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Presentacion

En la presente Tesis se recogen cuatro trabajos experimentales, basados en distintas

técnicas de gestion de fluidos. El contenido de la memoria estd distribuido en 9 capitulos.

En el primer capitulo se ha realizado una introduccion general a las distintas técnicas de flujo
utilizadas. Se hace especial mencion al concepto e instrumentacion bdsica de cada técnica asi
como, a las distintas técnicas derivadas. También se explica la reaccion modelo utilizada en los
tres sistemas con deteccién espectrofotométrica y, algunas de las aplicaciones de esta

reaccion en sistemas de flujo.

El segundo capitulo recoge los objetivos del presente trabajo. En el tercer capitulo se ha
realizado una descripcion de los materiales y métodos comunes en los sistemas de flujo. Se ha
realizado una descripcion de la preparacion de las distintas soluciones y reactivos utilizados.
También de los métodos matemdticos usados en la caracterizacién de los sistemas de

deteccidn utilizados, la espectrofotometria y la potenciometria.

En los capitulos 4, 5, 6 y 7 se discuten los resultados mds relevantes de los sistemas
implementados. En el capitulo 4 se muestran los resultados obtenidos en el primer sistema
estudiado. Se trata de un sistema r-FIA donde, se ha substituido la vdlvula de inyeccién por
una microbureta automdtica. La viabilidad de la sustitucién se ha evaluado mediante estudios
sin reaccion quimica, realizados con una solucién colorante, y estudios con reaccién quimica

llevados acabo con la reaccién modelo de Griess-Ilosvay.

En el capitulo 5 se aborda la descripcidon, desarrollo e implementacion de un sistema
autoadaptativo de andlisis basado en la técnica SIA. El grado de inteligencia del sistema se ha
conseguido mediante un programa informdtico, desarrollado en lenguaje C++, realizado para
esta aplicacion concreta. Este gestiona todo el sistema instrumental, realiza la adquisicion de
datos, autocalibra el sistema automdticamente y, mediante un control feedback o por
retroceso, modifica las condiciones de operacion adaptando éstas a la muestra problema. Este

sistema realiza el andlisis de ion nitrito en dos intervalos de concentracidn distintos.

El capitulo 6 describe el desarrollo de un sistema SIA con deteccion potenciométrica, para la

determinacion de ion cadmio. Con el objeto de aumentar la selectividad y sensibilidad del



sistema, se ha integrado una etapa de preconcentracion en linea. Se ha incorporado una
columna de intercambio idnico, en la que se ha retenido el cadmio en forma de clorocomplejo.
Con el objetivo de aumentar la sensibilidad se han estudiado dos modos de deteccidn distintos,

normal y diferencial.

En el capitulo 7, se detalla toda la informacion relativa al disefio, desarrollo, implementacidn,
evaluacion y gestion, de un microsistema analitico elaborado integramente en esta Tesis. El
elemento central es un microchip de silicio fabricado con tecnologia IC y un programa
informdtico de gestidn que facilita una interfase idénea entre el usuario y el sistema. Se ha
propuesto un modelo que describe el comportamiento de los fluidos en el microchip, y predice
la respuesta analitica. Finalmente, se ha optimizado el sistema para el andlisis ion nitrito en

muestras con alta concentracidn.

En el capitulo 8, se enuncian las conclusiones mds relevantes de todos los sistemas
desarrollados en esta Tesis. También se indican algunas de las perspectivas futuras y posibles

aplicaciones de la infraestructura desarrollada.

Finalmente, en el capitulo 9 se recogen todos programas informdticos desarrollados o
utilizados, en cada uno de los sistemas experimentales, y una breve descripcién sobre los

mismos.
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Resumen






Resumen

La técnica de andlisis por inyeccion en flujo (Flow Injection Analysis, FIA) y la técnica de
analisis por inyeccion secuencial (Sequential Injection Analysis, SIA) han sido
ampliamente utilizadas en la automatizacion de procesos de andlisis rutinarios. La
creciente demanda de informacion quimica util para la monitorizacion y el control de
procesos quimicos, ha favorecido la expansién de estas metodologias con una tendencia
clara hacia la miniaturizacion de la instrumentacion. La presente tesis esta dirigida a la
implementacion de nuevos elementos de gestion de fluidos y procedimientos de flujo
continuo que incrementen la capacidad de funcionamiento automatico y auténomo de los
analizadores de flujo continuo asi como su portabilidad. El trabajo desarrollado se podria
desglosar en cuatro apartados donde se han abordado distintas estrategias y nuevas
tecnologias de fabricacion de sistemas de gestion de fluidos de aplicacion en diferentes
técnicas de flujo continuo. A continuacién se realiza un breve resumen de las
caracteristicas principales de cada uno de los sistemas implementados.

En un primer apartado se describe la implementacion de un sistema FIA reverso
monocanal, en el que ha sido substituida la valvula de seis vias por una microbureta como
sistema de inyeccién. Se han realizado estudios comparativos de la respuesta de ambos
sistemas en ausencia de reaccion quimica y utilizando la reaccion modelo de ion nitrito
(Griess-llosvay). En esta reaccion se forma un colorante azoico que es determinado
espectrofotométricamente a 555 nm. No se han encontrado diferencias significativas entre
ambos sistemas de inyeccién. Con esta modificacion se aporta versatilidad y elasticidad a
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la técnica FIA, confiriéndole ademas capacidad adaptativa. Paralelamente, el uso de la
variante de flujo reverso minimiza el consumo de reactivos y la generacion de residuos.
Aprovechando la versatilidad de la instrumentacion desarrollada se han optimizado las
condiciones de operacion para analizar ion nitrito en dos intervalos de concentracion
distintos modificando el volumen de reactivo inyectado. Los intervalos de concentracién
establecidos son 0,0-0,1 ppm y 0,0-3,0 ppm de ion nitrito, con unos limites de deteccién de
0,009 y 0,024 ppm respectivamente, y una repetitividad de 1,35% y 0,52% calculada como
la RSD (%) de 10 inyecciones sucesivas de un patrén dentro del intervalo lineal de cada
zona.

Finalmente, el sistema r-FIA se ha adaptado para la determinacion de ozono en aguas. Se
ha incorporado una etapa de difusion gaseosa que permite el paso de ozono desde el canal
dador hasta el canal aceptor por el que circula ion nitrito. De esta manera se obtiene una
disminucion de absorbancia en el andlisis de ion nitrito proporcional a la concentracion de
ozono en el canal dador. Se ha estudiado el efecto de la concentracion de ion nitrito en el
canal aceptor y el caudal de difusion. La concentracion de ion nitrito 6ptima se ha fijado en
0,250 ppm y el caudal en 1,5 mi/min. La eficacia del proceso de difusion del ozono es del
2,2%. Este hecho afecta a la sensibilidad media que es baja (0,0092(x0,0012) UA/ppm)
aunque el limite de deteccidon equiparable (0,044 ppm) al de otros métodos propuestos
(0,03 ppm). En contrapartida, se ha aumentado la zona lineal de respuesta respecto al
método estandar en una década de concentracion. Este hecho resulta especialmente Gtil en
sistemas de monitorizacion en continuo. Para terminar se ha estudiado la estabilidad de las
soluciones de ozono, la repetitividad y la reproducibilidad del método.

El segundo apartado se centra en la técnica SIA y se puede dividir en tres etapas. En la
primera se ha desarrollado la infraestructura basica para la gestion y control de este tipo de
sistemas. Se ha elaborado un programa informético en lenguaje C++ que permite el control
de todos los elementos del sistema asi como, la adquisicién de datos. Inicialmente, se han
caracterizado los procesos hidrodindmicos que se verifican en el sistema de flujo sin
reaccion quimica. Utilizando un colorante, se han definido la influencia de diferentes
factores sobre la separacion de interfases muestra-portador. En la segunda parte, se han
estudiado estos mismos procesos con reaccion quimica utilizando como reaccion modelo la
de determinacion de ion nitrito (Griess-llosvay). Aprovechando la versatilidad, robustez y
mayor grado de autoadaptacion de la técnica SIA, se ha optimizado el sistema para analizar
ion nitrito en dos intervalos de concentracion. Se ha estudiado la respuesta para distintas
relaciones de voliumenes de muestra y reactivo. Con el objeto de eliminar el efecto
Schlieren se ha realizado el estudio de interfases correspondientes a distintas secuencias
muestra/reactivo/muestra y reactivo/muestra/reactivo. El sistema analitico propuesto es
simple y robusto, y permite, con minimos cambios en el programa de operacion, la
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determinacidn de ion nitrito en dos intervalos de concentracion. Los dos intervalos son 0,0-
3,0 ppm y 0,0-20,0 ppm, con limites de deteccion respectivamente de 0,048 ppm y 0,4
ppm. La tercera parte ha consistido en la elaboracién de un programa informatico de
control que permite un control con retroalimentacion del sistema y la realizacién de una
etapa previa de calibracion. De este modo, el programa adquiere cierto grado de
inteligencia y puede autocalibrarse y monitorizar la concentracién de ion nitrito,
seleccionando, de forma automatica, el intervalo de trabajo a utilizar para obtener un
méaximo de sensibilidad. Finalmente, se ha evaluado la infraestructura instrumental
desarrollada aplicandola al andlisis de muestras reales de concentracion muy diversa. Los
resultados obtenidos son satisfactorios tanto para las muestras de cinética inhibitoria (0-
1500 ppm) como para las muestras de respirometria (0-20 ppm). La frecuencia de muestreo
ha sido 12 h™.

En el tercer apartado se engloba el desarrollo dos sistemas SIA para el andlisis de ion
cadmio, con y sin etapa de preconcentracién en linea. En ambos se han implementado dos
modos de deteccidn potenciométrica diferente. EI primer sistema utiliza como detector un
electrodo tubular de membrana cristalina homogénea (CdS/Ag,S, 1:10) y un electrodo
convencional de referencia (modo de deteccién normal). El segundo utiliza dos electrodos
tubulares integrados secuencialmente y separados por una distancia definida. De este
modo cada electrodo actda alternativamente como indicador y referencia respecto del otro
(modo de deteccion diferencial). Los dos sistemas han sido optimizados con el objetivo de
aumentar la sensibilidad. Los limites de deteccién de ambos sistemas son, respectivamente,
5,9:10° M (deteccién normal) y 4,7-10° M (deteccion diferencial) siendo la sensibilidad de
25,3(x0,6) y 39(£3) mV/década para cada uno de ellos. La preconcentracion en linea se ha
realizado con una microcolumna de intercambio ionico. El cation cadmio ha sido retenido
en forma de clorocomplejo CdCl* usando una resina de intercambio aniénico. Las
concentraciones Optimas de reactivo y eluyente fueron determinadas previamente por
estudios en discontinuo e implementadas después en el sistema de flujo. Los mejores
resultados se han obtenido utilizando como reactivo una disolucion de NaCl 3M y HCI
0,03 M. Los complejos retenidos fueron eluidos con una solucion de NaNO3z 1,5M y
detectados posteriormente con electrodos tubulares sensibles a cadmio en los dos modos de
deteccion. El tiempo de preconcentracion y las condiciones de operacion han sido
estudiados y optimizados con el objetivo de minimizar el ruido en la sefial e incrementar la
selectividad del sistema. Con el procedimiento descrito se han eliminado las interferencias
debidas a Cu** y Pb?*. El sistema propuesto permite, preconcentrando 2,6 ml de muestra, la
determinacion de cadmio en un amplio intervalo de concentracion, 2,5-107-1.10° M para
el modo normal y 2,5:107-2,5:10° M para el modo diferencial con limites de deteccion de
1,510" My 1,8:10” M, respectivamente. El factor de preconcentracion obtenido fue de 39
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y 26 para el sistema con deteccion normal y diferencial. Para la validacion del sistema
desarrollado se analizaron muestras reales procedentes de un suelo contaminado con
metales pesados en proceso de remediacion. Los resultados obtenidos se compararon con
los suministrados por el método de referencia confirmandose que no existian diferencias
significativas entre ambos.

En el dltimo apartado se describe el disefio y desarrollo de la infraestructura basica para la
implementacién de sistemas microfluidicos. Se han disefiado y construido cuatro
microsistemas de gestion de fluidos utilizando la tecnologia microelectrdnica de silicio. Se
ha desarrollado la infraestructura instrumental basica para el control de la gestiéon de
fluidos en el microchip, asi como el programa de control en lenguaje Visual-BASIC, que
gestiona todos los elementos y la adquisicion de datos. Este permite la utilizacion del
sistema por cualquier usuario, sin conocimientos de informatica, mediante un sistema de
ventanas desplegables. La entrada/salida de fluidos en el microchip se realiza mediante la
actuacion combinada de valvulas solenoides y una microbureta automatica. Inicialmente se
realizaron estudios sobre la respuesta del sistema en procesos sin reaccion quimica
utilizando una solucion de colorante. Después de verificar el funcionamiento correcto de
todo el equipo se ha realizado la modelizacién del sistema microfluidico, estudiando la
sefial analitica en funcidon del caudal y del volumen de inyeccién. Se ha podido comprobar
que el modelo que describe mejor el comportamiento de los fluidos en el microchip es un
reactor continuo de tanque agitado con retardo. Después de la caracterizacion y
modelizacién del microchip se ha implementado la determinacién de ion nitrito en linea.
Para ello se ha recurrido al concepto de multiconmutacién que permite mezclar
previamente muestra y reactivo en la entrada al microchip. Se ha estudiado del tiempo de
conmutacion de las valvulas, es decir del volumen de las fracciones de muestra y reactivo
intercaladas, sobre la respuesta del detector. En todas condiciones evaluadas se han
obtenido respuestas analogas a las predichas por el modelo. Se fijan como Optimas las
relaciones de conmutacién muestra/reactivo de 150/450 y 400/200 ms con un tiempo de
aspiracion total de 10 s a un caudal de 4,166 ul/s. La primera relacion permite el analisis en
un intervalo lineal mas amplio, 0-250 ppm, pero con un limite de deteccion superior (0,35
ppm) y menor sensibilidad (0,0041(x0,0004) UA/ppm). En la segunda relacion, el
intervalo lineal es menor, 0-50 ppm, pero tanto el limite de deteccién (0,17 ppm) como la
sensibilidad (0,0091(+0,0003) UA/ppm) mejoran notablemente. Finalmente, se ha
realizado la validacion del microsistema analizando muestras reales con alta concentracion
de ion nitrito, entre 0-1500 ppm, procedentes de un estudio de inhibicion cinética en una
EDAR piloto. Los resultados obtenidos han permitido corroborar el modelo de inhibicion a
ion nitrito con una gran exactitud. Los anlisis se han realizado usando las dos relaciones
optimizadas no encontrandose diferencias significativas entre ellas.
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Capitulo 1

Introduccion general

1.1 La Quimica Analitica

Todo el mundo acepta hoy en dia que la informacion es uno de los pilares de la sociedad
del bienestar. La informacion permite actuar de una manera rapida y provechosa en
ambitos diversos como el econdmico, el social, el politico, el cultural, y sobre todo, en el
cientifico y tecnoldgico.

La quimica analitica se ha convertido en la ciencia de la caracterizacion y de la medida de
los sistemas materiales, e incluye en ésta cualquier tipo de informacion del orden que sea
sobre la forma quimica, la teoria de la medida y el dominio de los instrumentos de medida.
Actualmente el objetivo de la quimica analitica es la obtencion de mas informacion,
cualitativa, cuantitativa o estructural y de mejor calidad, acerca de sustancias o sistemas
naturales, utilizando para ello recursos y tiempo minimos.

Un abordaje integral de la quimica analitica implica la necesidad de incorporar
correctamente el desarrollo alcanzado en todos los campos de la quimica basica,
instrumentacion e informacion, en un esquema que considera todos los aspectos de la
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obtencion e interpretacion de datos, y tiene en cuenta los efectos de las medidas quimicas
[de la Guardia, 1999].

Los problemas tecnoldgicos e industriales, asi como los ambientales, los biomédicos o los
sociales, son considerados como desafios cuya solucion por los quimicos analiticos
involucra la seleccion de las herramientas dptimas o el desarrollo de las estrategias
adecuadas. De los campos mas diversos, (biomédico, ambiental, industrial, etc.) emana una
demanda social de informacion analitica, cada vez mas estricta. Dia a dia aparecen nuevos
objetos de andlisis, aumenta la necesidad de determinar cada vez concentraciones mas
bajas, con mayor exactitud y precision en los resultados, y ésta informacién se precisa en
un tiempo cada vez mas breve y a un coste cada vez menor.

