800

600-{ —

400

J / :
200 N

T T T T
360 380 400 420 440 460

Longitud de onda (nm)

Figura VIII-3. Espectros de acido salicilico y salicilamida
en fase solida
1) 0.20 pg ml! Acido salicilico; 2) 0.08 ug ml
Salicilamida
3) Mezcla (1+2)

Tal y como se muestra en la Figura VIII-3, se produce aditividad en la
emision de ambos analitos (415 nm) excitando a una longitud de onda de 260 nm.
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4. CONFIGURACION FIA

La configuracién FIA empleada se muestra en la Fig. VIII-4. La muestra se
inyecta en una corriente de portador P(a) o P(b) que lo pone en contacto con el
soporte solido. Cuando se hace circular el portador P(a) (NaCl 0.025M, pH=2)
sélo el acido salicilico es retenido en la resina y a la vez eluido. A continuacion,
girando la valvula de seleccion VS y tras una nueva inyeccion, la circulacion de
un segundo portador P(b) (NaCl 0.05M, pH=11) permite la fijacidon y posterior
elucion de ambos, acido salicilico y salicilamida. El sensor, pues, resuelve
secuencialmente la mezcla de estos dos analitos.

P(a

VS

M
1.55 ml min™’ <ﬁ>
CF
VI

P(b) I

Figura VIII-4. Configuracion FIA
P(a): portador acido (NaCl 0.025M pH=2); P(b): portador
basico (NaCl 0.05M pH=11); VS: valvula de seleccion;
B: bomba; M: muestra; VI: valvula de inyeccion; D:
desecho; CF: célula de flujo; E: espectrofluorimetro

Se han recogido dos fiagramas correspondientes a acido salicilico y
salicilamida, respectivamente, haciendo uso del portador NaCl 0.05M pH=11
(Figuras VIII-5.1 y VIII-5.2). En ambos casos, el fiagrama corresponde al estudio
del caudal para cada uno de los analitos. El fiagrama para acido salicilico,
utilizando el portador NaCl 0.025M pH=2, es analogo al obtenido utilizando el
portador de pH=11.
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600

IFR

400

200

Figura VIII-5.1. Fiagrama para dcido salicilico (pH=11)
[Acido salicilico]= 2 ug ml; V 1200 pl

inyeccion®

70
6007
500
401

IFR
300

2007

100+

t(s)

Figura VIII-5.2. Fiagrama para salicilamida (pH=11)
[Salicilamida]= 1 ug ml"'; V :200 ul

inyeccion®

En ambas Figuras se observa que se obtienen sefiales transitorias
correspondientes a la fijacion del analito respectivo mediante intercambio i6nico
con la resina y posterior elucion de éste por el propio portador, empezando a
producirse la disminucion de la intensidad de fluorescencia justamente después de
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que la dispersién causada por el propio portador (eluyente) en el extremo
posterior del bolo de muestra, alcanza la zona de deteccion.

5. ESTUDIO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

Podemos considerar cuatro grupos de variables: instrumentales, quimicas,
FIA, y las referentes a la unidad de retencidén-deteccion.

5.1. VARIABLES INSTRUMENTALES
5.1.1. Rendijas de excitacion y emision

Se estudio la influencia que ejerce la anchura de la rendija del
monocromador de excitacion y emision sobre la intensidad de fluorescencia. Para
ello, en un portador de NaCl 0.05M pH=11, se inyectaron 1000 ul de
disoluciones de acido salicilico o salicilamida con una concentracion de 0.4 y
0.15 ug ml"', respectivamente, y una vez fijado el analito correspondiente en la
zona de deteccion se detuvo el sistema de flujo para poder medir la IFR a
diferentes valores de anchura de rendija, a unas longitudes de onda de excitacion
y emision de 260 y 415 nm, respectivamente. Para estudiar cdmo variaba la
fluorescencia con la rendija de excitacion, se mantenia fija la rendija de emision a
un valor de 10 nm; mientras que el estudio de la fluorescencia con la rendija de
emision se llevo a cabo manteniendo fija la rendija de excitacion a un valor de 10
nm. Los resultados se muestran en las Figuras VIII-6.1 y VIII-6.2.

282



Sensor biparametro para acido salicilico-salicilamida

Salicilamida Acido Salicilico

..
-
g & ¢ §8 ¢

20 -
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8
T

»
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° " L 2 4 2 " 2 o "
[} ] 14 18 ] 2

4 [ ] 8 10 12 4 L] 8 10 l‘l l; 1]

Anchura de rendija (nm) Anchura de rendijs (nm)

Figura VIII-6.1. Estudio de la influencia de la Figura VIII-6.2. Estudio de la influencia de la
anchura de rendijas para salicilamida anchura de rendijas para ac. salicilico

1) Rend. de excitacion 2) Rend. de emision 1) Rend. de excitacion 2) Rend. de emision

En las Figuras anteriores se observa que aumentando la anchura de la
rendija de excitacion, permanece practicamente constante la intensidad de
fluorescencia; mientras que el aumento de la anchura de la rendija de emision se
traduce en un fuerte incremento de la intensidad de fluorescencia.

Fijamos en 5 nm la anchura de la rendija de excitacion, con lo que nos
aseguramos una baja dispersion de la radiacion luminiscente emitida. La rendija
de emision se fijo en 15 nm, por ser para este valor para el que se obtienen los
valores mas altos de IFR y nos permite trabajar en un amplio rango de
concentraciones.

Dado que se comprobd los distintos valores de velocidad de barrido no
producen variacion en los espectros de emision, se utilizard una velocidad de 240
nm min™', valor que el programa usa por defecto.

5.2. VARIABLES DE LA UNIDAD DE RETENCION-DETECCION

5.2.1. Naturaleza del soporte sdlido

Para la eleccion del soporte solido mas adecuado para la retencion de
salicilamida y é&cido salicilico, se ensayaron diferentes tipos de soportes
cromatograficos convencionales y cambiadores idnicos con diferentes grupos
funcionales: cambiadores anionicos sobre dextrano (QAE A-25 y DAE A-25),

sorbentes no polares (gel de silice C,), y cambiadores anidnicos sobre
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poliestireno (Dowex 1x8). El soporte que produce una mayor retencion de los dos
analitos es la resina Sephadex QAE A-25, por lo que se elige ésta para el
desarrollo del sensor en estudio.

5.2.2. Nivel de la resina en la célula de flujo

Los cambios bruscos de pH en el portador afectan a la compactacién del
soporte so6lido, de modo que debemos asegurarnos de que el haz de luz incida en
una zona cubierta totalmente por resina. Se tratara de que la zona de deteccion se
encuentre completa, sin que se introduzca una mayor cantidad de resina a partir
de dicha zona, por ser asi como se obtiene una mayor respuesta de la senal
analitica. Para cantidades mayores de resina, la intensidad de fluorescencia
disminuye debido a la dilucién del analito en la resina.

5.3. VARIABLES QUIMICAS

Durante el estudio de las variables quimicas se mantuvo el caudal de
portador a un valor constante de 1.55 ml min™'.

5.3.1. pH de los portadores y de la muestra

Se estudio la dependencia de la sefial analitica de cada uno de los analitos
con el pH del portador, utilizando una disolucién que contenia 0.2 pug ml' de
salicilamida y otra de 0.6 ug ml" de 4cido salicilico. Dado que utilizando como
portador tinicamente agua bidestilada, ajustada a un determinado valor de pH, la
fijacion de los analitos era muy fuerte y quedaban retenidos en la primera capa de
resina que se extendia por debajo del haz de luz, se procedid a preparar distintas
disoluciones con una concentracion constante de electrolito (NaCl 0.03M) pero
diferentes valores de pH, mediante adicién de la cantidad necesaria de HCI 6
NaOH 0.1M. La presencia de un electrolito en el portador evita la fuerte retencion
y permite que los analitos sean retenidos en una zona irradiada de la resina, a la
vez que son facil y rapidamente eluidos por el propio portador. Al inyectar 1000
il de una u otra disolucidén se registrd la sefial de emision a 415 nm, que es la
longitud de onda de emision escogida para la resolucion de la mezcla, y excitando
a 260 nm. Los resultados obtenidos aparecen representados en la Figura VIII-7.
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800
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Figura VIII-7. Influencia del pH del portador para dcido
salicilico y salicilamida
1) Acido salicilico 2) Salicilamida

Tanto para el acido salicilico como para la salicilamida se obtiene una
intensidad de fluorescencia maxima para un valor de pH en el rango 10-12, lo que
era de esperar dada la estructura de ambos analitos. Por debajo de pH=10 la
intensidad de fluorescencia decrece en ambos casos, probablemente, debido a la
incompleta desprotonaciéon de los grupos -OH. En cambio, para valores de pH
iguales a 2 ¢ inferiores, la retencion se produce tnicamente en el caso del acido
salicilico, aunque logicamente ésta es solo parcial debido a su valor de pK, . Esto
va a permitir el desarrollo de un sensor para la determinacion de mezclas de
ambos analitos mediante el uso de dos portadores diferentes (pH=2 y pH=11),
dado que a pH=2 solo se produce la fijacion del acido salicilico y a pH=11 se
produce la fijacion simultanea de la salicilamida y el acido salicilico.

Otro estudio llevado a cabo fue dirigido a conocer el efecto del pH de la
muestra, para lo cual se prepararon una serie de disoluciones con unas
concentraciones 0.1 y 0.2 pg ml' de salicilamida y &cido salicilico,
respectivamente, con la cantidad adecuada de HCl 6 NaOH 0.1M para poder
ajustarlas a un determinado valor de pH. Inyectando un volumen de muestra de
1000 pl, se comprobd que trabajando con un portador a pH=2 la muestra debe
presentar valores de pH comprendidos entre 1-10 para que no se produzcan
diferencias significativas en los valores de intensidad de fluorescencia; mientras
que los valores de pH deben estar comprendidos en el rango 3-13 cuando se
utiliza un portador a pH=11. De acuerdo con los resultados obtenidos no es
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necesario un tamponamiento previo de la muestra, es decir, no es necesario un
control estricto de esta variable.

5.3.2. Naturaleza y concentracion de los portadores/eluyentes

Puesto que las propias disoluciones portadoras actuaban a su vez como
eluyentes, su concentracion fue crucial para la determinacién. Dado que los
valores de pH elegidos para trabajar con la mezcla de analitos, 2 y 11, son valores
de pH extremos, y dada la experiencia acumulada anteriormente, se probaron
como portadores disoluciones de electrolitos de una determinada concentracion
ajustadas al valor de pH correspondiente por adicion de HC1 o NaOH.

En este estudio se hicieron inyecciones de 200 pl de una muestra con una
concentracion de 1 pug ml" de salicilamida o de una muestra con una concentracion
de 2 ug ml™ de 4cido salicilico. Se emplearon disoluciones de diferentes sales de
concentracion 0.1M ajustadas a uno u otro pH (2 6 11). Los electrolitos utilizados
fueron: NaCl, KCl, Na,CO,, HK,PO,, NaNO, y Na ,B,0,. De todos ellos, y al
igual que en experiencias anteriores, el NaCl proporciond los mejores resultados
en ambos casos.

En la optimizacion de la concentracion del portador, la muestras utilizadas
poseian la misma concentracidén que las empleadas en el estudio de la naturaleza
del portador. Las concentraciones de NaCl que se probaron estaban comprendidas
entre 0.01-0.20M. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras VIII-8.1 y
VIII-8.2.
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Figura VIII-8.1. Influencia de la Figura VIII-8.2. Influencia de la
concentracion del portador/eluyente en la concentracion del portador/eluyente en la
sefial de salicilamida (pH=11) sefial de acido salicilico (pH 2y 11)

Como puede apreciarse, el incremento de la concentracion del portador
hace en ambos casos disminuir la IFR, pues al tratarse de una senal analitica que
se obtiene por fijacion transitoria del analito mediante intercambio i6nico en la
resina, a mayor concentracion de portador mayor competencia de los iones del
mismo por los sitios activos del soporte solido. Por otra parte, la eficiencia de
elucidn crecia con concentraciones crecientes del electrolito. Por ello, adoptamos
como concentracion optima un portador con una concentracion de NaCl 0.05M
para pH=11, y 0.025M para pH=2, ya que para estas concentraciones disminuye
apreciablemente el tiempo de elucion sin que se produzca una disminucién muy
significativa en la IFR. Esto permite mayor frecuencia de muestreo y alarga la
vida del sensor.

5.3.3. Temperatura

Para estudiar la influencia de esta variable se inyectaron, utilizando el
portador NaCl 0.05M pH=11, disoluciones de salicilamida y 4cido salicilico
(1000 ul) de concentraciones 0.1 y 0.2 ug ml’, respectivamente, y se registraron
los valores de IFR al realizar un incremento de t', en un principio, y
posteriormente un descenso de t* (Figura VIII-9).
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Figura VIII-9. Influencia de la t“ en la intensidad de fluorescencia
1) Descenso de t* 2) Incremento de t*

Como puede observarse en ambas Figuras, la intensidad de fluorescencia
disminuye al aumentar la temperatura. Se comprueba ademads, en ambos casos,
que no se obtienen los mismos valores de intensidad de fluorescencia al enfriar el
sistema previamente calentado, lo que indica que se trata de un sistema
irreversible. La dependencia de la sefial analitica con la temperatura nos obliga a
fijar su valor. Se ha elegido como temperatura de trabajo 20.0 + 0.5 °C, proxima a
la ambiental y facil de conseguir mediante el empleo de un simple termostato.

5.4. VARIABLES FIA

La influencia de las variables FIA se estudi6 manteniendo constante el
didmetro interno de los tubos de la bomba asi como las variables quimicas en los
valores anteriormente optimizados.

5.4.1. Caudal

Se procedio al estudio de la influencia del caudal de la disolucion de
portador, variando la velocidad de giro de la bomba peristaltica. Para ello, se
inyectaron alternativamente 200 ul de disolucion de salicilamida o acido
salicilico, con concentraciones de 1 y 2 ug ml', respectivamente, y se hizo
circular como portador la disolucion de NaCl 0.05M pH=11 (con la que ambos
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analitos son retenidos) a distintas velocidades, registrando la senal obtenida en
cada caso para cada uno de los analitos. Los resultados se representan en las
Figuras VIII-10.1 y VIII-10.2.

‘oo(lll?l () Cll)m m(l) e (2) dnlw
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Figura VIII-10.1. Influencia del caudal
para salicilamida
(1) IFR (2) tiempo de anchura de pico

Caudal (ml/min)

Figura VIII-10.2. Influencia del caudal
para acido salicilico
(1)IFR  (2) tiempo de anchura de pico

Trabajar con un caudal muy bajo lleva consigo tiempos de residencia

largos, disminuyendo por tanto la frecuencia de muestreo, aunque en
contrapartida los valores de intensidad de fluorescencia son mas elevados. Habra
que escoger una solucion de compromiso teniendo en cuenta ambas

caracteristicas, estimandose ésta en 1.55 ml min™'.

5.4.2. Volumen de inyeccion

La dependencia de la sefial analitica con el volumen de muestra, para cada
uno de los analitos, fue estudiada mediante la conexidn a la valvula de inyeccion
de diferentes bucles de muestra de volimenes variables, observandose como se
afectaba la intensidad de fluorescencia (para una concentracion constante de
analito). Las Figuras VIII-11.1y VIII-11.2 muestran el efecto de esta variable para
una concentracion de 0.20 y 0.10 pg ml' de acido salicilico y salicilamida,
respectivamente, utilizando como portador NaCl 0.05M a Ph=11.
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muestra para salicilamida muestra para acido salicilico

Para la salicilamida asi como para el 4cido salicilico se encuentra una
linealidad de la sefal analitica respecto del volumen de muestra hasta un valor
aproximado de éste de 2000 pl. Por encima de este valor la sefial deja de ser
lineal en ambos sistemas, como era de esperar, a la vista de lo discutido en
capitulos anteriores.

Como volumen de trabajo se ha seleccionado 1000 ul, ya que ofrece una

sensibilidad elevada y simultdneamente permite una frecuencia de muestreo
relativamente alta.
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5.5. RESUMEN DE LAS CONDICIONES SELECCIONADAS

A continuacion se enumeran cuales son las condiciones 6ptimas, incluidas las
variables quimicas y FIA, del sensor desarrollado en este capitulo.

Acido salicilico-Salicilamida

Aercitacicn (1111) 260
Aemision () 415
Soporte solido Sephadex QAE A-25
Caudal (ml min™) 1.55
Volumen de muestra (\\l) 1000
pH=2 pH=11
Portador/eluyente NaCl 0.025M NaCl 0.05M
pH de la muestra 1-10 3-13

6. CALIBRACION DEL SENSOR. PARAMETROS ANALITICOS

Una vez realizada la calibracion para cada uno de los analitos, se calculan los
parametros de fiabilidad de cada uno de ellos. Las variables quimicas y FIA se
mantuvieron fijas en los valores anteriormente optimizados.