La quimica analitica actual, para dar respuesta a esta demanda social, ha de disponer de
instrumentacion que permita llevar a cabo medidas in situ, presentar una elevada
selectividad para eliminar los efectos de matriz, facil de manipular, que se pueda aplicar a
mas de un tipo de muestra y que permita de forma simple la modificacion y la adaptacion
de los métodos analiticos. Con esta finalidad, se dispone de reacciones analiticas clasicas
generadoras de informacion cuantitativa y/o cualitativa, con una limitada selectividad. Con
el objeto de poder efectuar una determinacion libre de interferencias, se han tenido que
desarrollar procedimientos mas complejos que a menudo, incorporan procesos previos de
separacion. Las técnicas instrumentales de andlisis, basicamente espectroscopicas y
electroquimicas, orientadas inicialmente hacia la etapa de deteccidn, han de aumentar su
selectividad a costa de medir propiedades fisicas de interés analitico més selectivas basadas
en instrumentos complejos y capaces de realizar separaciones (cromatografia,
electroforesis capilar).

La investigacion en las dltimas décadas ha incidido simultaneamente en dos lineas
tecnoldgicas, aparentemente opuestas: el disefio de grandes equipos, muy versatiles en
cuanto a trabajo analitico pero que requieren un elevado mantenimiento y mano de obra
especializada, y que ademas han de trabajar en ambientes controlados; y por otro lado, la
miniaturizacion de sistemas analiticos que permitan su utilizacion in situ para obtener
informacion continua en tiempo real. En los ultimos diez afios los sistemas analiticos
miniaturizados han despertado un enorme interés en la comunidad analitica lo que se ha
plasmado en un importante esfuerzo investigador [Manz et al.,, 1990]. Los estudios
desarrollados incluyen desde las técnicas de microfabricacion, materiales, operacion,
control, sistemas de deteccidn hasta numerosas aplicaciones dentro de areas diversas como
la quimica, la medicina o la ingenieria. Otra de las lineas prioritarias de investigacion
actual dentro de la quimica analitica, en contraposicion o como complemento, tanto de los
grandes equipos sofisticados como de los sistemas miniaturizados son los sensores
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quimicos. Los sensores quimicos, son considerados como un tipo especial de sistema
analitico integrado (Integrated Analytical Systems, IAS) [Alegret, 2003], que ofrecen
ciertas ventajas potenciales en cuanto a la simplificacion, miniaturizacion, automatizacion,
etc., del procedimiento analitico. Tedricamente, éste se reduce a dos Unicas etapas: una de
reconocimiento y otra de transduccion. En este ambito también se han aprovechado los
avances tecnoldgicos de la miniaturizacion y la transmision de informacion que han
proporcionado materiales y unos conceptos innovadores para la construccion de
microsensores quimicos [Suzuki, 2000], con la ventaja adicional de que el tratamiento de
sefial puede ser integrado en el mismo chip sensor.

1.2 Automatizacion de métodos analiticos

Dentro de la quimica analitica y para cubrir la creciente demanda de informacién
medioambiental, la monitorizacién, entendida como el conjunto de metodologias analiticas
que permiten extraer informacién de sistemas en evolucion, estd experimentando un
crecimiento espectacular, donde se refleja y aprovecha la enorme evolucion que, a nivel
tecnoldgico, se ha producido en el area de la instrumentacion analitica [Namiesnik, 2000].
La ultima frontera de la monitorizacion ambiental es la obtencion de la informacion de los
sistemas naturales o procesos industriales de forma continua, in situ y en tiempo real. El
camino a recorrer para conseguir este objetivo aln es largo pero ya se pueden observar los
primeros desarrollos que confirman esta tendencia.

En su aplicacion mas clésica, la monitorizacién ambiental, se realiza mediante el muestreo
puntual y posterior medida en el laboratorio. Cuando se hace necesario realizar de forma
rutinaria un gran nimero de medidas, la automatizacion puede reducir drasticamente tanto
el tiempo de analisis como el coste de personal. Resuelto el problema del analisis de rutina
de grandes series de muestras, los avances realizados en el area de la automatizacion han
abierto la posibilidad de disefiar equipos dotados de funcionamiento autonomo para
obtener informacion sobre un determinado analito de forma continua en tiempo real, o con
un poco de retardo.

En este objetivo confluyen nuevos conceptos como los microsistemas de analisis
integrados y los sensores quimicos, desarrollados paralelamente, en los que domina la idea
de integracion y portabilidad de equipos. Los sensores ademéas mejoran la selectividad del
sistema y simplifican por tanto los procedimientos analiticos clasicos. Todas las estrategias
marcan el camino hacia el disefio de instrumentos portatiles y robustos, capaces de operar
en campo y de proporcionar informacién en tiempo real.

La conjuncién de los avances obtenidos hasta ahora, tanto en la simplificacion del
procedimiento como en la automatizacion de éste, ha permitido dotar a la monitorizacion
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de las primeras herramientas para obtener informacion en tiempo casi real. Este hecho esta
contribuyendo a la implantacion de otra forma de entender la monitorizacién ambiental,
mas cercana al objetivo final deseado, donde se valora la importancia de tener informacion
continuada de la evolucion de los sistemas naturales o procesos.

La continuacién logica de este proceso es incorporar todos los avances conseguidos en el
ambito de la miniaturizacion y el procesado de sefiales. Todo ello permitiria en futuros
desarrollos, la introduccidn de cierto grado de inteligencia en los sistemas analiticos. Esto
significa, en general, que los sistemas seran, en cierta manera expertos. De este modo, un
analizador inteligente tendrd la capacidad de autocalibrarse, evaluarse, autooptimizarse
[Betteridge et al., 1986; Rius et al., 1995] y en definitiva, autoadaptarse a situaciones
experimentales cambiantes.

En la actualidad en campos tan diferentes como la biotecnologia, el medio ambiente o los
procesos quimicos industriales, existe una demanda creciente de informacion quimica
obtenida en tiempo real in situ o on-line. Este hecho ha acelerado la investigacion y
desarrollo de métodos automaticos de analisis. Disponer de informacién de los pardmetros
clave de cualquier proceso es algo necesario, ya sea para el seguimiento de su
funcionamiento, como para la modelizacién y control del mismo. Este trabajo, una vez
establecida la metodologia a aplicar, es siempre rutinario y lento y puede ser automatizado
con el objetivo de reducir costes y minimizar recursos humanos implicados.

Los requisitos exigibles a los analizadores para una adecuada monitorizacion on-line
incluyen una elevada capacidad de muestreo, rapidez de analisis, robustez en el sentido de
resistir interferencias contenidas en matrices complejas, disefio simple, facil
mantenimiento y capacidad de ser automatizados en todas las etapas del procedimiento,
desde el muestreo a la medida pasando por la calibracion periodica. Todo ello combinado
con una minima inversion y unos costes de operacion reducidos [Andrew et al., 1994].

Las metodologias de automatizacién que mayor potencialidad tiene para cumplir los
requisitos descritos en el parrafo anterior son sin duda las de flujo continuo. Partiendo del
analisis por inyeccion en flujo propuesto por Ruzicka y Hansen, la evolucion constante del
concepto original ha permitido establecer otras variantes y técnicas que complementan a su
predecesora. Las técnicas de flujo constituyen hoy un cuerpo de doctrina dentro de la
quimica analitica, y son utilizadas para mejorar la resolucién y caracteristicas
operacionales de numerosas metodologias analiticas y técnicas instrumentales de medida.
Ejemplos del variado abanico de técnicas de flujo desarrolladas son el flujo segmentado, el
flujo continuo, el flujo intermitente, flujo detenido (stopped-flow) y el microflujo (chips).
En éstos ultimos, los tamafios de canal son mucho menores (0,1-300 um) que en los
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sistemas de flujo convencionales. Los sistemas de microflujo operan generalmente en
régimen laminar (Reynolds bajos), y los procesos de mezcla y reaccién estan gobernadas
por la difusién, que en estas condiciones es muy reproducible [Christian, 2003].

El desarrollo de las técnicas quimiométricas ha tenido un gran crecimiento y expansion, y
su aplicacion a las técnicas de flujo ha permitido potenciar las posibilidades de éstas. Las
facetas donde inciden las técnicas quimiométricas son dos, la primera es el desarrollo del
sistema y la segunda el tratamiento de la informacion adquirida. No obstante, la aportacion
mas importante hasta el momento de las técnicas quimiométricas ha sido el uso del disefio
experimental para sustituir la optimizacion univariante en el proceso de desarrollo y
optimizacion de los sistemas de flujo [Karlberg y Torgrip, 2003].

Las técnicas de flujo han sido utilizadas para automatizar, de un modo asequible, infinidad
de operaciones quimicas y analisis, incluyendo valoraciones, y son especialmente Utiles en
la determinacion de medidas de velocidad de reaccidn, en reacciones catalizadas quimica o
bioldgicamente. Los sistemas de flujo son utilizados para tratar, condicionar y preparar
soluciones antes de la medida, incluyendo el filtrado o separacion de particulas, ajuste de
pH, dilucion de la concentracion y separaciones. Las tecnicas de flujo son también una
herramienta excelente para la gestion de disoluciones mediante la técnica de conmutacion
[Zagatto et al., 1999].

Adicionalmente, distintos tipos de procesos de separacion, como la cromatografia, la
electroforesis capilar (EC) y la electrocromatografia capilar, se ha ido incorporando en el
analisis en flujo. Un tipo de electroforesis que combina las prestaciones de EC y FIA es el
analisis por electroinyeccion que se utiliza para reacciones quimicas y medidas por via
himeda [Andreev y Christian, 2001]. Otras operaciones basicas de separacion importantes
incorporadas en sistemas de flujo incluyen la difusion de gases, dialisis y la extraccion con
solventes. Las columnas empaquetadas con resinas u otros materiales permiten realizar en
flujo procesos de precipitacion, adsorcion o extraccion en fase sélida, llevar a cabo
reacciones selectivas via receptores adecuados, agentes complejantes, etc.

Por lo tanto, las metodologias de flujo aportan al analisis por via himeda la posibilidad de
automatizar facilmente y a bajo coste numerosas determinaciones. Ademas estas técnicas
son rapidas, precisas y tienen un coste de mantenimiento reducido, utilizan pequefios
voliumenes de muestra y presentan bajos consumos de reactivo, uno de los factores
importantes en la llamada quimica verde. Adicionalmente estas metodologias minimizan el
error de operacion, pueden realizar analisis maltiples y ademé&s son miniaturizables.

La aceptacion en la comunidad cientifica de los sistemas de flujo como técnica analitica es
un hecho constatado. Las metodologias de flujo representan hoy en dia un gran abanico de
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herramientas para solventar de un modo eficaz la automatizacion de procesos de analisis de
un modo universal, ya que integra todas las posibles operaciones unitarias y técnicas de
deteccion base de la quimica analitica actual. ElI impacto de esta técnica ha sido tan
importante que ya ha sido incluida como materia de estudio para las nuevas generaciones
de quimicos analiticos [Christian, 1995; Kellner et al., 1998].

1.3 Analisis por inyeccién en flujo

En las ultimas décadas y dentro de las técnicas de flujo continuo, el FIA ha recibido una
atencion creciente. Inicialmente disefiada para automatizar analisis de rutina que exigen
una frecuencia de muestreo alta [Ruzicka y Hansen, 1975], se ha implantado también como
una técnica muy eficiente para mejorar los métodos de la quimica en disolucion respecto al
procesamiento y manipulacion de la muestra. Como resultado un gran nimero de métodos
analiticos tanto clasicos como de nuevo desarrollo han sido implementados con gran
rapidez y simplicidad en sistemas de flujo [Ruzicka y Hansen, 1986]. Adicionalmente, la
capacidad del FIA para controlar, de forma altamente reproducible, el volumen de muestra
utilizado, su grado de mezcla con los reactivos, y los tiempos de reaccion, ha permitido
disefiar nuevos métodos analiticos no viables en condiciones estaticas. Como ejemplos
encontramos el caso de productos o reactivos no estables en el tiempo o dar una solucion
definitiva a los problemas instrumentales existentes en los métodos cinéticos basados en el
uso de reactivos enziméticos. En este Gltimo caso, esta técnica de flujo permite, de una
forma simple, que la sefial analitica medida (variacion de sefial por unidad de tiempo) sea
obtenida con una gran reproducibilidad. Es de destacar, la enorme disminucion en los
volumenes de reactivo y muestra necesarios, junto con la alta reproducibilidad y
repetitividad que aportan las técnicas de flujo. Parad6jicamente, la alta versatilidad de estos
sistemas ha sido una desventaja para su introduccion comercial [Newman, 1996;
www.globalfia.com]. Este contrasentido se explica si se tiene en cuenta que dada su
simplicidad instrumental, el coste de la adaptacion de las condiciones operacionales a cada
problema concreto puede superar la inversién inicial en la compra del equipo. Dado que las
empresas comercializadoras nunca disponen de un servicio técnico con capacidad para dar
una atencion personalizada y dada su nula vocacion de vender formacion, la penetracion de
esta técnica esta siendo inusualmente lenta.

Todas estas caracteristicas hacen de la metodologia FIA una herramienta esencial para la
realizacion de analisis en tiempo real y para la monitorizacion [Andrew et al., 1994; Cerda
et al., 1999]. Hoy en dia, el FIA ha sido ampliamente aceptado como medio fiable en el
analisis de procesos (Process Analytical Chemistry, PAC) [van der Linden, 1984].
Recientemente se ha comenzado a explorar también el uso de esta técnica de flujo en
analizadores portatiles de campo.
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Esta progresion no se ha detenido, abriéndose cada dia nuevas areas de investigacion y
desarrollo. Una muestra de esta efervescencia es la continua aparicion de nuevas técnicas
de flujo, como el analisis por inyeccion secuencial (SIA), o la implantacion de nuevos
conceptos como los microsistemas de andlisis totales (uTAS). Estos dispositivos permiten
dar respuesta a la demanda cada vez mayor de sistemas de flujo miniaturizados de mayor
robustez y simplicidad. ElI SIA ha permitido aumentar la versatilidad y capacidad
autoadaptativa de los sistemas de flujo convencionales y el uTAS ha impulsado el
desarrollo de toda la infraestructura necesaria para lograr la integracién a escala micro de
todas etapas del proceso analitico.

1.3.1 Concepto e instrumentacion

La técnica FIA esta basada en la inyeccidn de una porcién de la muestra liquida a analizar
en una disolucion portadora o de reactivo que fluye de forma continua. La muestra
insertada en el flujo ocupa una zona que es trasladada hacia un detector que continuamente
suministra una lectura de absorbancia, un potencial eléctrico u otro parametro [Ruzicka y
Hansen, 1975]. En su movimiento hacia el detector ocurre un fenémeno de dilucion en las
interfases delantera y trasera de la zona de muestra. Simultaneamente es posible mezclar
este canal con otros canales auxiliares por los que fluyen soluciones con reactivos
especificos que permitan la consecucion de una reaccion quimica determinada. El conjunto
de los procesos de difusion junto con la reaccién quimica es lo que se conoce por el
concepto de dispersion [Valcarcel y Luque de Castro, 1984].

Las caracteristicas principales de un sistema de andlisis por inyeccion en flujo continuo
son: la introduccion de un volumen fijo y constante de muestra, volumen de inyeccion; la
dispersion controlada de éste y, un tiempo de residencia de la muestra en el sistema
constante y reproducible.

Mediante la geometria e hidrodindmica del sistema se controla la dispersion de la muestra,
verificandose una mezcla incompleta pero reproducible de ésta que da lugar a un gradiente
de concentracion variable a lo largo del sistema. Desde la inyeccion de la muestra, y hasta
el momento de la deteccion, no llega a establecerse ni el equilibrio fisico (homogeneiza-
cién de la porcion de muestra inyectada) ni el equilibrio quimico (reaccion completa). Esto
no es un problema ya que las condiciones experimentales (tiempo de residencia,
temperatura, dispersion) se mantienen idénticas e invariables para muestras y soluciones
patron. La concentracion de la muestra es evaluada frente a patrones adecuados, inyectados
previamente del mismo modo que la muestra.

En la figura 1.1 se muestra el sistema FIA mas sencillo. Esta constituido por una bomba
peristaltica que impulsa un reactivo o solucion portadora a un caudal constante, una
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valvula de inyeccion, situada después de la bomba, que permite la introduccion de un
volumen fijo y constante de muestra en el canal portador y, finalmente un bucle de mezcla
0 tubo de reaccion entre la valvula de inyeccion y el sistema de deteccion. En este sistema,
la muestra insertada se dispersa en la disolucién de reactivo formandose, en las zonas de
contacto (interfase delantera y trasera), un compuesto que puede ser medido al llegar al
detector. También puede realizarse la inyeccion de reactivo en una canal portador de
muestra. A esta variante se la denomina FIA reverso (reverse FIA, r-FIA). La inyeccion de
reactivo presenta numerosas ventajas para la monitorizacion de pardmetros de interés
medioambiental, por ejemplo en aguas superficiales. En este caso, y ya que existe exceso
de muestra, el r-FIA consigue la reduccion del consumo de reactivo/os y simplifica la
automatizacion del analizador.

La cinética de las reacciones tiene frecuentemente una gran influencia sobre la sensibilidad
analitica. Si la cinética de la reaccion entre la muestra y el reactivo es lenta, puede ser
deseable incrementar el tiempo de residencia. En sistemas FIA convencionales, esto se
puede realizar deteniendo el flujo mientras la mezcla muestra/reactivo esta en el tubo de
reaccion, lo que se conoce como flujo detenido o stopped-flow. Este procedimiento, al
minimizar la dispersion, no reduce la sensibilidad. Esto no es necesario en r-FIA, ya que el
incremento de la dispersion que resulta de un mayor tiempo de residencia sin detener el
flujo tenderd a incrementar la concentracion de la muestra en la zona de reactivo. La
extension de la reaccion puede incrementarse inyectando volimenes grandes de reactivo,
lo que aumentaré la concentracion del mismo y la velocidad de la reaccion.

e —

muestra / tubo de reaccion

detector

bomba

ot . . residuo
peristdltica vélvula 6 vias

Figura 1.1 Esquema béasico de un sistema FIA convencional.

La instrumentacion basica de un sistema FIA, se compone de los elementos de propulsion,
inyeccion de la muestra, distribucion, deteccion y registro o evolucidn segin sea el grado
de automatizacion del sistema. Las caracteristicas basicas de estos elementos se comentan
a continuacion.

El sistema de impulsién de liquidos mas utilizado son las bombas peristalticas, aunque
esta funcion también puede realizarse con bombas de piston y microburetas automaticas
[Armas et al. 2002]. La utilizacion de uno u otro sistema de propulsion es funcion de la
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técnica de flujo implementada. Las bombas peristalticas no pueden ser utilizadas cuando la
resistencia hidrodinamica del sistema, debido al uso de tubos de conduccion de pequefio
diametro o a la insercion de columnas empaquetadas, es grande. En estos casos se puede
recurrir a bombas de alta presion analogas a las utilizadas en cromatografia, pero se pierde
flexibilidad y aumenta el coste del sistema. En lo que respecta a la microbureta, se
diferencia de la bomba peristaltica en la forma de propulsién del liquido continuo y en la
no existencia de pulsaciones. Mientras que el propio principio de funcionamiento de las
bombas peristalticas provoca un movimiento pulsante del liquido, esto no se observa en el
caso de las buretas si se trabaja con motores paso a paso adecuados. Ademas, el émbolo y
el cuerpo de la jeringa son rigidos y no se deforman durante un uso prolongado.

La utilizacién de las bombas peristalticas presenta diversas ventajas: (a) un ciclo de
muestra mas corto, ya que no es necesaria la fase de aspiracion; (b) el sistema es mas facil
de configurar y simple de disefiar, inicializar y operar; y (c) son mas féciles de manejar y
mas accesibles en los laboratorios.

En general, cuando la frecuencia de analisis pierde importancia frente a la estabilidad a
largo plazo del sistema, la utilizacion de microbureta es la mejor opcion [Ivaska y Ruzicka,
1993]. Un claro ejemplo de esta situacién se da en el area de la monitorizacion y control de
procesos.

El dispositivo de inyeccion de la muestra ha evolucionado desde el comienzo de la técnica
en 1975. El andlisis por inyeccion en flujo siempre ha estado marcado por el modo de
introducir la muestra. La inyeccion de muestra, que inicialmente se realiz6 de forma
manual, con una jeringa con aguja, ha evolucionado hasta la utilizacion en la actualidad de
inyectores automaticos de maultiples funciones como el inyector proporcional desarrollado
por Reis et al. [1993], constituido por secciones independientes, cada una de ellas
equivalente a tres valvulas solenoides. Una variante operacional de este inyector es la
inyeccion madltiple simultdnea (SMI) utilizada en analisis en flujo monosegmentado
(MSFA) para eliminar el efecto Schlieren en muestras con alta salinidad [Brito y
Raimundo, 1998].

Con el desarrollo de sistemas mas automatizados y robustos se han implementado métodos
diferentes de inyeccion de muestra y de gestion de fluidos. Los dispositivos de inyeccion
de muestra mas utilizados son las valvulas de inyeccién de 6 vias. Estas permiten la
insercion de un volumen de muestra constante (definido por las dimensiones de un bucle)
en un canal portador liquido. Estos dispositivos han sido motorizados permitiendo el
control de la inyeccién por ordenador [Ruzicka y Hansen, 1988].

11
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También han sido utilizadas valvulas solenoides de tres vias que, por conmutacion,
permiten la medida del volumen de muestra o reactivo en sincronizacion con los
movimientos de la bomba peristaltica [Reis et al., 1994; Martelli et al., 1995; Aradjo et al.,
1995a; Zagatto et al., 1999]. Este tipo de inyeccion hace necesario el control por ordenador
de la conmutaciéon de las valvulas y de la velocidad de giro de la bomba, con la
consiguiente necesidad de un programa informatico o software especifico para cada
aplicacion. La ventaja que presenta es que, en funcion de la posicion de conmutacién de las
valvulas, reactivo y muestra pueden ser aspirados secuencialmente por la bomba
peristaltica. EI volumen de cada uno de ellos viene definido por la velocidad de giro de la
bomba y los tiempos de conmutacién, lo que permite introducir volimenes variables sin
modificaciones fisicas del sistema.

Las principales ventajas de la multiconmutacion respecto a la técnica FIA clasica son: la
miniaturizacion de los sistemas de flujo, la reduccion del consumo de reactivo y muestra,
incremento de reproducibilidad, flexibilidad, simplicidad y bajo consumo de energia vy, la
expansion de las posibilidades del analisis en flujo, al facilitar la implementacion de
distintos métodos de gradiente. Sin embargo, presenta tres desventajas, la primera es la
restriccion en los volumenes insertados, ya que en el caso de las micro-inserciones puede
provocar alteraciones no reproducibles en la dispersion debidas a los pulsos de la bomba,
la segunda es la necesidad de trabajar en modo aspiracion, y, la Gltima es la escasez
comercial de interfases electronicas y programas para el control reproducible de las
valvulas. A pesar de estas desventajas la multiconmutacion ha sido utilizada como sistema
de insercion de muestra y se ha aplicado también en la realizacion de valoraciones
espectrofotométricas y potenciométricas en flujo [Catala Icardo et al., 2002].

La microbureta automatica es otro de los sistemas de inyeccion que es posible utilizar.
Aunque no existen aplicaciones de este modo de inyeccion en la bibliografia para esta
aplicacion concreta, si se ha utilizado en procesos de valoracién en continuo [Alerm vy
Bartroli, 1992; 1996]. El uso de este modo de inyeccion confiere autoadaptabilidad al
sistema ya que es posible variar el volumen de inyeccién sin una modificacion fisica del
sistema, como ocurre con las valvulas de seis vias. Por tanto, la utilizacion de este sistema
de insercion de muestra es una alternativa a la inyeccion convencional y aporta una
instrumentacién que facilita el desarrollo de sistemas automatizados.

Recientemente ha sido propuesto un sistema de inyeccion alternativo que consiste en el
control de la velocidad de giro de dos bombas peristalticas mediante ordenador y de un
conmutador situado en el punto de confluencia. El funcionamiento de las bombas esta
definido de modo que el caudal total siempre permanece constante y el volumen de
inyeccion se determinan por el tiempo de funcionamiento de la bomba. Este sistema
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permite realizar dilucion de la muestra en linea e implementar el método de la adicion
estandar [Novis et al., 1999].

El entramado de tubos a través de los que circulan los liquidos o sistema distribuidor,
normalmente se construye con tubos de teflon (PTFE) o polipropileno, de diametros
internos diversos del orden del milimetro. La confluencia y la division del flujo se pueden
conseguir utilizando conexiones en configuraciones sencillas, por ejemplo en forma de T,
normalmente de metacrilato.

Respecto al sistema detector existe un amplio abanico de sistemas de deteccion utilizable.
Practicamente, cualquier técnica instrumental de medida puede ser incorporada en sistemas
de flujo. Mayoritariamente, se han utilizado los métodos de espectroscopia molecular (UV-
visible, UV, IR, luminiscencia), espectroscopia atomica (absorcion, emision y
fluorescencia) y también los métodos electroquimicos (amperometria, potenciometria, etc.)
[Trojanowicz, 2000]. De todos ellos, los mas habituales han sido los espectroscépicos,
aunque la deteccion potenciométrica con electrodos selectivos de iones (ESI) se ha
implementado con buenos resultados. Estos ultimos dispositivos suministran respuesta en
un amplio intervalo de concentracion lo que los hace especialmente adecuados como
detectores para sistemas de monitorizacion en continuo. Adicionalmente, su integracion en
sistemas de flujo permite minimizar algunos problemas que presentan cuando son
utilizados en modo discontinuo [Frenzel, 1988].

Un problema constante que se plantea en todas las técnicas de inyeccion en flujo es el
derivado de las diferencias fisicas (indice de refraccion, fuerza ionica, viscosidad, turbidez,
etc.), que pueden existir entre la disolucion de muestra y la disolucion portadora donde es
insertada. Cuando existen estas diferencias se producen alteraciones anémalas de la sefial
de los detectores no relacionadas directamente con la propiedad que suministra
informacion analitica util. El problema es inherente a la técnica FIA y es debido a las
peculiares caracteristicas de ésta. La solucion de muestra inyectada, en su recorrido hacia
el detector, no llega a mezclarse totalmente con el reactivo generando un gradiente de
mezcla, tanto en las propiedades tiles analiticamente como en las no Utiles.

Para el caso concreto de sistemas con deteccidn Optica, si las disoluciones muestra-reactivo
no tienen un indice de refraccién parecido, la luz es dispersada al pasar la zona de muestra
por el detector, produciendo una absorcion mayor o menor de la real. Este efecto se conoce
con el nombre de Schlieren [Betteridge et al., 1978; Rothman et al., 1975; Zagatto et al.,
1990]. Si una solucion con alto indice de refraccién (n) es inyectada en una disolucion
portadora de agua, cuando ésta alcanza el detector se han formado, de acuerdo con las
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condiciones de flujo laminar, una serie de lineas parabodlicas que conforman un gradiente
de indices de refraccion entre la disolucion portadora y la de muestra.

El sistema puede entenderse como una serie de lentes liquidas que focalizan o divergen la
luz en una direccién y magnitud que dependen, de las caracteristicas de la pardbola, el
aspecto de ésta respecto de la luz incidente, la direccién del gradiente de indices de
refraccion y su magnitud.

Asumiendo que la luz de la fuente es ligeramente divergente, el efecto de la parébola,
cuando  Nmuestra>Nportador  tiende @  provocar la focalizacion sobre el detector y
consecuentemente un incremento de la absorcion. Por el contrario, si el gradiente se
invierte en cuanto a indices de refraccion, el efecto es el contrario.

Estas situaciones se dan cuando una muestra de indice de refraccion diferente del portador
pasa por el detector (figura 1.2). En sistemas de flujo complejos donde se explotan
diferentes interfases simultaneamente, este tipo de sefiales suelen provocar interferencias
en la sefial analitica que dificulten su correcta interpretacion. Por este motivo, en la mayor
parte de las ocasiones, se hace necesaria su eliminacion.
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Figura 1.2 Efecto Schlieren en las técnicas de flujo. (a) Secuencia de muestra-reactivo en un
sistema FIA, (b) la muestra llega al detector, (c) el reactivo llega al detector y la respuesta obtenida.

Este fendmeno se puede evitar favoreciendo una adecuada mezcla entre ambas soluciones.
Para evitar que ello conlleve una dilucion innecesaria, se ha propuesto la insercion de
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muestra en un canal que posteriormente se mezclara en un punto de confluencia con un
canal auxiliar, por el que circulara la solucion de reactivo. Este procedimiento, de gran
utilidad para sistemas FIA convencionales no es aplicable si se implementan otras técnicas
de flujo con menor grado de mezcla. Su implementacion en sistemas de analisis por
inyeccion secuencial (SIA), aunque factible, reduce drasticamente el potencial innovador
de estas técnicas, al limitar el aprovechamiento de la informacion que es posible obtener de
las interfases muestra-reactivo. Otras estrategias utilizadas en sistemas FIA han sido la
compensacion de la salinidad en el portador [McKelvie et al., 1997], la utilizacion de
inyeccion multiple simultanea en un sistema de flujo monosegmentado [Brito y Raimundo,
1998], o matematicamente mediante la sustraccion de la respuesta obtenida para un blanco
en las mismas condiciones que la muestra [Martinez Calatayud et al., 1998].

La aplicacion de la deteccion potenciométrica en sistema de flujo, permite eliminar el
efecto Schlieren, asociado normalmente a los sistemas con deteccion espectrofotométrica.
La integracion de ESI en sistemas gestion de fluidos presenta ademas, una serie de ventajas
frente al analisis potenciométrico discreto. El flujo continuo de disolucion portadora que
esta en contacto con el detector tiene un efecto acondicionador y regenerador de la
membrana sensora, lo que provoca mejoras en la estabilidad del potencial del electrodo,
mejor reproducibilidad de la sefial y una reduccion del tiempo de respuesta debido a una
disminucion en el grosor de la capa de difusion. Adicionalmente, se evita la contaminacion
de la muestra con la propia membrana sensora y con las soluciones internas del electrodo
de referencia. Los efectos de deriva del potencial en funcién del tiempo, presentes en
distinto grado en todos los electrodos, son compensados ya que las alturas de pico se miden
en referencia a un valor de linea base registrada en cada analisis antes de la inyeccion de la
muestra [Ramon, 2003].

A pesar de las ventajas, la deteccion potenciométrica en sistemas de flujo presenta el
inconveniente de los potenciales de corriente. Cuando una disolucion fluye a traves de un
tubo, entre los extremos de éste aparece una diferencia de potencial debido a un potencial
electrocinético. El valor de éste depende de factores como el caudal, el didmetro del tubo,
la conductividad de la disolucion, la distancia entre los extremos, etc. Este potencial
aumenta proporcionalmente a la velocidad de flujo, cuanto mas pequefia es la seccién
transversal del tubo, cuanto mas largo es el tubo y cuanto mas baja es la conductividad.
Cuando desaparece el movimiento del liquido, desaparece el potencial. Este hecho provoca
la aparicién de fluctuaciones periddicas de potencial que pueden llegar a valores de
decenas de milivoltios, como consecuencia de las variaciones de caudal inherentes al
principio de funcionamiento pulsante del sistema de impulsiébn mediante bombas
peristalticas [Mascini y Palleshi, 1978; Horvai y Pungor, 1980].
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Una manera de solucionar estos problemas es afadir un electrolito inerte a la muestra,
antes de que llegue al detector. De esta manera se consigue incrementar la conductividad
de la disolucién y reducir asi los potenciales de corriente a un nivel aceptablemente bajo.
Con el objetivo de minimizar el problema originado por la bomba peristaltica, la insercion
de un electrodo de toma de tierra justo antes del detector [Alonso et al., 1984] suprime
sustancialmente las fluctuaciones de potencial de corriente originadas por el flujo pulsante
de ésta.

La deteccion potenciométrica ha sido ampliamente utilizada en sistemas de gestion de
fluidos basados principalmente en la técnica FIA [Couto y Montenegro, 2000], aunque
poco implementada en otros sistema de gestion de fluidos como la técnica SIA. Las
razones pueden ser diversas, como por ejemplo el problema adicional producido por el
flujo discontinuo inherente a la técnica SIA o, la utilizacibn de otras técnicas
instrumentales mas selectivas en estos sistemas.

1.3.2 Evaluacion de la dispersion

En la figura 1.3 se muestra la sefial transitoria tipica obtenida en un sistema FIA. Recibe el
nombre de fiagrama y sus caracteristicas principales son:

e El tiempo de residencia, T es el tiempo transcurrido desde la inyeccién de la muestra
hasta el valor maximo de sefial.

e El tiempo de aparicion o retraso, t, es el tiempo transcurrido entre el momento de la
inyeccion y la aparicion de sefal.

e El tiempo de sefial ty, es el tiempo que tarda la muestra en pasar por el detector.

e El tiempo de retorno, T’, comprendido entre el valor del maximo de la sefial y el
momento de retorno a la linea base.

La altura de pico respecto a la linea base (H) es frecuentemente la medida analitica
utilizada y relaciona la respuesta del detector (absorbancia, potencial o intensidad de
corriente) con la concentracion del analito. Si la relacion sefial frente a concentracion es
lineal se puede derivar la siguiente expresion:

H=k-C ecuacién 1.1

donde, k es una constante de proporcionalidad.

La altura y la forma del pico dependen del proceso de dispersion de la muestra en el
portador dentro del sistema de flujo. Este proceso es funcion de caracteristicas
hidrodindmicas del sistema, como la longitud y la geometria del tubo de mezcla, del caudal
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y del volumen de muestra, pardmetros importantes y faciles de controlar. La sefial obtenida
en r-FIA es analoga a la obtenida en el FIA convencional (figura 1.3).