6.1. Metodologia y calibracion del sensor

Tal y como se ha ido describiendo, se van a utilizar dos disoluciones
portador/eluyente en el sensor, siendo necesario por tanto una doble inyeccion de
muestra para la resolucidon de la mezcla. Trabajando con la disoluciéon portadora
NaCl 0.025M a pH=2, se produce unicamente la fijacién del acido salicilico,
obteniendo del espectrofluorimetro un valor de intensidad de fluorescencia IFR;.
Una vez se haya eluido el analito retenido en el soporte solido, giramos la valvula
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de seleccion de la configuracion FIA para que sea la disolucién portadora de NaCl
0.05M a pH=11 la que ponga la muestra en contacto con la microzona activa (una
segunda inyeccion). Con esta nueva inyeccion obtenemos un valor de intensidad de
fluorescencia IFR;; que corresponde a la fluorescencia de la salicilamida y del 4cido
salicilico (IFR,.s), dado que a pH=11 se produce la fijacion de ambos analitos
(salicilamida y 4cido salicilico) existiendo aditividad en los valores de intensidad
de fluorescencia de los dos analitos. Por consiguiente, de las dos inyecciones de
muestra se obtienen del transductor dos valores de intensidad de fluorescencia, IFR,
e [FR,, verificandose que:

IFR=IFR
IFR=IFR s + IFRg, (1)

Una vez realizada la calibracion de cada analito, mediante ajuste por
minimos cuadrados se obtienen las siguientes ecuaciones de las rectas, que

aparecen representadas en la Figura VIII-12.

Acido Salicilico

pH=2 IFR  ,s=28.15+693.84 ¢ r=0.9997

pH=11 IFR  ,ce=36.79+ 115534 c r=0.9996
Salicilamida

pH=11 IFR ,=36.31+261395¢ r=0.9994

donde :
IFR: intensidad de fluorescencia relativa
¢: concentracion de analito (ug ml™)
r: coeficiente de correlacion
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Figura VIII-12. Calibracion salicilamida-acido
salicilico
1) Salicilamida pH=11 2) Ac. Salicilico pH=11
3) Ac. Salicilico pH=2

La concentracion de acido salicilico se determina directamente a partir de la
intensidad de fluorescencia obtenida en la fijacion de ésta a pH=2, es decir, a partir
de IFR,. Esta concentracion se puede interpolar en la recta de calibrado que
corresponde al proceso de retencion del acido salicilico a pH=11, obteniendo asi
IFR, s, que seria su fluorescencia para este valor de pH. Una vez conocido este
valor de intensidad de fluorescencia, y haciendo uso de la ecuacion (1), podemos
conocer la intensidad de fluorescencia de la salicilamida.

IFR,=IFR, ¢ + IFR,
IFRg,=IFR, - IFR

Conocida la intensidad de fluorescencia de la salicilamida IFRg, es posible
hallar su concentracion a partir de su recta de calibracion.

En bibliografia son escasos los trabajos encontrados donde se permite la
determinacion secuencial de dos ¢ mas analitos mediante un sensor en flujo
fluorimétrico en fase solida. Se consigue un incremento en la sensibilidad del orden
de 15 veces superior (para un volumen de inyeccion de 1000 pl) respecto a
espectrofluorimetria convencional en disolucién. No hay que olvidarse que el
sensor responde también individualmente a cada uno de los analitos.
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6.2. Parametros analiticos

En la Tabla VIII-1 se muestran los pardmetros analiticos del sensor.

Tabla VIII-1. Parametros analiticos para salicilamida-dcido salicilico

Pardametro Acido Salicilico Salicilamida
pH=2 pH=11 pH=11
Linea de calibrado
Ordenada en el origen (u. a.) 28.15 36.79 36.31
Pendiente (ml ug”) 693.84 1155.34 2613.95
Rango lineal (ug ml") 0.04-1.0  0.02-0.64 0.01-0.32
Coeficiente de correlacion (r) 0.9997 0.9996 0.9994
Limite de deteccion (ng ml*) 4.46 2.04 0.90
Limite de cuantificacién (ng ml") 14.88 6.82 3.01
RSDYG=10) 094 086 | LS
Frecuencia de muestreo (h) 45 28 35

La vida media del sensor se estimé en mas de 175 inyecciones de muestra. Los

resultados obtenidos en el estudio de la reproducibilidad y los limites de deteccion y

cuantificacion de los dos analitos a sus valores de pH correspondientes, se recogen en las
Tablas VIII-2.1 - VIII-2.3, VIII-3.1 - VIII-3.3 y VIII-4.1 - VIII-4.3 del Apéndice.

7. INTERFERENCIAS

Con objeto de investigar la selectividad del sensor fluorimétrico

biparametro propuesto, estudiamos el efecto que la presencia de otras especies

(que aparecen acompaiando a los analitos en estudio en los preparados

farmacéuticos) ejerce en la determinacion del acido salicilico (a los dos valores de

pH a los que se realiza su determinacion) y salicilamida fijados en la resina

Sephadex QAE A-25. Como criterio para decidir si la sustancia es o no
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interferente hemos seguido el descrito en capitulos anteriores.

Utilizando un volumen de inyeccidon de muestra de 1000 pl, se trabaja con
disoluciones que para cada especie extrafia contienen 0.5 mg ml' de &acido
salicilico y 0.2 pug ml" de salicilamida. Los limites de tolerancia de ambos analitos
para las diferentes especies ensayadas aparecen en la Tabla VIII-5.

Tabla VIII-5. Tolerancia del sensor propuesto a especies interferentes

(determinacién de 0.5 pg ml™ de 4cido salicilico y 0.2 pg ml" de salicilamida)

Especies extrafias Tolerancia [interferente]/[analito]
(mg ml™)
Acido Salicilico Salicilamida
pH=11 pH=2 pH=11
Almidén, Sulfato de Zn y Cu, Acido >100°  >100° >100"
lactico, Sacarosa, Glucosa, Lactosa
Dipiridamol 5 5 5
Cafeina 80 80 50
Sacarina 20 20 5
Codeina 80 80 80
Paracetamol <0.5 10 <0.5
Resorcina <0.5 5 <0.5

*Maxima relacion interferente/analito ensayada

Es necesario resaltar que la tolerancia a la presencia de codeina, cafeina y
dipiridamol (muy serios interferentes en espectrofluorimetria convencional) es
muy alta, permitiendo de este modo la determinacion de salicilamida y &cido
salicilico en presencia de cantidades de estos compuestos muy superiores a las
encontradas en medicamentos. La interferencia mas seria es del paracetamol y
resorcina a pH=11, puesto que ambos se fijan sobre la resina a este valor de pH.
Esta interferencia puede ser evitada en la determinacion de acido salicilico
trabajando a pH=2 ya que a este valor de pH no pueden ser retenidos en la resina
anionica, mientras que si lo son a pH=11 debido a su desprotonacion. Asi pues, el
sensor para acido salicilico es mas selectivo, aunque menos sensible, a pH=2 que
a pH basico.
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8. APLICACIONES ANALITICAS

El sensor propuesto ha sido aplicado a la determinacion de la mezcla
salicilamida-4cido salicilico en:

preparaciones farmacéuticas mezclas sintéticas

Asimismo se ha aplicado a la determinacion de cada uno de los analitos en

farmacos que contienen a sélo uno de ellos.

8.1.1. Preparacion de las muestras

Todos los farmacos analizados fueron disueltos previamente en 5 ml de
etanol, para posteriormente adicionar aproximadamente unos 50 ml de agua
bidestilada y depositarlos en un bafio ultrasonidos durante 10 minutos. El etanol
facilita la disolucion de la salicilamida y el acido salicilico, cuya solubilidad es
baja.

Como ya se ha indicado anteriormente, el sensor también puede ser aplicado
a la determinacion de acido acetil salicilico, previa hidrolisis de éste a acido
salicilico. Para llevar a cabo la hidrolisis, el farmaco se disuelve en 50 ml de NaOH
2M en caliente (100 °C, aproximadamente) durante 5 minutos.

Por ultimo, en todos los casos, el excipiente insoluble se separo por filtracion
a través de filtro Millipore de 0.45 wm, llevandose a un volumen final de 100 ml.
Todas las disoluciones fueron diluidas adecuadamente antes de ser inyectadas en la
corriente del portador. En ninglin caso se comprobo la existencia de efecto matriz,
de forma que se aplico directamente el método de calibracion directa.

8.1.2. Determinacion de dcido salicilico-salicilamida

8.1.2.1. En preparaciones farmacéuticas

La composicion de los preparados farmacéuticos analizados es la siguiente:
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1. "Coricidin" (Lab. Schering-Plough), capsulas
- Acido ascorbico: 50 mg
- Cafeina: 30 g
- Clorfenamina, maleato: 4 mg
- Salicilamida: 190 mg
- Excipientes: almidon y otros c.s. 177.47 mg

2. "Percutalin" (Lab. Berenguer-Infale), ampollas
- Dexametasona: 1 mg
- Salicilamida: 170 mg
- Salicilato de etilenglicol: 200 mg
- Nicotinato de metilo: 10 mg
- Excipientes: glicerina y etanol c.s.