T T
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Figura 1.3 Caracteristicas de la sefial transitoria obtenida en un sistema FIA convencional.

La dispersion es una medida directa de la dilucion que ha sufrido el bolo de muestra
inyectado cuando pasa por el detector [Valcéarcel y Luque de Castro, 1984]. Se define
como la relacién matematica de concentraciones de la muestra antes (Co) y después (C) de
que haya tenido lugar el proceso de transporte en un determinado sistema FIA, es decir el
inverso del factor de dilucion:
D= & ecuacion 1.2
C
Este parametro permite describir el grado de dilucion que ha sufrido cualquier punto del
bolo de muestra insertado. A cada punto del pico FIA le corresponde un coeficiente de
dispersion. Cuando la sefial alcanza su méximo (H), el valor de la dispersion es minimo y
viene dado por:
Cy

Do =—= ecuacion 1.3
C max

Asumiendo que existe una relacion conocida entre la sefial detectada (milivoltios,
absorbancia, intensidad de fluorescencia, etc.), el registro de la misma (altura en cm o mm)
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y la concentracion de la muestra o de su producto de reaccion, C, (ecuacion 1.1), el
coeficiente de dispersidon puede determinarse mediante la relacion de alturas de la sefial
obtenida sin que exista dispersion y de la sefial registrada en el fiagrama ordinario. De esta
manera,

ecuacion 1.4

donde, ko y ki son las constantes de proporcionalidad que normalmente tienen el mismo
valor (ko Yy ki), ya que dentro del intervalo de concentraciones considerado no varia la
relacion entre la concentracion y la altura de la sefial. Por tanto, el coeficiente de dispersion
puede considerarse como una relacién de alturas (o sefiales).

En la figura 1.4 se explica el procedimiento experimental para la determinacién de Dmsx €n
un sistema FIA sencillo. En primer lugar, figura 1.4 (a), se inyecta el colorante en un canal
portador y del fiagrama se obtiene una altura de pico, H. Se substituye el portador por la
disolucion de colorante que llena completamente el sistema, obteniéndose una sefial
constante con el tiempo, de la que se deduce la altura Ho que corresponde a la muestra sin
diluir (figura 1.4 (b)).

S
colorante tubo de reaccién H
detector
o A
bomba residuo )
peristdltica vdlvula 6 vias
T
S A
colorante W‘ D Ho
tubo de reaccién
detector )
bomba B i
peristdltica vdlvula 6 vias :

Figura 1.4 Determinacion del coeficiente de dispersion, (a) Hy (b) Ho.
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De la definicidn se deduce que el coeficiente de dispersion es siempre un nimero superior
a la unidad. Desde el punto de vista cualitativo cuanto mayor sea la dispersion (mayor
dilucion) méas ensanchamiento de pico y menor altura de éste. En trabajos ordinarios, Dmax
oscila entre 1 y 15. El coeficiente de dispersion es funcion de las condiciones
hidrodindmicas y geométricas del sistema. Si aumenta el volumen inyectado disminuye la
dispersion; si aumenta la longitud del tubo de reaccion, la dispersion aumenta; vy, si el
caudal aumenta, la dispersion disminuye [Ruzicka y Hansen, 1980]. En resumen, cuanto
mayor es la dispersion, menor es la altura de los picos (menor sensibilidad analitica) y
mayor es el tiempo de retorno (menor capacidad de muestreo).

Cuando la sefial analitica (H) no esta relacionada linealmente con la concentracion
(ecuacion 1.1), la dispersion no puede evaluarse como la relacion directa de las sefiales
analiticas antes y después de la dispersion (ecuacion 1.4). En la deteccion potenciométrica
utilizando ESI, la respuesta es proporcional al logaritmo de la concentracién del analito,
segun la ecuacion de Nernst (8 3.3.2). En este caso, la dispersion se calcula mediante la
ecuacion 1.5, [Alonso et al., 1984].

logD = w ecuacion 1.5

donde, S es el valor experimental de la pendiente de la curva de calibracion del detector
(ESI), estimada inmediatamente antes de determinar la dispersién;, Hy y H son
respectivamente las alturas sin y dispersion en el sistema expresadas en mV.

1.3.3 Técnicas derivadas del FIA

Una de las caracteristicas mas importantes de la técnica FIA es su enorme versatilidad.
Muestra de ello es la facilidad con que se pueden integrar dispositivos que realicen un
pretratamiento de la muestra inyectada. El objetivo final de estos tratamientos es
normalmente aumentar la selectividad y la sensibilidad del andlisis. Las estrategias
utilizadas son diversas e incluyen didlisis, difusién de gases, extraccién con solventes,
extraccion en fase sélida, uso de reactores tubulares, etc., [Trojanowicz, 2000]. Como
ejemplos practicos de la utilizacion de estos tratamientos se podrian citar los esquemas de
reaccion con la presencia de columnas de destilacion o extraccion [Motomizu y Kobayashi,
1992], las camaras de difusion en las que el analito contenido en una corriente portadora se
difunde a través de una membrana hacia una corriente aceptora de reactivo [Kuban 1992;
Tryzell y Karlberg, 1995], los lechos empaquetados con material sélido para realizar la
conversion del analito presente en la muestra inyectada en un producto que posteriormente
sera detectado [Ukeda et al., 1995; Solé, 2000], los reactores en fase sélida [Luque de
Castro, 1992], las columnas para la concentracion/separacion de analitos de caracteristicas

19



Nuevas estrategias para la gestion de fluidos

tan diversas como tensoactivos i0nicos y no ionicos [Martinez, 2002], metales pesados
(Cadmio (1) [Couto et al., 1998] o Plomo (Il) [Fonseca, 2003]) o ion fosfato [Ramon,
2003].

Dentro de la técnica FIA se ha producido también un desarrollo paralelo de técnicas
asociadas como el flujo detenido, la técnica sandwich o las técnicas de gradiente [Hansen,
1995]. La técnica de flujo detenido presenta numerosas ventajas respecto a la metodologia
de flujo continuo. Los métodos basados en el flujo detenido pueden eliminar el ruido de
fondo, aportar capacidad de diferenciacion cinética y aumentar la sensibilidad. La ventaja
directa es que los tiempos de reaccién pueden ser aumentados sin necesidad de variar la
longitud del tubo de mezcla o el caudal, que es el modo de operar en continuo. Ademas,
permite la optimizacion de la relacion de muestra y reactivo para obtener respuestas
lineales con alta sensibilidad, disminuyendo el consumo de reactivo respecto al método en
continuo. Sin embargo, y pese a todas estas ventajas, esta técnica no ha sido muy utilizada.
De las 12000 referencias de andlisis en flujo existentes en el afio 2002, s6lo 68
corresponden a flujo detenido [www.flowinjection.com]. Una de las razones que dificultan
su uso es la necesidad de tener un control integrado del sistema, que asegure tiempos y
periodos de parada reproducibles [Christian y Ruzicka, 1992], y la drastica disminucion de
la velocidad de muestreo.

La técnica sandwich se basa en la insercion de la muestra entre dos reactivos diferentes de
modo que para volumenes elevados de muestra y en condiciones de operacion Optimas
puede realizarse un andlisis biparamétrico de la muestra obteniéndose dos sefales
separadas. Cada una de ellas corresponde a una interfase y da informacion sobre un analito
distinto. Basado en este principio existen publicaciones recientes de analisis simultaneo de
una muestra en dos intervalos de concentracion diferentes. Esta determinacion se realiza
insertando una muestra entre dos secciones de disolucién del mismo reactivo pero de
distinta concentracion. En funcién de la concentracion de analito en la muestra, la
informacidn analitica se obtendra de una u otra interfase. Aplicaciones de esta técnica son
la determinacién de Cromo (VI) en dos intervalos de concentracion [Alonso et al., 1992] y
el analisis de ion cloruro en aguas en un intervalo amplio de concentracion [Aradjo et al.,
1992]. También se ha aplicado en la determinacion simultanea de dos especies, como por
ejemplo glucosa y glicerol mediante su degradacion enzimatica para formar un mismo
producto coloreado que es detectado a la misma longitud de onda [Montesinos et al.,
1991], o la determinacién simultanea de especies catidnicas en agua [Araujo et al., 1995b].
Esta técnica también ha sido aplicada en técnicas de inmunoensayo como por ejemplo la
determinacion de inmunoglobulina G [Brandes et al., 1993; Yao y Ogawa, 2000].
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Las técnicas de gradiente se basan en la explotacion de los gradientes de concentracion
definidos por el proceso de dispersion a lo largo del bolo de muestra. Los gradientes de
flujo han sido utilizados con propdsitos diversos como determinaciones simultaneas,
valoraciones o determinacion de parametros fisico-quimicos tales como la constante de
Michaelis-Menten (por cambios en la concentracion de substrato en el sistema) y
caracterizacion de gradientes de concentracion con el objetivo de establecer la relacion de
substrato que afecta a la reaccién enzimatica [Marcos et al., 1995].

1.4 Andlisis por inyeccion secuencial (SIA)

El andlisis por inyeccion secuencial (SIA) fue propuesto Ruzicka y Marshall en 1989 en
los laboratorios del Centro para Procesos en Quimica Analitica (CPAC), de la universidad
de Washington [Ruzicka y Marshall, 1990]. En ese momento el analisis por inyeccion en
flujo (FIA) era la técnica méas popular en la automatizacion de procedimientos analiticos. A
pesar de ello, habia dos inconvenientes destacables que limitaban el uso extensivo de la
técnica FIA en la monitorizaciéon y control de procesos: el primero era la limitada
versatilidad de la técnica, ya que los sistemas FIA son sistemas dedicados y por tanto es
necesario un sistema para cada aplicacion analitica y, segundo el elevado mantenimiento
de las bombas peristalticas. Estas desventajas impulsaron el desarrollo de una técnica
alternativa méas simple, robusta y automatica para la gestion de fluidos.

Como sistemas de impulsién alternativos para los sistemas FIA se han propuesto distintas
opciones. Una seria el uso de bombas de alta presién o bombas de flujo sinusoidal. No
obstante, el coste de las primeras para sistemas multicanales las hace inviables. Las
segundas basadas en microburetas que utilizan un mecanismo circular de alta precision
para producir flujos sin pulsos, no son accesibles comercialmente.

La téecnica SIA permite solventar estas limitaciones de la técnica FIA. Esta basada en los
mismos principios esenciales que su predecesora pero ofrece un mayor nimero de ventajas
como son: una simplicidad instrumental aceptable, la comodidad y eficacia con la que las
variables hidrodindmicas pueden ser controladas; un alto grado de flexibilidad; un menor
consumo de reactivos; y un mantenimiento reducido. Estas ventajas han permitido la
integracion del SIA en laboratorios de investigacion e industriales de analisis [Cladera et
al., 1995]. Esta técnica no sélo aporta soluciones a los problemas de impulsion robusta,
sino que permite avanzar en la tendencia hacia la miniaturizacion y capacidad de
autoadaptacion de los sistemas de flujo [Araujo et al., 1998].

Desde su implantacion, la técnica SIA ha demostrado ser un instrumento versatil y de gran
alcance para la automatizacion de procesos de analisis. Como muestra de su potencialidad,
ésta técnica, combinada gran nimero de sistemas de deteccion (métodos electroquimicos,
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espectroscopia UV-visible o espectroscopia de luminiscencia), ha sido utilizada en areas
tan diversas como la supervision de bioprocesos, el analisis medioambiental, el
inmunoensayo, el andlisis de alimentos y bebidas, el analisis farmacéutico o el analisis
industrial [Lenehan et al., 2002].

1.4.1 Concepto e instrumentacion

Un avance logico en el desarrollo de la metodologia de inyeccion en flujo debe estar
basado en el concepto de dispersion y penetracion mutua de las zonas de muestra y
reactivo. El fundamento del andlisis por inyeccién secuencial se basa en la mezcla a través
de la difusion y el flujo inverso de la muestra con uno o varios reactivos. La metodologia
SIA presenta numerosas ventajas gracias a la integracion de dos elementos basicos: un
sistema de aspiracion-impulsion de fluidos, normalmente una microbureta, y una valvula
selectora de seis 0 mas canales. Mediante estos componentes puede realizarse la insercion
secuencial de volumenes prefijados de muestra y reactivo/os en el sistema.
Simultaneamente, la microbureta es el elemento propulsor que gestiona los diferentes
fluidos en el sistema. Las operaciones béasicas comunes a todos los analizadores
automaticos como son la inyeccion de muestra o reactivo, la mezcla de reactivo y muestra,
el lavado y acondicionamiento del detector, pueden realizarse con un analizador de
inyeccion secuencial.

Los analizadores SIA automaticos permiten ejecutar un numero de movimientos de piston
preprogramados, sincronizados con las posiciones y movimientos de una valvula de
seleccion multicanal. La técnica secuencial de inyeccion en flujo esta basada en la medida
de volumenes exactos de solucion portadora, de muestra y de reactivo, aspirados
secuencialmente mediante una microbureta a través de una valvula selectora y reservados
en un tubo de acumulacién. Esta microbureta necesita un control preciso para ejecutar
movimientos de impulsion o aspiracion, parada o puesta en marcha de forma reproducible
[Ruzicka, 1992; Christian, 1992]. El SIA es por tanto, en comparacion con los procesos de
analisis discontinuos o batch, la técnica que permite robotizar las metodologias de flujo
continuo.

Los elementos principales de un sistema de inyeccion secuencial en flujo se muestran en la
figura 1.5. Estos son un tubo de acumulacién, una microbureta automatica, una véalvula de
seleccién multicanal, un tubo de reaccion o reactor, un detector y un ordenador con un
programa informatico de gestion que permita el control integrado de todos los elementos y
la adquisicién de datos. El sistema de impulsidn/aspiracion de liquidos es una microbureta,
que, en este caso, tiene dos funciones combinadas: (a) la medida precisa de voliumenes de
reactivo y muestra, y (b) la impulsién/aspiracion de liquidos en el sistema.
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Figura 1.5 Componentes basicos de un sistema de analisis por inyeccion en flujo.

Las caracteristicas operacionales de los elementos que configuran un sistema SIA son las
siguientes: valvula eléctrica selectora de seis/ocho vias, con dos sentidos de giro;
microbureta de velocidad variable y lineal, equipable con jeringas de diferente volumen;
un tubo de acumulacion y un reactor de material inerte (tubos de teflon, PTFE). Como
elementos de deteccidn se pueden implementar, como en el FIA, técnicas instrumentales
diversas, espectrofotométricas o electroquimicas y, finalmente un ordenador que gestiona
todos los componentes con un programa disefiado para cada aplicacion [Ruzicka y
Marshall, 1990].

Como sistema propulsor también se han utilizado bombas peristalticas, aunque la
microbureta es inherentemente mas precisa que éstas. La desventaja de la microbureta es
gue ha de ser recargada con la solucién de portador al comienzo de cada ciclo de medida,
convirtiéndose en una operacion adicional que disminuye la frecuencia de analisis. Otra
desventaja del uso de microbureta es la limitacion del volumen de carga, directamente
relacionado con el volumen de la jeringa usada. Como ventaja, la rigidez del émbolo de la
microbureta, evita su deformacion con el uso continuado frente al desgaste de los tubos de
bomba peristaltica. Este desgaste limita la capacidad de aspirar disoluciones de forma
altamente reproducible durante periodos de uso continuado [Ivaska y Ruzicka, 1993;
Gobmez et al., 1995]. Recientemente, la empresa GlobalFIA ha desarrollado una bomba
pistén de desplazamiento positivo (MilliGAT pump) disefiada especificamente para su
utilizacion en FIA/SIA. Permite trabajar sin flujo pulsante a caudales del orden de pl-min™
a ml-min™, sin necesidad de emplear jeringas, valvulas de tres vias y sistemas de
eliminacién de pulsos. Alternativamente, Liu y Dasgupta [1992; 1994] y Vieira et al.
[2001] respectivamente han utilizado flujo electroosmotico y flujo basado en la gravedad.
No obstante, la mayoria de investigadores ha empleado la microbureta o las bombas
peristalticas.

En la figura 1.6 se muestran las etapas de operacidén necesarias en la realizacion de un
analisis por inyeccion secuencial. La primera etapa del proceso (a) es la aspiracion de
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muestra y reactivo hacia el tubo de acumulacion a través de la valvula selectora,
obteniéndose una secuencia de zonas bien definidas. A continuacion la valvula selectora
cambia de posicién y se comunica con el detector, y en una segunda etapa (b), la secuencia
acumulada de muestra/reactivo es impulsada hacia el detector en sentido de flujo directo.
Durante este movimiento, el flujo crea un gradiente complejo de concentracion. Las zonas
de muestra y reactivo, forzadas por la dispersion axial y radial, se encuentran mutuamente
interpenetradas, formando una region en la que el analito se estd transformando en una
especie detectable. La sefial transitoria suministrada por el detector se muestra en el area
sombreada (c).

(a)
( ( | vdlvula
© secuencia de aspiracién en flujo inverso
(b)
=
secuencia de inyeccién en flujo directo il
() reactivo
muestra ID

respuesta

inicio

l WS W

Figura 1.6 Etapas basicas en un sistema de analisis por inyeccion secuencial. (a) Secuencia de las
zonas aspiradas de muestra y reactivo hacia el tubo de acumulacion, (b) perfil de concentracion de
producto que llega al detector y (c) respuesta obtenida por el solapamiento de zonas.

tiempo

De forma detallada, un ciclo completo de analisis por inyeccion secuencial, consiste en las
siguientes operaciones (figura 1.6 (a) y (b)):

1) aspiracion del portador con la vélvula de seleccion en posicion 1, el piston de la
microbureta hace una aspiracion grande en sentido inverso,

2) aspiracion de la muestra con la valvula en posicién 2, el pistdn hace una aspiracion
corta en sentido inverso,
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3) aspiracion del reactivo con la valvula en posicion 3, el pistdn realiza una aspiracion
pequefia en sentido inverso,

4) el piston se mueve en sentido directo con la valvula en posicion 5, y mediante un
movimiento de piston controlado, la zona de muestra y reactivo es enviada al detector a
través del reactor impulsada por la solucion portadora y de lavado.

Adicionalmente, si se realiza una determinacion de flujo detenido deben realizarse los
siguientes pasos:

5) la zona de muestra y reactivo se detienen en el detector para registrar la respuesta
cinética,

6) después de transcurrido un tiempo predeterminado, la muestra y reactivo son
impulsados por el portador a traves del canal de flujo mediante un movimiento de
pistén. Cuando la cinética de la reaccidn es rapida, el paso 5 puede ser omitido.

Si son necesarios dos a mas reactivos pueden utilizarse canales adicionales de la valvula
selectora para su introduccion. Analogamente, el sistema puede ser autocalibrado con
facilidad, utilizando otros canales de la valvula selectora para la aspiracion de soluciones
patron. Este ciclo basico puede realizarse tambiéen utilizando como sistema de impulsion
una bomba peristéltica [Christian, 1992].

La exacta reproducibilidad de la zona de dispersion es igual de importante en SIA que en
FIA. Por consiguiente, la secuencia de zonas aspiradas de muestra/reactivo y la dispersion
mutua de éstas son claves de la operacion en SIA. La dispersion ha de ser adecuada para
obtener el grado suficiente de penetracion de las zonas de muestra y reactivo. La dispersion
sera funcién de la relacion de volimenes y del grado de penetracion de las dos zonas.
Analogamente al FIA convencional, la dispersion de la zona de muestra debe ajustarse en
funcién a los requerimientos de la medida a efectuar. Para medidas directas con sensores
(por ejemplo pH o conductividad), es necesario que la dispersién sea minima (D— 1).
Para reacciones quimicas con deteccion colorimétrica, fluorimetria, o quimioluminis-
cencia, las zonas de interfase de reactivo/muestra deben mezclarse en una proporcion
conveniente, siendo necesaria una dispersion media (D=2-10). Para ajustar el rango de
concentraciones en muestras concentradas son necesarias diluciones grandes, lo que
implica usar sistemas que presenten valores de dispersion elevados (D>10).

En la técnica SIA, el coeficiente de dispersion de la muestra, Ds, ha sido definido como la
relacion entre la concentracion de la muestra en el sistema antes (C,°) y después (Cs) que el
proceso de dispersion haya transcurrido, donde Cs es la concentracion en el elemento de
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fluido en el momento de la lectura. Por tanto, el coeficiente de dispersion viene
determinado por la ecuacion,

D.=— ecuacion 1.6

D =—L ecuacion 1.7

Estas sencillas relaciones permiten estimar las concentraciones de reactivos y muestra en la
zona de mezcla.

El solapamiento de zonas es un proceso muy importante en la técnica SIA, ya que para
determinaciones con reaccion quimica define la zona de interdispersion mutua de muestra
y reactivo. Resulta evidente la importancia de identificar estas zonas, donde el valor de Ds
debera ser mayor que 2, y donde, al mismo tiempo, debera haber un exceso de reactivo.
Para una reaccion sencilla con un solo reactivo, dos zonas, una de muestra y otra de
reactivo, y una Unica interfase de contacto son suficientes (figura 1.6). Dos reacciones
quimicas requerirdn tres zonas, dos de reactivo y una de muestra y dos interfases de
contacto, etc. Obviamente, es factible definir un parametro que establezca el grado de
interpenetracion mutua de las zonas con el objeto de determinar el tiempo necesario para
obtener una sefial representativa.

Por analogia con la definicion en cromatografia, el concepto de zona de penetracion o
solapamiento puede ser utilizado aqui (figura 1.6 (c)) y vendria determinado por la
ecuacion 1.8,

P =2W,(W, +W,) ecuacion 1.8

donde, W, W y W son respectivamente las anchuras correspondientes a reactivo, muestra
y zona de solapamiento. Para un valor de P=1 y 0 se obtienen, respectivamente,
solapamientos maximo y nulo. Para valores entre 0 y 1 se obtienen solapamientos
parciales.

Cabe destacar que cuando el solapamiento no es total, se observa la aparicion de un punto
de isodispersion lp, donde la dispersion de la muestra y el reactivo son idénticas e
independientes de la concentracion (figura 1.6 (c)). El elemento de fluido correspondiente
a Ip esta determinado por la relacion de concentraciones muestra/reactivo y es la misma
que en la inyeccién, por tanto Cy/C,=C%/C° y ambos estan igualmente dispersos. Esta
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dispersion describe solamente el proceso fisico. Si existe reaccion quimica, la relacion de
concentraciones es distinta. En el caso de una reaccion completa y cuando existe una
concentracion equivalente de muestra y reactivo, el maximo de sefial analitica corresponde
al punto de isodispersion. En general, la cantidad de reactivo siempre es mayor que la de
muestra y el punto del méximo no coincide con Ip, debido a que la relacion C,°/C° es
mayor de 1. Este desplazamiento continla hasta que se igualan los gradientes de
concentracion de muestra y reactivo. Como el modelo no considera la cinética de la
reaccion, la posicion de Ip en el tiempo sélo informa del efecto asociado a variaciones de
concentracion en la zona de solapamiento y de la sensibilidad de la determinacion [Gubeli
etal., 1991b].

El volumen de inyeccidon de muestra es el parametro fundamental en la optimizacién de
sistemas de flujo basados en la técnica SIA. Se puede considerar que la porcion de muestra
inyectada se divide en N diferentes etapas de mezcla cuando es inyectada en el sistema de
flujo. Para cada una de estas etapas y utilizando un modelo de tanques en serie, se
encuentra que:

c (—0,693SV { )
m% =1-exp 12 ecuacion 1.9
0

donde, S, es el volumen inyectado de muestra y Sy, es el volumen necesario para obtener
Dmax =2, siendo Dnmax la dispersion en el elemento de fluido correspondiente al méximo del
pico. Para un nimero grande de etapas (N) de mezcla, la forma de sefial obtenida se
aproxima a un pico gaussiano. En esa situacién, la ecuacion 1.9 se reemplaza por la
funcién de error (ecuacién 1.10) y cuando S, es igual a Sy, se tiene:

Sz = (V%j(%ﬂ)uz ecuacion 1.10

donde, V, es el volumen del reactor.

Para valores de N entre 1y 10, la dispersion en un sistema de flujo responde a una serie de
curvas que cuando aumenta N muestran que S,<Sy;, es decir D>2. La altura de pico
normalizada (C/Cy) incrementa linealmente con el volumen de muestra inyectado [Ruzicka
y Hansen, 1988]. También es importante el parametro S v, de las ecuaciones 1.9 y 1.10, ya
que describe la zona de dispersion en un sistema de inyeccion en flujo que es funcién de la
geometria y el tipo de flujo, determinando el ensanchamiento del pico.

El objetivo basico de la técnica SIA es conseguir un adecuado control de la penetracion
entre zonas por medio de la dispersion axial ya que la dispersién radial es minima cuando
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el flujo es laminar. Los factores de que depende ésta son los parametros fisicos y
geométricos que definen el sistema y las relaciones de volimenes de reactivo/muestra
escogidas.

En un estudio de los factores que afectan a la dispersion en la técnica SIA, Guibeli et al.
[1991b] observaron que la sensibilidad aumenta cuando el volumen de muestra era
superior a Syp; sin embargo, un aumento mayor no provocaba mejora. También,
demostraron que, para reacciones quimicas con un solo reactivo, los mejores resultados se
obtenian cuando el volumen de reactivo es el doble que el de muestra, mientras que el
volumen total debe ser menor o igual a la mitad de Sy,. Para las reacciones quimicas con
dos reactivos, concluyeron que el volumen de muestra debe ser menor que Si, y la
concentracion el reactivo debe ser suficientemente alta. También observaron que el flujo
inverso da lugar a una mayor dispersion y a un ensanchamiento creciente de la sefial.

Los pardmetros fisicos que definen la zona de penetracion mutua de reactivo y muestra son
las dimensiones del tubo de acumulacion, de la véalvula de seleccion y del reactor. Los
caudales de aspiracién e impulsion son también variables que definen el grado de
penetracion en un tiempo determinado. Marshall y van Staden [1992] han realizado
estudios de la influencia de estos parametros en sistemas sin reaccion quimica utilizando
un colorante, azul de bromotimol. También se ha estudiado el fendmeno en sistemas con
reaccion quimica y la influencia de la fuerza iénica [Cladera, 1996]. En este Gltimo caso, la
optimizacion de los parametros fisicos en el sistema SIA se ha realizado mediante el
meétodo simplex, utilizando la reaccion modelo de Fe (I1) con la o-fenantrolina.

Van Staden et al. [1997] han estudiado también el efecto de la relacion de volimenes y de
la introduccion de camaras de mezcla [McCormack y van Staden, 1998] y de reactores
empaquetados en la dispersion; sus resultados verificaron que tanto la secuencia de
aspiracion como la cinética de reaccién son importantes en la optimizacion de la técnica
SIA. Como era de esperar, el tipo, posicion, y volumen de la cadmara de reaccién también
afectan al nivel de dispersion.

Los términos definidos anteriormente para caracterizar la zona de penetracion (D, Sij, P)
han proporcionado una descripcion limitada al proceso fisico de la dispersion. No se ha
considerado la participacién de la reaccion quimica, por lo que es esencial una
optimizacion rigurosa de todos los pardmetros para cada método analitico concreto.

1.4.2 Aplicaciones y perspectivas del SIA

La técnica de inyeccion secuencial es instrumentalmente mas simple, y a la vez mas
compleja, que la de inyeccion en flujo convencional. Para su implementacion solo es

28



Introduccién general

necesaria una microbureta y una valvula selectora, pero requiere un disefio especial de
hardware y programacion que permita el control automatico de todos los elementos del
sistema. El disefio del sistema de flujo no tiene que ser reconfigurado para variar los
volimenes inyectados, los tiempos de reaccion o las zonas de dispersion mutua. Todos
estos parametros pueden ser modificados facilmente a nivel de programacion, mediante
cambios en los volumenes, en los caudales de aspiracion, o en los caudales de impulsién, o
variando el tiempo de parada en flujo detenido. Todas estas operaciones pueden ser
ejecutadas mediante instrucciones del programa de gestion. En el sistema también pueden
utilizarse reactivos adicionales, reactores y detectores conectados a la valvula de seleccion
(el limite aparente estd en el nimero de canales disponibles). De este modo pueden
integrarse multiples de determinaciones y tipos de deteccion en un sistema por inyeccion
secuencial.

La potencialidad y versatilidad de la técnica de analisis por inyeccion secuencial es todavia
un campo a explorar. La mayoria de operaciones béasicas en disolucion automatizadas en
FIA pueden en principio ser adaptadas a la metodologia SIA [Guzman et al., 1993]. En el
desarrollo de un sistema de inyeccion secuencial es imprescindible disponer de unos
componentes de hardware adecuados, un ordenador y un programa disefiado para la
aplicacion concreta. En este sentido, el disefio de un programa flexible y amigable con el
usuario es la tarea mas complicada [Ruzicka, 1992].

De lo dicho anteriormente se puede deducir que una de las limitaciones mas importantes en
la aplicacion de la técnica SIA ha sido el desarrollo de los programas de control necesarios
para la gestion integrada de todos los elementos del sistema. Mientras que en el FIA puede
operarse manualmente y la adquisicion de datos puede incluso realizarse con registradores
analogicos, en la técnica SIA es necesario un control de tiempos estricto, asi como una
sincronizacion total entre las acciones del sistema de impulsion y de la valvula selectora,
que permitan realizar de un modo preciso y reproducible la inyeccion de la muestra, la
gestién de flujos o la adquisicion de datos. Todas estas acciones y tiempos de ejecucion
forzosamente han de ser ordenados desde un programa elaborado especialmente para la
aplicacion, en muchos casos desarrollado por el propio usuario para la instrumentacion
concreta de la que dispone. Guzman y Compton [1993] resaltan que la escasez de
programas comerciales ha sido un factor limitante en el desarrollo del SIA.

Aunque algunos investigadores han desarrollado sus propios programas escritos en
distintos lenguajes, como Turbo C++, Visual Basic, Basic, Windows 95 medioambiental,
y LabVIEW, soélo tres articulos hacen especial hincapié en el programa de control y
adquisicion de datos desarrollado para la aplicacion de la técnica SIA [Lenehan et al.,
2002]. Recientemente, ha disminuido la necesidad de elaborar un programa especifico para
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la aplicacion, ya que existen programas comerciales versatiles aungque asociados a una
instrumentacién muy concreta [www.globalfia.com; www.flowinjection.com].

Existe una gran diversidad de aplicaciones implementadas mediante la técnica de
inyeccion secuencial, analogas a las implementadas en la técnica de inyeccion en flujo. En
ellas se incluyen pretratamientos de muestra, técnicas derivadas y multiples sistemas de
deteccion. Entre las estrategias de pretratamiento de muestra aplicadas se encuentra la
preconcentracion [Oms et al., 1996a], la extraccion liquido-liquido [Luo et al., 1996;
Nakano et al., 1997; Peterson et al., 1997; Wang y Hansen, 2002], la extraccion sélido-
liquido [Grate y Taylor, 1996] y también la descomposicion de la muestra en linea
mediante microondas [Oliveira et al., 2000], asi como la difusion gaseosa [Oms et al.,
1996b; Luo et al., 1995] o la difusion mediante una celda especial llamada celda de
difusion Franz (Franz diffusion cell, FDA) [Solich et al., 2003]. Satinsky et al. [2003] han
realizado la integracion de columnas monoliticas en sistemas SIA. Estas columnas estan
basadas en la nueva tecnologia sol-gel y presentan una mayor porosidad que las columnas
de cromatografia liquida de alta presion. Estos investigadores han optimizado y validado
un sistema de inyeccion secuencial cromatografico (Sequential Injection Chromatography,
SCI). Recientemente, Segundo et al. [2004] han publicado un review sobre los distintos
sistemas SIA propuestos para analisis de rutina en vinos basados en distintos
pretratamientos.

También han sido implementadas variantes de la técnica de FIA como la técnica sandwich
[Estela et al., 1996; Rumori y Cerda, 2003], el flujo monosegmentado [Vieira et al., 1998;
Silva y Masini, 2002] y la técnica de flujo detenido aplicada en ensayos enziméticos
[Ruzicka y Gubeli, 1991; Guzman y Compton, 1993; Schindler et al., 1998; Segundo y
Rangel, 2003] y en la monitorizacion de fermentaciones [Cheng et al., 1992]. La técnica
del flujo detenido fue la primera aplicacién implementada en SIA por dos razones obvias:
(@) la idea de inyeccion secuencial proviene de traspasar el concepto de inyeccién en flujo
desde el flujo continuo hasta el dominio de flujo detenido [Christian, 1992] y (b) la
instrumentacion y programacion, necesarios en la técnica de inyeccion secuencial, son muy
utiles en la implementacién de la técnica de flujo detenido, debido a la existencia de un
programa de control del sistema y de tiempos de operacion.