3. "Hubergrip" (Lab. ICN Hubber), comprimidos
- Salicilamida: 300 mg
- Clorfenamina, maleato: 2 mg
- Propifenazona: 250 mg
- Cafeina: 25 mg
- Almidon de trigo: 76 mg

4. "Acnosan" (Lab. R. Bescansa), locion
- Alcanfor: 12.80 g
- Acido Undecilénico: 8.75 g
- Acido Bérico: 6.45 g
- Resorcina: 1.94 g
- Acido Salicilico: 1.20 g
- Sulfatode Zn: 0.13 g
- Sulfato de Cu: 0.13 g
- Vehiculo aromatico

5. "Callicida Gras" (Lab. Quimifar), solucion

- Acido salicilico: 250 mg
- Etanol: 365 mg

6. “Verufil” (Lab. Stiefel), solucion
- Acido lactico: 167 mg
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- Acido salicilico: 167 mg

7. “Asasantin” (Lab. Boehringer Ingelheim), capsulas
- Dipiridamol: 75 mg
- Acido acetil salicilico: 50 mg
- Sacarosa: 4.2 mg
- Lactosa y otros excipientes

8. “Tromalyt 300” (Lab. Madaus), capsulas
- Acido acetil salicilico: 300 mg
- Sacarosa: 23 mg

9. “Actron Compuesto” (Lab. Bayer), comprimidos efervescentes
- Acido acetil salicilico: 267 mg
- Paracetamol: 133 mg
- Cafeina: 40 mg

10. “Doloana” (Lab. Quimifar), comprimidos
- Acido acetil salicilico: 350 mg
- Salicilamida: 300 mg

Los resultados obtenidos para la composicion de uno de los analitos 6 ambos
simultaneamente, en cada medicamento analizado, se muestran en la Tabla VIII-6,
llevandose a cabo un estudio de recuperaciéon a varios niveles de concentracion,
para chequear asi la exactitud el método. En todos los casos, los resultados
obtenidos son satisfactorios.
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Tabla VIII-6. Determinacion de salicilamida y acido salicilico (o acetil salicilico)

en preparaciones farmacéuticas®

Muestra Composicion/mg Recuperacion
SAL AS  AAS SAL AS
Anadido  Recup. o Anadido  Recup.+ o
(ug ml™) (%)° (ug ml") (%)°
Coricidin 190° -- -- -- 989 +1.1 -- --
0.1 99.0+1.2 0.2 99.5+1.0
0.2 100.2 +0.9 0.3 100.2 +0.9
Percutalin 170° -- -- -- 97.4+1.6 -- --
0.1 98.5+1.5 0.2 98.6+1.1
0.2 98.6+1.2 0.3 99.4+1.0
Hubergrip 300° -- -- -- 99.6£0.9 -- --
0.1 998 £1.1 0.2¢ 1002 £1.1
0.2 100.0 £ 1.1 0.3¢ 100.1 £ 0.9
Acnosan -- 1.2¢ -- -- -- -- 99.4 £ 0.6
0.1 100.1 £ 0.9 0.2 99.4+0.8
0.2 99.9+0.9 0.3 993+1.2
Callicida -- 250" -- -- -- - 99.7+0.8
Gras 0.1 99.9+0.8 0.2 99.8 £1.0
0.2 100.2 +0.9 0.3 99.8+0.9
Verufil - 167° -- -- -- - 100.2 + 0.8
0.1 979+1.1 0.2 99.9+1.0
0.2 98.6+1.0 0.3 99.8 £1.0
Asasantin -- -- 50° -- -- -- 98.4+1.2
0.1 100.1 £ 0.8 0.2 99.0+1.1
0.2 99.7+1.0 0.3 98.7+1.2
Tromalyt -- -- 300°¢ -- -- -- 97.3+0.7
300 0.1 99.8+1.1 0.2¢ 98.0+0.8
0.2 999+1.2 0.3¢ 979+1.2
Actron -- -- 267° -- -- -- 101.4+1.9
compuesto 0.1 100.5+1.3 0.2¢ 1004 +1.2
0.2 999+1.2 0.3¢ 99.9+1.0
Doloana 300° -- 350° -- 101.5+ 1.1 -- 98.3+23
0.1 100.0 £ 0.9 0.2¢ 99.1+1.1
0.2 99.9+1.0 0.3¢ 100.1 £ 1.0

@ SAL=Salicilamida; AS=Acido salicilico; AAS=Acido acetil salicilico; ® Media de tres
determinaciones; © mg/comprimido; ¢ afiadido como 4cido acetil salicilico;  mg ml™; "mg g
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8.1.2.2. En mezclas sintéticas

El sensor espectrofluorimétrico de flujo también fue aplicado a la
determinacion de ambos analitos en diversas mezclas sintéticas preparadas a partir
de las disoluciones patréon iniciales. Estas mezclas se encontraban en unas
relaciones de salicilamida-acido salicilico comprendidas entre 1:10 y 5:1,
respectivamente; tal y como muestra la Tabla VIII-7, las recuperaciones obtenidas
se encuentran entre el 99 y 101% para los dos analitos.

Tabla VIII-7. Determinacion simultanea de salicilamida y dacido salicilico

en mezclas sintéticas

Composicion de la mezcla “Recuperacion
(ng ml™) (%)
Salicilamida  Acido Salicilico  Salicilamida  Acido Salicilico
50 500 100.2+0.8 99.8+0.3
250 250 100.2 £ 0.6 100 £ 1
100 400 101.2+0.9 99.2+0.8
100 30 99+1 99.7+0.5
20 150 99.6+0.5 101 £2
300 60 98.9+0.8 100.5+ 0.6

*Media de tres determinaciones
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Conclusiones Generales

La idea que ha presidido la presenta Memoria ha sido desarrollar nuevos
métodos de analisis por inyeccion en flujo continuo no segmentado con deteccidon
espectroscopica en fase solida, basados en la medida de una propiedad intrinseca
del(os) analito(s) (absorcion o emision molecular), sin necesidad de reaccion
derivadora, por fijacion del(os) mismo(s) sobre un soporte sélido (resina de
intercambio i6nico o gel de silice C,;) en la zona de deteccion.

La regeneracion del soporte solido se ha llevado a cabo, generalmente,
mediante el propio portador (convenientemente seleccionado) cuando la fase sélida
es una resina intercambiadora de iones, o con un disolvente organico cuando se
trata de gel de silice C,;. Se ha pretendido, pues, desarrollar nuevos sensores
espectroscopicos en flujo continuo con deteccion fotométrica o fluorimétrica que
respondan, en cada caso, a uno, dos e incluso tres analitos. Todos los sensores
poseen una alta frecuencia de muestro y un costo econémico reducido.

Como consecuencia del estudio realizado, se han obtenido las siguientes
conclusiones generales:

1. Se han desarrollado sensores monoparametro en flujo que permiten la
determinacion rapida y directa de especies farmacoldgicas que tienen un amplio
uso comercial: acido ascorbico, minoxidil, acido salicilico, amoxicilina,
epinefrina (con deteccidon espectrofotométrica UV), y piridoxina (con deteccion
espectrofluorimétrica), siendo aplicables al control de calidad de estos principios
activos en preparados farmacéuticos. Asimismo, se puede determinar
indirectamente acido acetil salicilico como acido salicilico, previa hidrolisis
alcalina del primero.

2. Los sensores biparametro propuestos, usando dos disoluciones portadoras
diferentes convenientemente seleccionadas, nos han permitido la resolucion
secuencial en modo automatico de mezclas de analitos que aparecen
frecuentemente combinados en productos farmacéuticos: salicilamida-
paracetamol y 4cido ascorbico-paracetamol (ambos con deteccion
espectrofotométrica UV); y salicilamida-acido (acetil)salicilico (con deteccion
espectrofluorimétrica). Constituyen los primeros sensores en flujo continuo con
deteccion espectroscopica en fase solida que operan de esta forma.
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3. El empleo de una resina intercambiadora de iones como soporte sélido en la
misma zona de deteccion proporciona, en todos los casos: a) un gran incremento
en la sensibilidad; y b) una considerable exaltacion de la selectividad con
respecto al método convencional en disolucion, como consecuencia de la
retencion selectiva y preconcentracion del analito en la zona de deteccion.

4. Se ha estudiado el efecto de las variables experimentales que afectan a la
respuesta de los sensores y se han optimizado los valores de las mismas. Dichas
variables se han dividido en cuatro categorias: variables instrumentales (s6lo
para sensores espectrofluorimétricos), variables de la unidad de retencion-
deteccion, variables quimicas y variables del sistema de flujo continuo.

5. Una caracteristica comun de los sensores desarrollados es la dependencia de su
sensibilidad con el volumen de muestra inyectado. Por ello, su calibracion para
diferentes volimenes de muestra permite la determinacion de los analitos dentro
de un amplio margen de concentraciones. Por tanto, dentro de este margen, el
sensor se puede adaptar a la concentracion del analito en la muestra escogiendo
un bucle de volumen adecuado para la inyeccion.