La técnica SIA ha sido aplicada frecuentemente en la monitorizacion de parametros
medioambientales [van Staden y Taljaard, 1998; Cerda et al., 2001] y procesos
biotecnolégicos [Cheng et al., 1991; Olsson et al., 1998]. Los avances recientes en
biotecnologia han hecho necesario el desarrollo de métodos analiticos que rapida y
sistematicamente faciliten medidas cuantitativas en tiempo casi real de los pardmetros
clave del proceso [Baxter y Christian, 1996]. En este sentido, el analisis por inyeccion
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secuencial ha tenido un gran impacto [Cheng et al., 1992; Schuhmann et al., 1995] como es
evidente por el nimero de publicaciones existentes, especialmente en la monitorizacion on-
line de biomasa [Baxter et al., 1994], aminoacidos [Lukkari et al., 1993], fuentes de
carbono [Min et al., 1995; 1996; Shu et al., 1995], fuente de fésforo [Masini y col, 1995], o
deteccion simultanea de dos productos como glucosa y penicilina [Min et al., 1996] o
glucosa y biomasa [Baxter et al., 1995]. Las razones fundamentales que han potenciado su
aplicacion son la eliminacion del paso de preparacion de la muestra y la disponibilidad de
informacidn en tiempo real, incrementando asi la efectividad de la monitorizacion.

Actualmente la técnica SIA estd consolidada como una herramienta mas en la
automatizacion de procedimientos de analisis, la evidencia estd en los 200 articulos
publicados desde su aparicién hasta el afio 2002. La técnica SIA ha sido aplicada en
multiples campos entre los que se encuentran los analisis de alimentos [Oliveira et al.,
2000], monitorizacion de procesos [Lukkari et al., 1995], inmunoensayo [Ruzicka, 1994] y
bioanalisis [van Staden y McCormack, 1998], analisis farmacéuticos [Sultan y Desali,
1998; Kubiak et al., 2001; Araujo et al., 1997] analisis medioambiental [Alpizar et al.,
1996], combinacidn con las técnicas quimiometricas en la determinacion multiparamétrica
[Ruisanchez et al., 1994; Schindler et al., 1998 ] y, analisis y control de procesos
industriales [van Staden y Taljaard, 1996; 1997]. Otras aplicaciones de la técnica SIA son
las basadas en microparticulas (bead injection, Bl) [Ruzicka y Scampavia, 1999],
aplicaciones diversas como valoraciones [Alerm et al., 1996; Sultan et al., 1999],
modelizacion medioambiental [Kinas et al., 2000] y estudios cinéticos [Taljaard y van
Staden, 1998; Sultan et al. 1998] o de estequiometria [Suliman y Sultan, 1996]. Lenehan et
al. [2002] han publicado recientemente un review muy interesante sobre la técnica de
analisis por inyeccion secuencial en donde se detallan todas las aplicaciones realizadas
hasta el afio 2002 clasificadas por su campo de aplicacién y la técnica instrumental de
deteccion usada.

Recientemente, la continua evolucién de las técnicas de flujo ha llevado también a la
propuesta de nuevos conceptos basados en la idea inicial de manipulacion e integracion de
la técnica SIA. Estos son el laboratorio en una valvula (Lab-on-Valve, LOV) propuesto por
Ruzicka y una nueva variante para la manipulacion de fluidos llamada zona fluidica (Zone
Fluidics, ZF) propuesta recientemente por Marshall et al. [2003] Ambos representan dos
estrategias alternativas para el desarrollo de sistemas de gestion de fluidos mas complejos e
integrados.

El primer concepto LOV [Ruzicka, 2000] se basa en la integracion de todas las etapas
necesarias para el analisis en la valvula selectora, normalmente como sistema de deteccion
se utiliza la espectrofotometria o luminiscencia utilizando fibra Optica. La gestion de
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fluidos se realiza mediante microburetas automaticas muy precisas, de 500 o 100 ul, y
bombas peristélticas. Esta alternativa ha sido utilizada por Ampan et al. [2003] para la
determinacion de plomo. Wang et al. [2003] han utilizado también un sistema de inyeccién
secuencial basado en LOV para la automatizacion del proceso de extraccion y
preconcentracion de ultratrazas de metales pesados usando microcolumnas renovables.

La ZF esta definida por una zona controlada fisica y quimicamente, que permite la
manipulacion dindmica de liquidos inmiscibles y de sélidos en suspension en un conducto
reducido con el objetivo de acondicionar la muestra y realizar su analisis [Marshall et al.,
2003]. El objetivo principal de ZF es obtener una especie detectable y para ello se utilizan
distintas operaciones unitarias, extraccion con solventes, filtracion, dilucion,
enriguecimiento, intercambio ionico, destilacion, hibridacion y reaccidn. Los componentes
basicos de este sistema son iguales a los sistemas SIA, el elemento central es la valvula
selectora de multiposicién y la gestion de fluidos se realiza mediante una bomba
bidireccional a un tubo de acumulacion. ZF representa una alternativa viable a la
automatizacién de procesos analiticos complejos frente a la robdtica de mayor y coste y
complejidad. Utiliza el mismo concepto utilizado en roboética donde las muestras son
trasladadas de una a otra estacién de trabajo. En este sentido, ZF es un tipo de robot de
fluidos donde se traslada la muestra de un elemento a otro mediante movimiento de
fluidos. La innovacion de esta técnica es que integra, en un sistema SIA, elementos que
permiten la manipulacion de todo tipo de muestras, liquidas, aerosoles o suspensiones que
contengan células o sélidos.

Por tanto, la tendencia actual en la técnica SIA (1990), igual que su predecesora la FIA
(1975), es el desarrollo de sistemas automatizados con una clara tendencia a la integracion
y miniaturizacion, con el objetivo final de desarrollar sistemas de analisis en flujo de
mayor robustez, portabilidad, adaptabilidad y versatilidad.

1.5 Microsistemas de andlisis

La creciente demanda de informacion en el ambito de la monitorizacion medioambiental a
o de procesos, asi como el endurecimiento de la legislacion en este &mbito ha planteado
nuevos retos en el &rea de la instrumentacion analitica. Hay que destacar la obtencién de
informacidn espacial y temporal de procesos medioambientales clave, o en el &mbito de la
salud, la delimitacion de factores de riesgo tanto para la salud como para el
medioambiente, de actividades industriales.

Dar salida a estos nuevos retos exige un nuevo tipo de instrumentacion analitica alejada de
los estandares actuales que conjugue la potencialidad de los métodos instrumentales
sofisticados del ambiente controlado de un laboratorio, con la robustez, sencillez
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operacional, portabilidad y tamafio reducido que permita su implementacion como
herramientas para obtener informacién distribuida espacial y temporalmente, en todo tipo
de sistemas y entornos.

La fusion del concepto tecnoldgico de integracion, procedente del campo de la
microelectronica, con el definido dentro del marco de la quimica analitica, ha permitido
abordar las necesidades expuestas, revolucionando la investigacion dirigida a solucionar
este problema. Asi, la conjuncion del binomio miniaturizacion-integracién ha permitido
establecer la base para el desarrollo de una nueva generacion de instrumentos constituidos
por dispositivos miniaturizados, capaces de integrar todas las etapas necesarias para la
realizacién del analisis quimico.

Como paso previo a esta implementacién, o materializacion practica, este nuevo
planteamiento obliga a la realizacion de grandes esfuerzos de colaboracién e innovacion
interdisciplinaria cooperativa entre numerosas areas de investigacion, como son la quimica,
la biologia, la microelectronica, la informética, la Optica, los nuevos materiales, la
mecénica de fluidos o la microfabricacion.

La multiplicidad de componentes claves, tanto activos como pasivos, que es necesario
desarrollar ex—novo para conseguir una integracion total efectiva de las diferentes etapas
del procedimiento analitico, ha ralentizado la consecucion de los objetivos planteados,
reflejando de esta manera, las dificultades inherentes a la obtencién de instrumentacion
analitica miniaturizada.

Entre los elementos funcionales necesarios para dar solucién a un intervalo lo mas amplio
posible de problemas analiticos, habria que destacar las estructuras de gestiéon de fluidos,
asi como las conexiones, los elementos de impulsién, dosificacion e inyeccion de fluidos,
valvulas, reactores, filtros, elementos de separacidn y/o preconcentracion, microsensores
fisicos y quimicos, emisores detectores de radiacion, guias de onda, etc. La diversidad de
estos elementos permite visualizar, claramente, la interdisciplinariedad del &rea de
investigacion y la necesaria implicacion de cientificos e ingenieros, de numerosas y
diferentes disciplinas.

Hasta el momento, aun que se hayan conseguido importantes avances en el desarrollo de
microsensores como elementos de deteccion y estructuras de soporte para microfluidica,
aun queda un largo camino para recorrer en el desarrollo de microactuadores (bombas,
valvulas, conmutadores, etc.) capaces de gestionar los fluidos dentro de las mencionadas
estructuras.
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Por otro lado, el escalado de las operaciones unitarias de los procesos implicados en el
procedimiento analitico, asi como de las reacciones quimicas y bioldgicas utilizadas en el
reconocimiento ionico y/o molecular, son también areas de gran esfuerzo investigador.

A pesar de las dificultades encontradas, se han disefiado sistemas hibridos incorporando
elementos con diferente grado de miniaturizacion en funcion de su disponibilidad, que ya
han demostrado una gran potencialidad de esta tecnologia de fabricacion [Tamafa et al.,
2002]. Estos sistemas han permitido visualizar claramente algunas ventajas del binomio
miniaturizacion-integracion, como son: el bajo coste/fabricacion masiva, la reduccion tanto
del consumo de muestra y reactivos como de la generacién de residuos, el incremento de la
velocidad de andlisis, disefio compacto, robustez, sencillez operacional, portabilidad,
conectividad entre diferentes unidades, etc. Adicionalmente, estos sistemas hibridos han
dado lugar a nuevas técnicas y métodos, solo viables al reducir las dimensiones espaciales,
y han facilitado el estudio de nuevos fendmenos, cuya la explotacion practica solo es
posible en un entorno miniaturizado [van der Woerd et al., 2003].

1.5.1 Sistemas de gestion de fluidos miniaturizados

Las posibilidades analiticas que se derivan de la integracion de las etapas de preparacion de
la muestra, separacion y deteccion en una sencilla unidad miniaturizada, ha conducido al
concepto de microsistemas de andlisis total (micro-total analysis systems, uTAS) [Manz et
al., 1990] o laboratorio en un chip (Lab-On-Chip, LOC), donde modulos disefiados como
microdispositivos, que no requieren de asistencia externa (programa, bombas o controles)
excepto de una fuente de energia, son integrados en un chip. Esta es un area
interdisciplinaria en continuo desarrollo y estudio, que incluye ciencias y técnicas tan
diversas como los sistemas microelectromecanicos (Microelectromechanical Systems,
MEMS), microfluidica, Optica, quimica, bioquimica, biologia molecular o procesos de
separacion, entre otros.

1.5.1.1 Técnicas de fabricacion

Muchas de las técnicas y materiales utilizados para la obtencién de sistemas miniaturizados
de gestion de fluidos provienen de la tecnologia de microfabricacion de sistemas
microelectromecanicos (MEMS), usados tradicionalmente en la industria del circuito
integrado (IC). EI campo dentro de la microelectronica dedicado a los MEMS ha ampliado
su ambito de aplicacion hacia la microfluidica y ha continuado evolucionando y, refinando
otros procesos de microfabricacion e incorporado nuevos materiales.
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Inicialmente y para la fabricacion de los elementos de microfluidica, se utilizaron las
técnicas fotolitograficas desarrolladas para el silicio, en los afios 70, por la industria
microelectronica. Sin embargo, el silicio presenta la desventaja que es un material poco
versatil, exige una elevada inversion inicial en infraestructuras y presenta tiempos de
fabricacién bastante elevados. Ademas, su opacidad en la region del UV-vis del espectro
electromagnético dificulta la integracion de sistemas de deteccion Optica. Esta situacion se
ha solventado, en algunos casos, mediante la incorporacién de una ventana en el
dispositivo de silicio, sellada posteriormente con un vidrio pirex. En consecuencia, la
utilizacion del silicio como Unico material base de fabricacion limita enormemente las
posibilidades de disefio de los dispositivos. Este hecho ha dado un enorme impulso al
estudio de materiales alternativos, basicamente poliméricos. El uso de estos nuevos
materiales ha impulsado, a su vez, el desarrollo paralelo de nuevas técnicas de fabricacion.
En la tabla 1.1 se muestra un resumen de los procesos y materiales mas utilizados
actualmente.

Tabla 1.1 Técnicas principales de fabricacion utilizadas para la produccion de microsistemas
[Ehrfeld et al., 2000].

Técnicas de microfabricacion Substrato
Técnicas fotolitograficas
e wet and dry etchings silicio, cristal, polimeros

e rayos-X y procesos LIGA metales, polimeros, cristal, ceramica
Microfabricacion directa
e ablation laser materiales que forman enlace mediante irradiacion UV
e powder blasting
Técnicas de replicacion
e hot embossing polimeros, ceramica, metales y polimeros hibridos
e injection moulding

Normalmente, una vez elaborado el dispositivo con diferentes substratos como silicio,
vidrio, metal o polimeros, estos se pueden unir entre si a través de varios procesos (enlace
por fusion, anddico, eutéctico y adhesivo). La union se hace normalmente para alcanzar
una estructura que sea dificil o imposible formar de otra manera o también para aportar
solidez y proteccién mecanicas.

El desarrollo de la tecnologia MEMS ha contribuido significativamente a la mejora de
técnicas de microfabricacion para otros materiales distintos al silicio. Dos ejemplos a
resaltar son la técnica LIGA y el moldeado pléastico para estos nuevos materiales. LIGA es
el acronimo alemén de litografia (lithographie), electrochapado (galvanoformung) y
moldeado (abformung). Es un proceso que combina peliculas gruesas (thick-film)
extremadamente resistentes y litografia de gran energia (Rayos-X). Esta tecnologia permite
el uso de cualquier material superficial conductor. EI moldeado por inyeccion se utiliza con
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elastomeros como poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y otros polimeros. Una de sus principales
ventajas es que resulta una técnica muy econémica ya que pueden fabricarse muchos
componentes con un simple molde [Judy, 2001]. La construccién de dispositivos de PDMS
mediante técnicas litograficas suaves también ha sido estudiada recientemente [Lacher et
al., 2001].

En la elaboracion de dispositivos de microfluidica usando otros polimeros, las técnicas
aplicadas han sido distintas (tabla 1.1). Por ejemplo metodologias como hot embossing y
polimerizacion en plasma, han sido extensamente utilizadas para polimetil metacrilato
(PMMA), poliestireno (PS) y policarbonato (PC) [Sequeira et al., 2002a].

Todos los métodos de fabricacion descritos hasta el momento requieren la necesidad
adicional de la post fabricacion del dispositivo para formar una estructura sellada. Este
inconveniente es méas facil de solucionar para dispositivos construidos con polimero que
cuando se trata de silicio o vidrio. Los microcanales construidos con polimero se pueden
aislar usando unidn térmica a baja temperatura. Los polimeros elastioméricos como PDMS
presentan ademas una adherencia excelente a una gran variedad de substratos de distintos
materiales y se pueden utilizar para obtener microestructuras cerradas no permanentes
[Wang y col, 2002].

Otro problema existente es el ensamblado de distintos elementos en el dispositivo de
microfluidica. Aunque distintas soluciones de sellado, como el uso de colas epoxidicas o
de juntas simples, son posibles, todos los méetodos ensayados presentan algun problema. La
exposicion prolongada a los ambientes acuosos, puede producir dafios en las uniones y
provocar escapes en los empalmes entre los componentes hidraulicos y épticos. Los
epoxidos permiten un enlace permanente entre los componentes (silicio y vidrio), pero
existe el problema de la obstruccién en el canal de flujo durante el proceso de unién si se
utiliza un exceso de epoxido [Leatzow et al., 2002].

Resulta evidente, por tanto, la necesidad de una técnica que permita la fabricacion de
sistemas de microfluidica tridimensionales complejos a bajo coste y en poco tiempo, sin la
necesidad de laboratorios y condiciones de trabajo especiales como las que encontramos en
las salas blancas. Una alternativa es el uso de cerdmicas de baja temperatura de sinterizado
(LTCC) que permiten la construccién de dispositivos integrados en tres dimensiones (3D)
a escala meso y coste reducido.

1.5.1.2 Materiales

Los dispositivos producidos en vidrio han sido muy utilizados debido su versatilidad y
resistencia quimica, la relativa simplicidad de su fabricacion, asi como su aplicabilidad en

36



Introduccién general

la deteccion dptica. Sin embargo, uno de los problemas que plantea su uso es la dificultad
para producir prototipos de forma rapida a un coste asequible [McCreedy, 2001].

Actualmente, el uso de nuevos materiales, preferentemente polimeros Opticamente
transparentes y materiales inertes tanto interna como externamente, esta en rapida
expansion, especialmente en aplicaciones medioambientales.  La elaboracion de
microestructuras de gestion de fluidos en polimeros presenta ventajas frente a la tecnologia
del silicio o vidrio, que incluyen un procedimiento sencillo, alta velocidad de fabricacion, y
disminucion de coste tanto en el primer prototipo como en la produccidon posterior
[Sequeira y col, 2002a]. Ademas deben tener propiedades térmicas y eléctricas idéneas, y
permitir el enlace con otros materiales para aplicaciones concretas. EI menor coste de los
dispositivos obtenidos con este tipo de materiales permite por tanto, la produccion en masa
de dispositivos desechables en el campo de la medicina y la genética.