6. El estudio de las interferencias originadas por un elevado nimero de especies
que normalmente acompafian a cada analito en los preparados farmacéuticos
indica que los sensores propuestos, en todos los casos, muestran una elevada
selectividad a estas especies extrafias, como consecuencia del empleo de un
soporte solido que permite la retencion selectiva del(os) analito(s) de interés.

7. Se ha demostrado la aplicabilidad de todos los sensores desarrollados al analisis
de productos farmacéuticos comercializados. La exactitud se chequed mediante
estudios de recuperacion. En el caso del sensor del acido ascorbico se utilizé un
método de referencia.

8. Finalmente, se ha desarrollado un multisensor que nos ha permitido la
determinacion espectrofotométrica UV simultdnea de cafeina, paracetamol y
acido acetil salicilico, mediante la aplicacion del método de calibracion
multivariante de regresion por minimos cuadrados parciales, empleando un
detector de diodos en fila. Ha sido aplicado con éxito a la determinacion de estos
analitos en mezclas sintéticas y en preparaciones farmacéuticas, en las que
aparecen combinaciones binarias y ternarias de los citados analitos.
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Tabla I1-3.1. Reproducibilidad del sensor de dacido ascorbico
[Acido ascorbico]=15 g ml"' (300 pl); 5 pg ml! (600 wl); 4 g ml™ (1000 Wi

300 pl 600 pl 1000 Wl
Det. A [Ac. Ascorb.],,. A [Ac. Ascorb.],, A [Ac. Ascorb. ],
(Lgml") (Lgml") (g ml™)
1 0.853 15.02 0.570 4.88 0.769 4.04
2 0.845 14.88 0.562 4.81 0.760 3.99
3 0.840 14.79 0.579 4.95 0.750 3.94
4 0.835 14.70 0.568 4.86 0.761 4.00
5 0.842 14.82 0.569 4.87 0.752 3.95
6 0.837 14.73 0.567 4.85 0.765 4.02
7 0.840 14.79 0.570 4.88 0.762 4.01
8 0.851 14.98 0.582 4.98 0.770 4.05
9 0.841 14.80 0.569 4.87 0.758 3.98
10 0.857 15.09 0.579 4.95 0.758 3.98
Tabla I1-3.2. Parametros analiticos del sensor de dcido ascorbico
Parametro 300 pl 600 pl 1000 pl
X 14.86 4.89 3.99
o 0.129 0.053 0.035
o’ 0.016 0.003 0.001
0, 0.041 0.017 0.011
t (0.05) 2.262 2.262 2.262
X £ Ot 149+0.3 49+0.1 3.99+0.08
X £ 0t 14.86 + 0.09 4.89+0.04 3.99+0.02
C.V.(%)=(0/%)-100 0.87 1.08 0.90
E.(%)=(0,t/Xx) 100 0.62 0.78 0.62
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Tabla I1-4.1. Reproducibilidad del sensor de minoxidil
[Minoxidil]=5 pg ml" (600 Wl); 2 g ml™ (1000 pl); 0.2 pg ml' (2000 W)

600 pl 1000 pl 2000 pl
Det. A [Minoxidil],,. A [Minoxidil],,, A [Minoxidil],,,
(g ml™") (g ml") (g ml")
1 0.740 4.97 0.502 2.07 0.100 0.20
2 0.743 5.00 0.508 2.10 0.100 0.20
3 0.750 5.04 0.505 2.09 0.098 0.19
4 0.752 5.06 0.493 2.03 0.099 0.20
5 0.748 5.03 0.495 2.04 0.095 0.19
6 0.745 5.01 0.499 2.06 0.103 0.21
7 0.746 5.02 0.506 2.09 0.104 0.21
8 0.748 5.03 0.506 2.09 0.099 0.20
9 0.745 5.01 0.498 2.06 0.102 0.21
10 0.753 5.06 0.500 2.07 0.102 0.21
Tabla I1-4.2. Parametros analiticos del sensor de minoxidil
Parametro 600 pl 1000 pl 2000 pl
X 5.03 2.07 0.20
(o) 2.60x 103 2.19x 102 531x10°
o’ 6.76 x 10* 4.79 x 10* 2.81x10°
0, 8.36x 107 6.92x 107 1.68x 107
t (0.05) 2.262 2.262 2.262
X + Ot 5.03 £0.06 2.07 +£0.05 0.20+0.01
X+ 0t 5.03 £0.02 2.07 +£0.02 0.200 £ 0.004
C.V.(%)=(0/%)-100 0.52 1.06 2.63
E.(%)=(0,t/%) 100 0.38 0.75 1.87
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Tabla II-5.1. Reproducibilidad del sensor de dcido salicilico
[Acido salicilico]=30 g ml™ (300 pl); 20 g ml! (600 pl); 10 g ml"' (1000 L)

300 pl 600 pl 1000 pl
Det A [Ac.Salicill,, A  [Ac. Salicil], A [Ac.
(kg ml™) (kg ml™") Salicil.],,,
(Hg ml™)
1 0.687 30.15 0.728 20.01 0.580 10.52
2 0.690 30.29 0.729 20.03 0.576 10.44
3 0.692 30.38 0.732 20.12 0.574 10.40
4 0.690 30.29 0.725 19.92 0.575 10.42
5 0.688 30.20 0.730 20.06 0.575 10.42
6 0.695 30.51 0.730 20.06 0.574 10.40
7 0.687 30.15 0.728 20.01 0.573 10.38
8 0.688 30.20 0.737 20.26 0.570 10.32
9 0.687 30.15 0.729 20.03 0.573 10.38
10 0.689 30.24 0.726 19.95 0.571 10.34
Tabla I1-5.2. Pardmetros analiticos del sensor de dcido salicilico
Parametro 300 pl 600 1 1000 pl
X 30.26 20.05 10.40
o 0.117 0.096 0.053
o> 0.014 0.009 0.003
o, 0.037 0.030 0.017
t (0.05) 2.262 2.262 2.262
X £ Ot 30.3+0.3 20.0+0.2 10.4 £0.1
X £ 0, 30.26 = 0.08 20.05 +0.07 10.40 +0.04
C.V.(%)=(0/%)-100 0.38 0.47 0.52
E.(%)=(0,t/X) 100 0.27 0.34 0.37
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Tabla I1-3.3. Limites de deteccion y cuantificacion de acido ascorbico

N° Blanco ABOOpRD)  A(600P) A (100
uD)
1 0.005 0.007 0.008
2 0.005 0.009 0.008
3 0.006 0.008 0.010
4 0.005 0.008 0.009
5 0.006 0.008 0.009
6 0.004 0.007 0.010
7 0.006 0.009 0.008
8 0.005 0.010 0.010
9 0.004 0.008 0.010
10 0.005 0.010 0.011
% 0.005 0.008 0.009
o 7.40-10°* 1.70'10%  1.06:10°
¢,=30/m (g ml") 0.04 0.03 0.02
cq=100/m (Lg ml") 0.13 0.10 0.06

Tabla I1-4.3. Limites de deteccion y cuantificacion de minoxidil

N° Blanco A (600 ul) A (1000 A (2000
) ul)
1 -0.039 -0.038 -0.037
2 -0.040 -0.034 -0.038
3 -0.036 -0.036 -0.035
4 -0.038 -0.035 -0.037
5 -0.035 -0.037 -0.037
6 -0.036 -0.036 -0.036
7 -0.030 -0.035 -0.038
8 -0.035 -0.030 -0.037
9 -0.037 -0.036 -0.035
10 -0.039 -0.038 -0.036
>—< -0.036 -0.036 -0.037
o 2.87-10° 2.50-10° 1.07-10°
¢,=30/m (lg mI") 0.06 0.03 0.01
c,=100/m (ug ml™) 0.20 0.11 0.02
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Tabla I1-5.3. Limites de deteccion y cuantificacion de acido salicilico

N° Blanco A @300  A(600RD)  A(100
uD)
1 -0.042 -0.053 -0.050
2 -0.044 -0.051 -0.052
3 -0.043 -0.052 -0.051
4 -0.044 -0.052 -0.051
5 -0.043 -0.051 -0.050
6 -0.043 -0.050 -0.052
7 -0.042 -0.053 -0.051
8 -0.043 -0.051 -0.053
9 -0.044 -0.051 -0.052
10 -0.041 -0.052 -0.053
% -0.043 -0.052 -0.051
o 9.94-10" 9.66:10*  1.08'10°
¢,=30/m (jLg ml") 0.13 0.08 0.06
cq=100/m (Lg ml") 0.45 0.27 0.21

Tabla III-3.1. Reproducibilidad del sensor de amoxicilina
[Amoxicilina]=30 g ml" (300 pl); 10 g ml™' (600 pl); 10 g mi™ (1200 i)

300 pl 600 pl 1200 pl
Det. A [Amoxicilina],,, A [Amoxicilina],,, A [Amoxicilina],,,
(LgmlY) (LgmlY) (Lgml™)
1 0.630 29.98 0.420 9.98 0.715 10.17
2 0.633 30.12 0.423 10.05 0.718 10.21
3 0.638 30.37 0.418 9.93 0.720 10.24
4 0.633 30.12 0.528 10.17 0.706 10.03
5 0.640 30.47 0.415 9.85 0.725 10.32
6 0.628 29.88 0.421 10.00 0.720 10.24
7 0.635 30.22 0.421 10.00 0.703 9.99
8 0.635 30.22 0.418 9.93 0.715 10.17
9 0.642 30.57 0.419 9.95 0.714 10.15
10 0.625 29.72 0.427 10.15 0.710 10.09
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Tabla I11-3.2. Parametros analiticos del sensor de amoxicilina

Parametro 300 pl 600 pl 1200 pl
X 30.17 10.00 10.15
(o) 0.262 0.101 0.100
o’ 0.069 0.010 0.010
o, 0.083 0.032 0.032
t (0.05) 2.262 2.262 2.262

X + Ot 30.2+0.6 10.0£0.2 10.1+£ 0.2

X+ 0t 30.2+0.2 10.00 £ 0.07 10.15+0.07

C.V.(%)=(0/x)-100 0.87 1.01 0.99
E.(%)=(0,,t/%) 100 0.62 0.72 0.71

Tabla I11-3.3. Limites de deteccion y cuantificacion de amoxicilina

N° Blanco AGOORl) A (600pR]) A (1200 pl)
1 0.020 0.030 0.042
2 0.018 0.032 0.040
3 0.019 0.029 0.042
4 0.018 0.027 0.038
5 0.015 0.027 0.045
6 0.020 0.028 0.036
7 0.019 0.029 0.038
8 0.018 0.031 0.040
9 0.017 0.025 0.041
10 0.019 0.028 0.042
>—< 0.018 0.029 0.040
o 149x10%  2.06x10°  2.59x10°
¢,=30/m (g ml") 0.22 0.16 0.12
co=100/m (g ml™) 0.74 0.52 0.39
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Tabla I11.4.1. Reproducibilidad del sensor de epinefrina

[Epinefrina]=10 g ml"'; Volumen=300 1

Determinacion A [Epinefrinal,,
(Hg ml™)
1 0.325 10.09
2 0.324 10.06
3 0.320 9.94
4 0.327 10.16
5 0.325 10.09
6 0.333 10.34
7 0.323 10.03
8 0.330 10.25
9 0.321 9.97
10 0.319 9.91

Tabla I11-4.2. Parametros analiticos del sensor de epinefrina

Q a x

Om
£ (0.05)
% + O,
X+ 0.t
C.V.(%)=(0/%)"100
E,(%)=(0,t/%) 100

10.08
0.137
0.019
0.043
2.262
10.1£0.3
10.1 £ 0.1
1.36
0.97
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Tabla I11-4.3. Limites de deteccion y cuantificacion de epinefrina

N° Blanco A

0.114

0.114
0.116 x=0.115

0.115 0=1.82x 10
0.116 c,=0.17 pg ml!
0.115 ¢g=0.57 pg ml"
0.112
0.119
0.115
0.114

O 0 9 N i A W N~

—_
o

Tabla IV-2.1. Reproducibilidad en la determinacion de salicilamida (medio dacido) para el
sensor de paracetamol-salicilamida
[Salicilamida]=90 g ml"; Portador: HAc/NaAc 0.045M pH=5; Volumen=600 L1

., [Salicilamidal],,,
Determinacion A
(Lgml™)
1 0.570 90.00
2 0.573 90.49
3 0.569 89.83
4 0.572 90.33
5 0.570 90.00
6 0.570 90.00
7 0.579 91.48
8 0.575 90.82
9 0.568 89.67
10 0.569 89.83
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Tabla IV-2.2. Pardametros analiticos en la determinacion de salicilamida (medio dcido)

para el sensor de paracetamol-salicilamida

Q a x

Om
£(0.05)
X + Ot,
X+ 0,f,
C.V.(%)=(0/%) 100
E,(%)=(0,,t/%) 100

90.24
0.555
0.308
0.176
2.262
90.2+1.2
10.1+0.4
0.61
0.44

Tabla IV-2.3. Limites de deteccion y cuantificacion de salicilamida (medio dacido)

N° Blanco A

-0.009
-0.010
-0.010
-0.009
-0.008
-0.009
-0.010
-0.009
-0.009
-0.008

O 0 3 N L bW N =

—_
(==}

*x=-0.009
0=7.36x 10"
¢,=0.35 pg ml"
c=1.22 pgml’
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Tabla IV-3.1. Reproducibilidad en la determinacion de salicilamida (medio basico) para
el sensor de paracetamol-salicilamida
[Salicilamida]=85 g m1"; Portador: NaCl 0.1M pH=12; Volumen=600 L1

L, [Salicilamida],,,
Determinacion A
(Hg ml™)
1 0.950 84.23
2 0.954 84.59
3 0.949 84.14
4 0.957 84.86
5 0.957 84.86
6 0.960 85.13
7 0.958 84.95
8 0.955 84.68
9 0.954 84.59
10 0.955 84.68

Tabla IV-3.2. Pardametros analiticos en la determinacion de salicilamida (medio basico)
en el sensor de paracetamol-salicilamida

% 84.67
o : 0.307
o’ 0.094
o, 0.097
£ (0.05) 2.262

% + Ot 84.7+0.7

%+ 0L, 84.740.2
C.V.(%)=(0/%)100 0.36
E(%)=(0,t/%X)-100 0.26
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Tabla IV-3.3. Limites de deteccion y cuantificacion de salicilamida (medio basico)

N° Blanco A

-0.027

-0.028
-0.028 x=-0.028

-0.029 0=8.82x 10*

-0.029 c,=0.24 pg ml!
-0.030 ¢g=0.79 pg ml’!
-0.028
-0.029
-0.028
-0.028

O 0 9 O i A W N~

—_
(=]

Tabla IV-4.1. Reproducibilidad en la determinacion de paracetamol para el sensor de
paracetamol-salicilamida
[Paracetamol]=20 g ml™; Portador: NaCl 0.1M pH=12; Volumen=600 pl

L, [Paracetamol],,,
Determinacion A
(Hg ml™)
1 0.520 20.00
2 0.523 20.11
3 0.519 19.96
4 0.522 20.07
5 0.524 20.17
6 0.521 20.05
7 0.518 19.92
8 0.516 19.86
9 0.523 20.13
10 0.525 20.22
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Tabla IV-4.2. Parametros analiticos en la determinacion de paracetamol para el sensor de
paracetamol-salicilamida

% E 20.05
o 0.568
o’ 0.323
o, 0.179
£ (0.05) 2.262

% + Ot 20.0+ 1.3

%+ 0L, 20.0 + 0.4
C.V.(%)=(0/%)100 0.57
E(%)=(0,t/%)-100 2.02

Tabla IV-4.3. Limites de deteccion y cuantificacion de paracetamol

N° Blanco A

-0.014
-0.014
-0.015 x=-0.015
-0.016 0=8.70 x 10™
-0.016 ¢,=0.10 pg ml!
-0.014 ¢=0.33 pg ml
-0.015
-0.015
-0.016
-0.014

O 0 9 N i A W N~

—_
o
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Tabla V-2.1. Reproducibilidad en la determinacion de acido ascorbico en el sensor de

[Acido ascorbico]=10 g ml"! (300 Wl); 5 pg ml' (600 wl); 5 g ml' (1000 pl)

dacido ascorbico-paracetamol

300 pl 600 pl 1000 p1
Det. A [Ac. Ascorbico],,. A [Ac. Ascorbico],,. A [Ac. Ascorbico],,.
(Lgml™) (Lgml™) (Lgml™)
1 0.575 9.91 0.500 5.02 0.790 4.98
2 0.583 10.05 0.493 4.95 0.795 5.01
3 0.587 10.13 0.497 4.99 0.798 5.03
4 0.580 10.00 0.509 5.11 0.803 5.06
5 0.575 9.91 0.502 5.04 0.809 5.10
6 0.578 9.97 0.503 5.05 0.792 4.99
7 0.590 10.18 0.490 4.92 0.790 4.98
8 0.580 10.00 0.497 4.99 0.800 5.04
9 0.581 10.02 0.508 5.10 0.805 5.07
10 0.570 9.82 0.502 5.04 0.790 4.98

Tabla V-2.2. Parametros analiticos en la determinacion de acido ascorbico en el sensor de

dcido ascorbico-paracetamol

Parametro 300 pl 600 pl 1000 pl
X 10.00 5.02 5.02
(o) 0.105 0.062 0.044
o’ 0.011 0.004 0.002
(O 0.033 0.020 0.014
t (0.05) 2.262 2.262 2.262