Polimeros como PMMA, PS y PC son facilmente moldeables y pueden utilizarse como
materia prima en la elaboracion de dispositivos utilizando distintas técnicas de
microfabricacion. Para el uso de estos materiales es muy importante que sean
quimicamente inertes. Deben ser resistentes a medios &cidos, basicos y a disolventes
organicos.

El PMMA es amorfo, transparente e incoloro, resiste a la abrasion y a la radiacion UV,
pero tiene una baja resistencia a los disolventes organicos. El PS tiene propiedades fisicas
similares y puede ser esterilizado por radiacion, pero tiene baja resistencia quimica. ElI PC
ha sido muy utilizado en dispositivos médicos ya que es esterilizable y presenta una buena
estabilidad bidimensional, pero presenta una baja resistencia quimica.

Las propiedades fisicas y quimicas del PDMS, lo hacen especialmente datil en la
construccion de dispositivos con aplicacion final en el campo de la biologia y la medicina
[Andersson y van den Berg, 2003], debido a su nula toxicidad. Ademaés posee la propiedad
de ser Opticamente transparente [Leatzow et al., 2002]. EI PDMS ha sido utilizado en la
elaboracion de prototipos de dispositivos de un modo fécil y reproducible (para anchuras
de canal mayores de 50 um) sin necesidad de la participacion de especialistas, a bajo coste
y sin necesidad de sala blanca [McCreedy, 2001].

Otros polimeros como el polietileno de alta densidad (HDPE) o la polieteretercetona
(PEEK) poseen una gran estabilidad quimica, pero presentan el inconveniente de no ser
transparentes a la radiacion [Sequeira et al., 2002a]. Muchos sistemas de deteccion
utilizados son del dominio Optico (fluorescencia, quimioluminicencia, UV-vis, etc)
[Schwarz et al., 2001], por lo que el uso de HPDE y PEEK esta limitado a otros sistemas
de deteccion.
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De los polimeros mencionados sélo el PMMA y el PDMS resultan Utiles para la
construccién de dispositivos que integren sistemas de deteccion épticos. EI PMMA es el
menos hidrofébico de todos los materiales plasticos y presenta una gran estabilidad
hidrolitica [Wang et al., 2002], mientras que PMDS ha sido utilizado en la construccién de
sistemas microfluidicos en tres dimensiones [Anderson et al., 2000]. Las ventajas
adicionales que comporta la tridimensionalidad es la elaboracion de sistemas mas
complejos que incorporen por ejemplo, etapas de pretratamiento de muestra. Ambos
polimeros son alternativas viables a la utilizacion de silicio y vidrio en la construccion de
microchips.

Otros materiales susceptibles de utilizacidon son los copolimeros de olefinas ciclicas (COC)
que presentan excelentes propiedades épticas, quimicas y fisicas. Pueden utilizarse en
aplicaciones como equipos de diagnosis y en dispositivos opticos. Otra alternativa para la
fabricacién de sistemas de microfluidica es utilizar capas finas de polimeros. Poliuretanos,
epoxidos, siliconas y poliamidas son algunos de los utilizados en la industria electronica y
que podrian utilizarse en el futuro como substratos en la elaboraciéon dispositivos
microfluidicos [Sequeira et al., 2002a].

Los fluoropolimeros son resistentes a acidos, bases, especies oxidantes y reductoras, y a la
mayoria de los disolventes organicos. Recientemente ha sido descrita una nueva técnica
para  construir  dispositivos  microfluidicos  con poli(tetrafluoroetileno-co-
hexafluoropropileno) (FEP), mediante una proceso relativamente economico basado en el
enlace a baja temperatura. Se consiguen estructuras con canales circulares y diametros
menores de 13 um, y la posibilidad de integrar electrodos y capilares de silica fundida.
Resulta especialmente uatil en la incorporacion a microescala de técnicas de separacion
como electroforesis capilar, cromatografia capilar liquida y capilar electrocromatogréafica
[Sahlin et al., 2002].

Recientemente también ha sido desarrollado sistemas analiticos miniaturizados basados en
la electroforesis capilar con deteccion electroquimica (CEEC). En la construccion de estos
dispositivos han sido utilizados distintos materiales, vidrio, PDMS, LTCC y dos polimeros
mas como polietilentereftalato (PET) y polietileno (PE) [Lacher et al., 2001].

La LTCC o ceramica verde desarrollada por DuPont (DuPont, 951 series), es otro material
alternativo al uso de silicio o vidrio en la elaboracion de dispositivos. Aunque
originalmente se utiliz6 como encapsulante en la industria de la microelectronica, en los
ultimos afios, este material se ha aplicado también en el desarrollo de sistemas de gestion
de fluidos a escala meso (tecnologia de sistemas meso, MsST). La tecnologia LTCC
permite la construccién de estructuras en tres dimensiones, laminando mdltiples capas [Li
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y Ananthasuresh, 2002], y facilita compactacion del sistema fluidico asi como la
integracion de los componentes mecéanicos y eléctricos del sistema de analisis. También
pueden incorporarse otros elementos pasivos del sistema durante el proceso de laminacion
y posterior sinterizado. Las posibilidades de aplicacion de LTCC son diversas: medidas en
flujo continuo mediante sensores, construccion de canales y dispositivos o de elementos
activos para microvalvulas y microbombas hibridas [Gongora-Rubio et al., 2001].
Adicionalmente, el uso de LTCC presenta otras ventajas como son la estabilidad térmica
del material (22-150°C), comparable a la del silicio, la posibilidad de no utilizar sustrato
soporte y el bajo coste de la materia prima (una oblea de silicio de 2” tiene un coste de 123,
la misma cantidad de LTCC cuesta 0,073).

La eleccion de una técnica dada de entre las muchas posibles, depende primero de los
materiales usados (metales, cristal, polimeros o cerdmica), aunque también tiene que
considerarse la aplicacion final. De hecho, en funcién de la aplicacion, la produccion final
de una microestructura determinada puede implicar estrategias de fabricacion y materiales
e/o inversiones tecnologicas completamente diferentes.

1.5.2 Aplicaciones de los microsistemas totales de analisis

Desde la descripcién conceptual de u-TAS realizada por Manz et al. [1990], también
[lamado Lab-On-Chip, han tenido lugar grandes avances en el area de los sistemas
analiticos a escala micro. La razon esta en las importantes ventajas asociadas a la
conjugacion de los conceptos de integracion y miniaturizacion para la obtencion de
sistemas de andlisis integrados miniaturizados. Algunas de los méas importantes son:
disminucion de tiempo de anéalisis y voliumenes muertos, reduccion del consumo de
reactivos y muestras, alta eficacia en la manipulacion y tratamiento de las muestras, y
disminucion de coste de operacion.

Las publicaciones relacionadas con este concepto son numerosas, e incluyen las técnicas
de microfabricacion MEMS, las aplicaciones biologicas (cultivo de células, la reaccion en
cadena de la polimerasa, separacion de ADN, secuenciacion de ADN, y diagnostico
clinico) y también un buen nimero de operaciones estandar (preparacion de la muestra,
inyeccion de la muestra, manipulacién de la muestra, reaccion, separacion y deteccion).
Recientemente, el grupo de Manz ha publicado dos reviews muy extensos sobre el tema. El
primero de ellos hace referencia a la historia, tecnologia e infraestructura basica de los
sistemas miniaturizados de analisis [Reyes et al., 2002] y el segundo se centra en
aplicaciones concretas desarrolladas desde el afio 1998 hasta el 2002, en los campos antes
mencionados [Auroux et al., 2002]. Se puede comprobar que a pesar de la existencia de
numerosas publicaciones relacionadas con el concepto de miniaturizacion, tanto de
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tecnologia de construccion de dispositivos (MEMS) como de aplicaciones concretas, el
namero de referencias relativas a sistemas de analisis quimico es muy limitado [Sato et al.,
2003]. La mayoria de las publicaciones estan dirigidas al campo de la biologia molecular
[Gawron et al., 2001; Krishnan et al., 2001], los procesos de separacion mediante
electroforesis [Woolley et al., 1998; Wang et al., 1999] o cromatografia [Kutter, 2000], y al
pretratamiento de la muestra [Lichtenberg et al., 2002; Greenwood y Greenway, 2002].

La causa de este direccionamiento hay que buscarla en el elevado coste del desarrollo de
estos dispositivos solo abordable cuando la aplicacion cae dentro del mundo de las ciencias
de la salud. Cabe recordar que los microsistemas o microreactores se definen como
sistemas de reaccion miniaturizados con uno o multiples componentes de tamafio
comprendido entre los sub-micrometros o sub-milimetros. Asi, aunque en la bibliografia
existen ejemplos de inyectores, canales, bombas, mezcladores, electrodos, filtros, valvulas
e intercambiadores de calor [He et al., 1999; Ehrfeld et al., 2000; Judy, 2001; Woias, 2001;
Reyes et al., 2002], éstos no han alcanzado un nivel de operatividad adecuado. Esto
provoca que la comercializacion de los dispositivos microfluidicos esté en su infancia y
que sélo sean accesibles algunos elementos microfluidicos como valvulas y mezcladores.
Todos los otros componentes estdn todavia en la etapa de prototipo. Un requisito
fundamental para dotar de viabilidad comercial a estos elementos es que puedan ser
fabricados masivamente a un coste accesible y que ofrezcan el mismo nivel de confianza
que los dispositivos macroscépicos. En este sentido las aplicaciones que justifican un uso
masivo son principalmente el diagndstico médico [Verpoorte, 2002; Srinivasan et al.,
2004] y el control medioambiental [Lacher et al., 2001; Roblin y Barrow, 2000]. La
aplicacion con éxito de los sistemas microfluidicos en estas areas puede ser tan importante
como el efecto del silicio en la microelectronica.

Uno de los principales problemas que presenta el desarrollo de microsistemas es la
deteccion. A esta situacion contribuyen dos factores, en primer lugar las limitaciones
propias de la técnica de deteccion, como su sensibilidad; en segundo lugar, el pequefio
volumen de muestra a analizar, y por tanto, la baja concentracion del analito que llega al
detector. Cuando el detector incorpora una celda con lados de 1x1x1 mm, el nimero de
moléculas presentes es 600 billones. Cuando las dimensiones de la celda se reducen a
10%10%10 um, solo estan presentes 600.000 moléculas. En el primer caso pueden ser
utilizados distintos métodos convencionales, pero en el segundo la poblacion molecular es
tan pequefia que deben utilizarse métodos mas sofisticados como la fluorescencia inducida
por laser [Manz y Eijkel, 2001]. EI método de deteccidn define por tanto, el limite de
deteccion del microsistema y marca el grado de aplicacion de éste.
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Los sistemas de deteccion mas utilizados han sido los fluorescentes, quimioluminiscentes y
los electroquimicos. La fluorescencia permite determinar concentraciones muy bajas en
volumenes de muestra del orden de femtolitros. Ademas, es una técnica muy precisa, los
tiempos de respuesta son muy bajos y los colorantes usados son extremadamente selectivos
frente a los analitos [Krishnan et al., 2001]. Otras aplicaciones han sido la medida de
cinéticas enziméticas [Seong et al., 2003], la caracterizacion de enzimas inmovilizados
dentro de canales de PMDS [Mao et al., 2002] o el analisis de ADN en un microchip con
electroforesis capilar maltiple [Song et al., 2002]. No obstante, y a pesar su selectividad, la
fluorescencia presenta el inconveniente del soporte dptico e instrumental que necesita. Esto
reduce la portabilidad y aumenta su coste.

La aplicacion de la deteccion electroquimica en sistemas microfluidicos tiene un gran
potencial. Entre otras ventajas presenta una remarcada sensibilidad, inherente capacidad de
miniaturizacion, portabilidad, independencia de la respuesta respecto a la turbidez de la
muestra, bajo coste, bajo consumo eléctrico y compatibilidad con las técnicas de
microconstruccion y microfabricacion [Wang, 2002]. Este tipo de deteccion ya ha sido
utilizado con éxito en diversos sistemas microfluidicos, como la deteccion de la
hibridacién del ADN mediante un electrodo de oro modificado [Fan et al., 2003], el
desarrollo de multisensores ESIs miniaturizados, basados en cristales sensibles de
calcogenuros, para la determinacion de mezclas de iones metalicos [Mourzina et al., 2001],
o la miniaturizacion de electrodos de referencia [Ciobanu et al., 2002].

Recientemente ha sido desarrollado, por Timmer et al. [2004], un sistema hibrido
miniaturizado para amoniaco, construido mediante tecnologia de microsistemas. La
muestra gaseosa aspirada entra en contacto con una solucion de NaHSO, que transforma en
NH," todo el NH; presente. Después el cation amonio entra en contacto con una disolucion
de NaOH y se transforma en NHs;, que se difunde a través de una membrana de
polipropileno a un compartimiento con un agua purificada. Se convierte de nuevo en NH,4",
que es determinado con un electrodo de conductividad.

La deteccion mediante quimioluminiscencia ha sido utilizada para el analisis de iones
metalicos e inmunoensayo. No necesita fuente de radiacion para efectuar las medidas y el
equipo necesario es mas sencillo que para los métodos épticos convencionales. Hostis et al.
[2000] han integrado un microreactor enzimatico con deteccion electroquimioluminiscente
combinando las tecnologias de silicio y polimeros. Recientemente ha sido desarrollado un
chip para la determinacion de &cido Urico mediante quimiolumiscencia a través de la
reaccién producida entre H,O,, obtenida en un reactor enzimativo, y luminol. La mayor
ventaja de este sistema microfluidico es que utiliza aire como portador [Lv et al., 2002].
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Otro meétodo de deteccidn Optico utilizado es la absorbancia. La aplicacion de este tipo de
deteccion plantea una importante limitacion inherente al principio de medida. La
dependencia de la sensibilidad con el camino dptico disminuye considerablemente su
aplicabilidad a nivel micro [Schwarz et al., 2001]. Se ha tener en cuenta el cambio de
escala que supone una medida a nivel macro con camino éptico 10000 um, respecto a las
medidas realizadas a escala micro donde los caminos épticos usualmente se encuentran
entre 100-500 um. Para solventar este problema, Alonso et al. han propuesto un nuevo
concepto de microsensor Optico que permite incrementar tanto la sensibilidad de las
medidas de absorbancia como disminuir el tiempo de respuesta [Puyol et al., 1999, 2002a,
2002Db].

Por otro lado, un factor a favor de esta técnica es la posibilidad de utilizar las fuentes y los
detectores de tamafio reducido y bajo coste ya existentes. Asi, la integracion de LEDs y
fotodetectores en sistemas miniaturizados ha demostrado su viabilidad. Recientemente, se
ha descrito un sistema microfluidico en PDMS donde se han integrado micro-
espectrofotometros construidos sobre un 6xido de metal semiconductor complementario
(CMOS). Utiliza un LED como fuente de luz y permite hacer medidas de soluciones de
colorante diluidas [Adams et al., 2003].

Distintos autores han presentado los resultados obtenidos en microchips basados en
medidas de absorbancia como sistema de deteccion. Los parametros analizados han sido
muy diversos, asi como el sistema instrumental utilizado. En algunos casos se han utilizado
LEDs y fotodetectores, y en otros todavia la deteccion se ha realizado con
espectrofotdbmetros convencionales mediante el uso de fibra optica [Maims et al., 2001].
Los principales parametros analizados han sido ortofosfatos, ion amonio, ion nitrito, ion
nitrato, y Hierro (II). En todos los casos, los sistemas son hibridos, utilizandose
componentes macroscopicos. Como elementos de impulsion se ha utilizado el flujo
electroosmatico, bombas peristalticas y en algin caso, también, microburetas.

La determinacion de ion NH4" ha sido abordada por diversos autores. En todos los casos se
ha utilizado la reaccién de Berthelot. En esta reaccion el ion amonio, reacciona con
hipoclorito y fenol formando azul de indofenol que es determinado posteriormente
mediante deteccion espectrofotométrica. Daridon y col [2001] estudiaron la cinética de la
reaccion mediante medidas discontinuas y en flujo, en un microchip de silicio, estimando
el efecto de la temperatura en la constante de velocidad. El sistema de deteccion utilizado
fue un espectrofotometro conectado con fibra Optica a una cubeta de 400 um de camino
oOptico integrada en el chip. Para la impulsion de los liquidos utilizaron dos microburetas
automaticas. Se obtuvieron resultados reproducibles y un alto grado de mezcla por difusién
que permitio la realizacion de los estudios cinéticos. Tiggelaar et al. [2002] utilizaron la
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misma reaccion, para caracterizar una celda de deteccion disefiada y construida por ellos.
La celda de deteccion estaba integrada en un chip de silicio y tenia 1,2 cm de longitud, 200
um de profundidad y 0,8 um de anchura. El sistema de deteccion utilizado estaba
compuesto por un LED y un fotodiodo. Con este sistema pudieron realizar medidas de azul
de indofenol en un intervalo entre 0,02-50 uM. También Sequeira et al. [2002b] han
realizado recientemente un estudio sobre la estabilidad de los reactivos y posibles
interferencias de la reaccion con el objeto de valorar su implementacion en un sistema
auténomo de analisis. La Unica diferencia respecto al estudio previo [Daridon et al., 2001]
estd en el camino Optico que en este caso era de 585 um.