X + Ot 10.0£0.2 5.0+0.1 5.0+0.1

X+ 0.t 10.00 +£ 0.07 5.02+0.04 5.02+£0.03

C.V.(%)=(0/%)"100 1.06 1.23 0.88
E (%)=(0,,t/%)"100 0.75 0.88 0.63
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Tabla V-2.3. Limites de deteccion y cuantificacion de dcido ascorbico en el sensor de dcido

Tabla V-3.1. Reproducibilidad en la determinacion de paracetamol en el sensor de dcido

ascorbico-paracetamol

N° Blanco A(G00ul) A 600l A (1000 pl)

1 0.007 0.012 0.042

2 0.008 0.014 0.040

3 0.008 0.012 0.042

4 0.008 0.013 0.038

5 0.007 0.014 0.045

6 0.006 0.012 0.036

7 0.007 0.010 0.038

8 0.009 0.013 0.040

9 0.008 0.014 0.041

10 0.007 0.012 0.042

% 0.007 0.013 0.014

o 850x 104  1.26x10°  9.94x 10*
¢,=30/m (jg ml") 0.05 0.04 0.02
co=100/m (g ml™) 0.15 0.13 0.06

ascorbico-paracetamol

[Paracetamol]=20 g ml" (300 pl); 5 Lg ml™ (600 pl); 5 ug ml™' (1000 Wl)

300 pl 600 pl 1000 pl
Det. A [Paracetamol],,, A [Paracetamol],,, A [Paracetamol],,,
(pg ml™) (pg ml™) (pg ml™)
1 0.821 20.12 0.410 4.99 0.530 5.12
2 0.828 20.30 0.415 5.05 0.520 5.02
3 0.803 19.67 0.408 4.97 0.527 5.09
4 0.814 19.95 0.420 5.12 0.533 5.15
5 0.808 19.77 0.403 491 0.526 5.08
6 0.825 20.23 0.415 5.05 0.519 5.01
7 0.828 20.30 0.412 5.02 0.520 5.02
8 0.817 20.02 0.410 4.99 0.525 5.07
9 0.802 19.63 0.401 4.88 0.519 5.01
10 0.814 19.95 0.407 4.96 0.516 498
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Tabla V-3.2. Parametros analiticos en la determinacion de paracetamol en el sensor de
dcido ascorbico-paracetamol

Parametro 300 pl 600 pl 1000 pl
X 19.99 4.99 5.05
(o) 0.246 0.071 0.055
o’ 0.060 0.005 0.003
0, 0.078 0.022 0.017
t (0.05) 2.262 2.262 2.262

X + Ot 19.9+ 0.6 49+0.2 5.0+0.1

X+ 0,t 19.9+0.2 4.99 +0.05 5.05+0.04

C.V.(%)=(0/%)-100 1.23 1.41 1.09
E (%)=(0,t/X) 100 0.88 1.01 0.78

Tabla V-3.3. Limites de deteccion y cuantificacion de paracetamol en el sensor de acido
ascorbico-paracetamol

N° Blanco AG00  A(600ul) A (1000
u) u)

1 0.013 0.019 0.022

2 0.014 0.020 0.021

3 0.014 0.020 0.022

4 0.015 0.022 0.020

5 0.015 0.019 0.019

6 0.014 0.020 0.019

7 0.013 0.021 0.022

8 0.014 0.019 0.020

9 0.015 0.021 0.020

10 0.012 0.018 0.022

% 0.014 0.020 0.021

o 9.94x 100 1.19x10° 125x10°
¢,=30/m (g ml") ) 0.04 0.02
c=100/m (g ml™) 3(2)2 0.15 0.08
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Tabla VI-2.1. Seleccion del optimo numero de factores. Matriz 1

N° Cafeina AAS Paracetamol
factores  pRrESS F P PRESS F P PRESS F P
1 562.095 1.000 0.5000 30915.789 2.709 0.9938 3340.174 8.071  0.9999
2 792.956 - - 23436.135 2.053 09668 3264.725 7.889  0.9999
3 634.226 - - 18091.478 1.585 0.8811 2231.634 5.392  0.9999
4 651.013 - - 13829.983 1.212 0.6899 1204.740 2911  0.9961
5 808.697 - - 12816903  1.123 0.6177 696.929  1.684  0.9089
6 737.586 - - 13961.627 1.223  0.6985 822940 1.988  0.9603
7 1070.120 - - 13650.778 1.196 0.6780  687.957 1.662  0.9034
8 1152.658 - - 11410.388 1.000  0.500  660.454  1.595  0.8844
9 1315.373 - - 12183.139 - - 594312 1436  0.8235
10 1482.384 - - 13471.683 - - 528471 1.277  0.7355
11 1822.064 - - 14678.591 - - 486.430 1.175  0.6616
12 2201.534 - - 14807.401 - - 480.793  1.161  0.6505
13 2405.196 - - 13924.571 - - 456.857  1.103  0.6005
14 3003.222 - - 12095.041 - - 413.820 - -
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Tabla VI-2.2. Seleccion del optimo numero de factores. Matriz 2

N° Cafeina AAS Paracetamol
factores  pRrESS F P PRESS F P PRESS F P
1 513983 2775 0.9947 21665.283 4399 0.9997 4307.061 4.631 0.9998
2 246.058  1.328 0.7676 11378.005 2.310 0.9832 3091.119 3.323  0.9984
3 185.170  1.000 0.5 7162.505  1.454 0.8318 1589.439 1.709  0.9149
4 227.424 - - 7071317  1.435 0.8234  929.961 1.000  0.5000
5 294.086 - - 9276.359  1.883 0.9471 938.512 - -
6 253.731 - - 7158.862  1.453 0.8314 1093.427 - -
7 301.785 - - 5663.558 1.150 0.6407 940.826 - -
8 298.261 - - 5464.526  1.109 0.6056 1116.909 - -
9 327.367 - - 4924.647  1.000 0.5000 1227.474 - -
10 507.005 - - 5554.953 - - 1334.605 - -
11 609.662 - - 5938.051 - - 1390.472 - -
12 687.452 - - 7477.234 - - 1366.792 - -
13 641.560 - - 8013.873 - - 1520.847 - -
14 614..927 - - 7972.371 - - 1533.990 - -
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Tabla VI-2.3. Seleccion del optimo numero de factores. Matriz 3

N° Cafeina AAS Paracetamol
factores  pRESS F P PRESS F P PRESS F P
1 198.541  2.592  0.9907 9889.622  10.051 0.9999 9085.228 10.976  0.9999
2 130.925  1.709 0.9107 11250.695 11.434 0.9999 4637.200 5.602  0.9999
3 111.496 1455 0.8277  9250.921 9.402 09999 1259.323  1.521 0.8543
4 146.696 1915 0.9482  7277.715 7.396  0.9999  827.763 1.000  0.5000
5 111.211 1451 0.8260  4754.099 4.831 09998  957.429 - -
6 107.747  1.406 0.8050 3010.644 3.059 09967 1205.144 - -
7 142.071  1.854 0.9393  2208.203 2244 09781 1436.085 - -
8 182.698  2.385 0.9846  1298.255 1.319  0.7579 1638.241 - -
9 193326  2.523 0.9891  1150.890  1.169 0.6541 2006.767 - -
10 158.410  2.068 0.9654  983.930 1.000  0.5000 2234.471 - -
11 126.528  1.651 0.8962 1074.266 - - 2060.317 - -
12 96.510  1.259 0.7203 1161.782 - - 2132.603 - -
13 76.596 1.000  0.5000  1375.529 - - 2327.240 - -
14 82.312 - - 1506.017 - - 2414.345 - -

326



Apéndice

Tabla VI-2.4. Seleccion del optimo numero de factores. Matriz 4

N° Cafeina AAS Paracetamol
factores  pRESS F P PRESS F P PRESS F P
1 698.425 10.561 0.9999 12064.545 1.855 09462 11577.105 1.000 0.5000
2 520.186  7.865 0.9999  6502.961 1.000 0.5000 12390.290 - -
3 596.093  9.013  0.9999  6643.377 - - 19596.682 - -
4 311.328  4.707  0.9998  7140.935 - - 26414.099 - -
5 247110  3.736  0.9993  7717.759 - - 35373.709 - -
6 217.338  3.286  0.9985 10035.420 - - 41790.683 - -
7 244.623  3.699 0.9993  8889.705 - - 39722.059 - -
8 223317 3376 09987  7911.542 - - 35820.496 - -
9 241984  3.659 0.9992  7580.362 - - 38394.273 - -
10 200.303  3.028 0.9974  8009.705 - - 37659.031 - -
11 99.741 1.508  0.8584  8566.394 - - 30234.485 - -
12 66.131 1.000  0.5000 11368.556 - - 24271.240 - -
13 71.513 - - 13057.984 - - 17561.235 - -
14 112.125 - - 17033.330 - - 14473.387 - -
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Tabla VI-2.5. Seleccion del optimo numero de factores. Matriz 5

N° Cafeina AAS Paracetamol
factores  pRESS F P PRESS F P PRESS F P
1 725.036  7.058  0.9999 11607.483  2.693 09943 11123.025 1.000 0.5000
2 463.041  4.507 09998  6086.740 1.412  0.8168  11965.167 - -
3 473233 4.607 0.9998  7406.080 1.718 0.9209  23973.458 - -
4 306.414 2983  0.9971  5864.285 1.360 0.7900  29649.861 - -
5 116..041 1.129  0.6255  4309.372  1.000 0.5000 68625.189 - -
6 102.719  1.000  0.5000  8262.883 - - 83936.734 - -
7 114.708 - - 9332.458 - - 96252.718 - -
8 123.771 - - 13481.275 - - 115464.72 - -
9 114.001 - - 14305.298 - - 90310.293 - -
10 130.458 - - 14177.389 - - 72998.379 - -
11 152.526 - - 15101.537 - - 57630.046 - -
12 180.856 - - 14259.568 - - 50340.152 - -
13 200.516 - - 14430.000 - - 34860.127 - -
14 213.511 - - 14238.612 - - 36981.446 - -
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Tabla VI-2.6. Seleccion del optimo numero de factores. Matriz 6

N° Cafeina AAS Paracetamol
factores  pRESS F P PRESS F P PRESS F P
1 265392 13991 09999  8311.256 41322  0.9999  9708.945 1.000 0.5000
2 58.636 3.091  0.9964  5821.094 28941 0.9999  9738.882 - -
3 55.126 2906  0.9948  5066.283  25.189  0.9999  14502.538 - -
4 42.849 2.258  0.9768 857.658 4.264 0.9995  14458.773 - -
5 41.220 2.173 09712 239.453 1.190 0.6672  15057.552 - -
6 26.843 1.415  0.8044 201.130 1.000  0.5000 12498.716 - -
7 22.036  1.161  0.6449 216.713 - - 16844.011 - -
8 19.601 1.033  0.5322 238.794 - - 18242.800 - -
9 18.968 1.000  0.5000 244.285 - - 19563.938 - -
10 20.924 - - 261.104 - - 26195.453 - -
11 23.248 - - 267.982 - - 28500.159 - -
12 23.480 - - 250.423 - - 26749.939 - -
13 24.881 - - 240.378 - - 26044.620 - -
14 26.859 - - 14238.612 - - 24639.831 - -
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Tabla VII-2.1. Reproducibilidad del sensor de piridoxina
[Piridoxina]=1 pg ml" (200 pl); 0.2 g ml" (1000 Wl); 0.05 g ml™* (2000 pl)

200 pl 1000 w1 2000 pl
Det. IFR [Piridoxina],,, IFR [Piridoxina],,, IFR [Piridoxina],,,
(Lg ml™) (Lgml™) (Lgml")
1 579 1.028 480 0.210 230 0.049
2 579 1.028 483 0.211 227 0.048
3 578 1.026 476 0.208 220 0.047
4 583 1.036 475 0.208 230 0.049
5 577 1.025 475 0.208 225 0.048
6 575 1.021 472 0.206 225 0.048
7 576 1.023 477 0.209 227 0.048
8 577 1.025 480 0.210 226 0.048
9 577 1.025 479 0.210 230 0.049
10 582 1.034 476 0.208 227 0.048
Tabla VII-2.2. Parametros analiticos del sensor de piridoxina
Parametro 200 pl 1000 pl 2000 pl
X 1.027 0.209 0.048
o 4.68x10° 1.47x 103 6.32x10*
o’ 2.19x10° 2.16x 10 3.99x 107
0, 1.48x 107 4.66 x 10 2.00x 10*
t (0.05) 2.262 2.262 2.262
X £ Ot 1.03 £0.01 0.21 +0.03 0.048+ 0.001
X+ 0.t 1.027 £ 0.003 0.21+£0.01 0.0480 + 0.0004
C.V.(%)=(0/%)-100 0.45 0.70 1.31
E.(%)=(0,t/Xx) 100 0.32 0.50 0.94
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Tabla VII-2.3. Limites de deteccion y cuantificacion de piridoxina

N° Blanco IFR (200 wl) IFR (1000 ul)  IFR (2000 pl)
1 2 5 8
2 2 6 9
3 3 5 9
4 3 6 8
5 4 6 8
6 2 6 9
7 3 5 8
8 3 5 9
9 2 6 9
10 3 6 8
% 2.4 5.6 8.5
o 1.035 0.516 0.527
¢,=30/m (ng ml") 5.70 0.67 0.33
co=100/m (ng ml") 19.00 2.26 1.11

Tabla VIII-2.1. Reproducibilidad en la determinacion de dcido salicilico (medio dacido)
para el sensor de dcido salicilico-salicilamida
[Acido salicilico]=0.70 g ml"'; Portador: NaCl 0.025M pH=2; Volumen=1000 11

[Acido
Determinacion IFR Salicilico],,,
(g ml")

1 510 0.695
2 513 0.699
3 515 0.702
4 518 0.707
5 515 0.702
6 512 0.698
7 520 0.709
8 507 0.691
9 505 0.688
10 514 0.701
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Tabla VIII-2.2. Parametros analiticos en la determinacion de dcido salicilico (medio

dacido) para el sensor de acido salicilico-salicilamida

% 0.699
o 6.56 x 10°
o’ 5 430x10°
o, 2.07x 107
£ (0.05) 2.262
%+ O, 0.69 = 0.01
R+ 0t 0.699 + 0.004
C.V.(%)=(0/%)-100 0.94
E(%)=(0,t/X) 100 0.67

Tabla VIII-2.3. Limites de deteccion y cuantificacion de dcido salicilico (medio acido)

N° Blanco IFR
1 10
2 8
3 11 X=9.2
4 9 0=1.032
5 10 c,=4.46 ng ml!
6 9 c=14.88 ng ml"'
7 8
8 8
9
10 10
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Tabla VIII-3.1. Reproducibilidad en la determinacion de acido salicilico (medio basico)
para el sensor de acido salicilico-salicilamida
[Acido salicilico]=0.5 pg ml'; Portador: NaCl 0.05M pH=11; Volumen=1000 1

[Acido
Determinacion IFR Salicilico],,,.
(Hg ml™)

1 610 0.497
2 620 0.505
3 620 0.505
4 615 0.501
5 618 0.504
6 612 0.498
7 612 0.498
8 610 0.497
9 617 0.503
10 604 0.492

Tabla VIII-3.2. Parametros analiticos en la determinacion de dcido salicilico (medio

basico) en el sensor de dcido salicilico-salicilamida

% 0.500
o 429x10°
o’ , 1.84x 10°
o, 1.35x 10°
£ (0.05) 2.262
%+ o, 0.50 = 0.01
%+ 0.t 0.500 + 0.003
C.V.(%)=(0/%)100 0.86
E.(%)=(0, t/%) 100 0.61
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Tabla VIII-3.3. Limites de deteccion y cuantificacion de dcido salicilico (medio basico)

N° Blanco IFR
1 7
2 7
3 8 x=7.8
4 8 0=0.788
5 9 ¢;=2.04 ng ml"!
6 7 €;=6.82 ng ml’!
7 9
8 8
9 8
10 7

Tabla VIII-4.1. Reproducibilidad en la determinacion de salicilamida para el sensor de
acido salicilico-salicilamida
[Salicilamida]=0.20 g m1"; Portador: NaCl 0.05M pH=11; Volumen=1000 1

L, [Salicilamida],,,
Determinacion IFR
(Hg ml™)
1 560 0.201
2 555 0.198
3 559 0.200
4 562 0.202
5 560 0.201
6 551 0.197
7 569 0.204
8 565 0.202
9 564 0.202
10 570 0.204
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Tabla VIII-4.2. Parametros analiticos en la determinacion de salicilamida para el sensor
de acido salicilico-salicilamida

% 0.201
o 2.28x 107
o’ 5.19x 10
o, , 7.22x 10
£ (0.05) 2.262
% + o, 0.201 + 0.005
%+ 0.t 0.201 + 0.002
C.V.(%)=(0/%)100 1.13
E.(%)=(0, t/%) 100 0.81

Tabla VIII-4.3. Limites de deteccion y cuantificacion de salicilamida

N° Blanco IFR
1 7
2 7
3 8 x=7.8
4 3 0=0.788
5 9 ¢;=0.90 ng ml"!
6 7 ¢=3.01 ng ml’!
7 9
8 8
9 8
10 7
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