Otro de los parametros que se ha determinado en sistemas microfluidicos es el ion
ortofosfato. Daykin et al. [1995] fueron los primeros en utilizar un pFIA para la
determinacion de ortofosfato mediante su reaccion con molibdato en presencia de un
reductor. Utilizaron un microsistema de vidrio con canales de 325 um de anchura y 30 um
de profundidad. Como sistema de impulsion se utilizo el flujo electroosmético y como
sistema de deteccion se usaron un LED y un fotodetector. Doku et al. [1999] desarrollaron
un micro-FIA (u-FIA) para la determinacion de fosfato basado también en la reaccion con
azul de molibdeno. El sistema microfluidico fue fabricado en vidrio de borosilicato
mediante técnicas de fotolitografia y grabado isotrépico himedo. Constaba de canales de
200 um de anchura y 50 um de profundidad, y emplearon flujo electroosmético para el
movimiento de reactivos e inyeccion de la muestra. El tipo de deteccion utilizado fue
espectrofotomértrico usando un LED y un microespectrofotdmetro diode array. También
han sido utilizados otros sistemas de impulsion como bombas de pistdén realizadas con
Al,O3 cerdmico y microsistemas plasticos. En este Gltimo caso, la celda era de 0,5 mm de
camino éptico y la fuente de luz utilizada un LED [Carlsson et al., 1997].

Recientemente Sequerira et al. [2002a] han propuesto un microsistema realizado en
plastico para la determinacion de ortofosfato mediante deteccion dptica. La fuente de luz es
un LED vy el tamafio del camino oOptico de la celda es de 400 um. Los resultados obtenidos
permiten determinar ortofosfato mediante la absorbancia del complejo amarillo del acido
vanadomolibdofosférico formado, con un limite deteccion del orden de 5 ppm. Utilizando
el mismo sistema, Bowden y Diamond [2003], han estudiado la estabilidad de los reactivos
empleados con el fin de verificar la posibilidad de disefiar un microsistema capaz de
monitorizar este parametro en regimen autonomo durante un periodo de un afio. El uso de
microsistemas aporta ventajas como bajo mantenimiento, bajo consumo de reactivos v,
bajo mantenimiento y consumo energético.
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Greenway et al. [1999] han desarrollado un uTAS para la determinacion de ion nitrito
basado en la reaccion con sulfanilamida para formar la sal de diazonio que reacciona con
N-(1-naftil)etilendiamina y forma el colorante azoico que después es detectado a 526 nm.
La reaccion se realiza en un microsistema fabricado en borosilicato con canales de 325 um
de anchura y 30 um de profundidad. Utilizaron un LED como emisor y un micro-
espectrofotometro con fibra dptica como detector. Las distintas disoluciones fueron
impulsadas electroosmoticamente. Se aplicd la técnica de flujo detenido o stopped-flow
para conseguir caracteristicas de respuesta comparables al sistema FIA convencional,
obteniéndose un limite de deteccion de 0,2 uM, con un intervalo lineal de 0-100 uM. Este
mismo grupo de investigacion ha adaptado el mismo sistema para la determinacion de ion
nitrato. Utilizaron cadmio como reductor y analizaron el ion nitrito formado mediante la
reaccion de Griess de diazo-copulacion. El limite de deteccién es bajo de 0,51 uM, pero la
precision del método estimada como RSD (8,3%) no es buena comparada con la del
sistema FIA convencional [Petsul et al., 2001].

Recientemente, Rainelli et al. [2003] han realizado un sistema puFIA en PMMA que han
utilizado para cuatro determinaciones, ion hierro (I1), metales pesados totales, ion cloruro e
ion nitrito. El sistema de gestion de fluidos esta compuesto por jeringas automaticas y
valvulas. El sistema de deteccion utiliza un LED como fuente de emision y fibras Opticas
para transportar la luz hacia la celda del microsistema. Se ha comparado el bombeo
electrocinético con el bombeo mecanico mediante jeringas, obteniéndose resultados
comparables. En todas las determinaciones se obtuvieron resultados comparables a los
obtenidos con sistemas FIA convencionales. En concreto, el ion nitrito se puede analizar en
un intervalo entre 5-150 uM con un limite de deteccién de 4 uM.

Lu y Collins [2001] han disefiado un microsistema para la determinacion de metales de
transicion basado en la separacion electroforética de los complejos formados tras su
reaccion con 4-(2-piridilazo) resorcinol (PAR). Utilizando un LED verde como fuente de
radiacion se alcanzan limites de deteccion inferiores a 1 ppm. Otros grupos también han
desarrollado detectores basados en fotodiodos lineales para visualizar la separacion
conseguida en el canal [Schwarz y Hauser, 2001].

Una de las opciones posibles para conseguir una sensibilidad adecuada en medidas de
absorbancia es el uso de celdas de multireflexion para incrementar el camino optico. En
base a este concepto, Verpoorte et al. [1992], han construido celdas de vidrio que
incrementan de 5 a 10 veces el camino oOptico efectivo. Otra alternativa diferente, para
aumentar la sensibilidad, es el uso de métodos termodpticos. Este tipo de técnica necesita
de un instrumentacién muy precisa y se basa en la medida de la variacion del indice de
refraccion debida a la absorcion de radiacion por parte de la muestra contenida en la celda
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[Schwarz y Hauser, 2001]. Swinney y col [2000] han desarrollado un sistema de deteccién
basado en la interferometria de dispersion que permite realizar medidas de indice de
refraccion en volimenes del orden de sub-nanolitros. Esta técnica permite medir
variaciones en el indice de refraccion del orden 10° y tiene un volumen de deteccién de
188.10™1.

1.5.3 Sistemas comerciales y tendencias futuras

En la actualidad Danfoos Analytical comercializa un equipo integrado de dimensiones
reducidas (350 mm x 600 mm) que permite determinar tres parametros, los iones NH;",
NOs; y PO,*, de modo alternativo. El sistema tiene compartimentos para reactivos,
soluciones patron y recogida de residuos, y tiene autonomia de 6 semanas. Esta disefiado
como sensor de nutrientes para su uso en plantas de tratamiento de aguas residuales. Su
funcionamiento se basa en una membrana de dialisis que permite la migracion de los iones
presentes en al agua a través de ella y la posterior reaccion con el reactivo especifico que
provoca la formacion de un producto coloreado. El tipo de deteccion por tanto es
espectrofotométrica. Los métodos utilizados para cada analito son, azul de indofenol para
NH,*, sulfato de hidracina para NOs  y azul de molibdeno para PO,*. El intervalo lineal y
el limite de cuantificacion son 6ptimos en todos los casos. ElI consumo de reactivos es
minimo debido al bajo caudal de trabajo 3 pl/min [www.danfoss.dK].
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Figura 1.7 Sistemas microfluidicos para analisis quimico. (a) Microsistema integrado, uTAS [Lebbinked.,
1996], (b) etapa de reaccion o separacion.

A pesar de los continuos avances en la investigacion de nuevos materiales y aplicacion de
nuevos técnicas de microfabricacion, el microsistema que integra todos los elementos
necesarios para realizar un analisis, representa mas una tendencia u objetivo que una
realidad [Wang, 2002b]. Los microsistemas integrados como el de la figura 1.7 (a)
representan un futuro todavia lejano. La mayoria de microsistemas incorporan sélo algunas
de las etapas del proceso analitico y normalmente el sistema de impulsion de fluidos y la
deteccion son externas al microchip en que se realiza la reaccién quimica o proceso de
separacion (figura 1.7 (b)) [Ericsson y Li, 2004].
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1.6 Reaccién modelo

En los estudios dirigidos al disefio de nuevos sistemas de gestion de fluidos con reaccion
quimica realizados en esta tesis, se ha utilizado como modelo demostrador la
determinacion de ion nitrito. Se ha escogido este parametro por su importancia en el
ambito medioambiental le convierte en un pardmetro cuya determinacion es susceptible de
ser automatizada.

La determinacion de nitrégeno en forma de ion nitrito es muy importante tanto en aguas de
consumo como en aguas residuales tratadas en una estacion depuradora de aguas residuales
(EDAR). Niveles altos de este ion indican desde contaminacion por vertidos en un rio,
hasta un funcionamiento incorrecto de una planta depuradora con tratamiento bioldgico
[WPFC, 1983].

Los problemas ecoldgicos asociados con una concentracion alta de ion nitrito hacen
necesario el desarrollo e implementacion de métodos analiticos automatizados que
permitan su monitorizacion en sistemas naturales, y para el control de las EDARSs.

Las principales formas en que se presenta el nitrégeno en el agua residual urbana, son el
organico y el amoniacal. El nitrogeno organico es eliminado en gran parte por el consumo
de los propios microorganismos presentes en el cultivo, pero el amonio, si no se evita,
permanece inalterable a lo largo del proceso. Desde el momento en que las plantas
depuradoras de aguas residuales urbanas se han visto en la necesidad de eliminar este
nitrogeno, el estudio exhaustivo de su ciclo ha sido clave en el desarrollo de nuevos tipos
de procesos que deben incorporarse a los tratamientos convencionales [R-Roda, 1994].

1.6.1 Potencial peligrosidad del ion nitrito

Los iones nitrito se forman en la naturaleza por la accion de bacterias nitrificadoras como
etapa intermedia en la formacion de los nitratos. Sin embargo, su concentracion en plantas
y agua es, normalmente, muy baja. A veces, puede haber conversién microbiolédgica de ion
nitrato a ion nitrito durante el almacenamiento de legumbres frescas, particularmente a
temperatura ambiente, en cuyo caso la concentracion de ion nitrito pueden llegar a niveles
excepcionalmente altos (cerca de 3600 mg/kg de peso en seco).

En individuos normales sanos, los iones nitrato y nitrito se absorben y excretan facilmente,
aungue una parte puede ser metabolizada por la microflora en el conducto gastrointestinal.
Asi mismo, la reduccion del ion nitrato a ion nitrito sucede bajo la presencia de
microorganismos. La mayor parte del ion nitrito presente en el cuerpo humano esta
originado por la reduccion del ion nitrato por las bacterias de la saliva.
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La toxicidad del ion nitrito es bien conocida y tiene dos aspectos bien diferenciados. El
primero es la induccién de la metahemoglobinemia como consecuencia de la oxidacion del
ion nitrito por parte de la forma ferrosa de la hemoglobina, que pasa a su forma férrica
(metahemoglobina). Esta, al no enlazar reversiblemente el oxigeno, provoca la muerte por
anoxia (asfixia). En un adulto, la metahemoglobina se convierte répidamente en
oxihemoglobina por la accion de sistemas reductores como la NADH"-metahemoglobina
reductasa. Este sistema enzimatico no estd completamente desarrollado en los lactantes de
hasta tres meses de edad y en los animales muy jovenes. Esta deficiencia desaparece a los
tres 0 cuatro meses de vida excepto para los casos de deficiencia enzimética hereditaria.
Ademas, se ha observado que la hemoglobina fetal que en los recién nacidos representa
entre el 60% y 80% de su hemoglobina total, se oxida mas facilmente a metahemoglobina
que la hemoglobina adulta. En estas condiciones puede haber un aumento en el volumen de
metahemoglobina formada, dando como resultado un proceso clinico caracteristico, la
metahemoglobinemia. El proceso de oxidacion-reduccion de la metahemoglobina en los
eritrocitos de individuos sanos, es de caracter continuo. Se considera que el contenido
medio de metahemoglobinas en poblaciones sanas es inferior al 2% de la concentracion de
hemoglobina total. Niveles superiores al 50% pueden ocasionar la muerte (cianosis). Los
signos clinicos de intoxicacion por ion nitrato, atribuibles a hipoxia, aparecen cuando los
valores de metahemoglobina sobrepasan aproximadamente el 20%.

El segundo aspecto de la toxicidad del ion nitrito se encuentra la formacion de compuestos
cancerigenos (compuestos de N-nitroso) por la reaccién entre el ion nitrito y las aminas
secundarias o terciarias, o las amidas. Recientes investigaciones epidemioldgicas no han
conseguido establecer una relacion positiva (estadisticamente significativa) entre el
contenido de ion nitrato en agua potable y el cancer de estdbmago, a pesar de las sospechas
generadas en algunos casos [Kiang et al., 1978].

Por tanto, los riesgos para la salud por exposicion a ion nitrito estan vinculados
directamente no tan solo a su concentracion en el agua potable y los alimentos, sino
también a la presencia o ausencia de condiciones favorables a la oxidacion de iones
nitrato. Parece ser que los adultos no se ven directamente perjudicados por la exposicion a
las concentraciones existentes de iones nitrato y nitrito en el medio ambiente si bien
algunos estudios han indicado que los aerosoles de ion nitrato en el aire actian como
irritantes a los menores de tres meses [OMS, 1980].

A pesar que los datos clinicos disponibles son muy limitados para establecer la necesaria
relacion dosis-respuesta, se han de reducir al minimo el uso de iones nitrato y nitrito como
aditivos alimentarios. Hay que tener en cuenta que grandes cantidades de ion nitrato son
empleadas para la curacion de los productos carnicos y de pescaderia. En estos productos
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parte del ion nitrato es bioquimicamente reducido a ion nitrito, que previene el crecimiento
de organismos responsables del botulismo. El ion nitrito también da a los embutidos el
gusto caracteristico al combinarse con las hemoproteinas de la sangre.

En Espafia y, siguiendo las directrices de adaptacion establecidas por la legislacion europea
el limite legal de un agua dedicada a consumo humano esta situado en 50 ppm de ion
nitrato y 0,010 ppm de ion nitrito (BOE 254, 23-10-90). La solucién de este problema
medioambiental no es simplemente una cuestion de legislacion sobre el nivel aceptable de
ion nitrato en el agua de consumo domeéstico. En este momento el grado de contaminacién
de las aguas potencialmente aptas para el consumo humano en toda Europa esta
comenzando a sobrepasar el limite legal establecido, especificamente en las aguas de pozo.
Las administraciones estan planteando disminuir el limite legal establecido. Esto no ataca
el problema en sus fundamentos. La erradicacion del problema pasa por la aplicacion de
medidas preventivas que reduzcan los vertidos en el medio natural.

1.6.2 Métodos para la determinacion de ion nitrito

El nitrégeno en forma de ion nitrito aparece rara vez en concentraciones mayores de 1mg/I,
ni siquiera en efluentes de aguas residuales tratadas si las plantas depuradoras de aguas
residuales operan en condiciones Optimas. Su concentracion en superficie y aguas
subterraneas normalmente, es menor de 0,1 mg/l. Por esta razon son necesarios métodos
muy sensibles para su determinacion. El procedimiento espectrofotométrico aporta esta
sensibilidad aunque, ultimamente, también ha sido utilizada una técnica instrumental
estandar como la cromatografia ionica.

La cromatografia idénica [Bermejo et al., 1991] es muy sensible y permite la determinacion
simultanea de varios iones en la misma muestra. Estas ventajas quedan contrarrestadas por
el elevado coste y complejidad de una técnica que cominmente sobrepasa las necesidades
mas habituales y ha de ser implementada en laboratorios preparados y por personal
cualificado. Todo ello la hace inadecuada para la monitorizacion de este parametro en
condiciones de campo. El procedimiento espectrofotométrico es mas economico y
preferible cuando el andlisis de ion nitrito se realiza para concentraciones especialmente
bajas [Sawyer et al., 1994].

El procedimiento colorimétrico utilizado es una modificacion de la reaccion de
diazotizacion de Griess-llosvay. Normalmente son empleados dos reactivos organicos:
sulfanilamida y diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina (NED). Las reacciones
involucradas son la formacion de la sal de diazonio seguida de la reaccion de condensacion
(copulacion) y formacién del colorante azoico. De las multiples combinaciones de amina
primaria y compuesto aromatico, la recomendada es la anterior.
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En condiciones &cidas, el ion nitrito, en forma de &cido nitroso, reacciona con un grupo
amina de la sulfanilamida para formar la sal de diazonio que combinada con el
diclorhidrato de NED forma un colorante azoico de color rosa fucsia (figura 1.8). El color
producido es directamente proporcional a la cantidad de ion nitrito presente en la muestra,
y la determinacion de la concentracion se realiza por comparacion con estandares de
concentracion conocida.

+__
NH, N=N
+ NO, +2H" —— +2H,0
SO,NH,
SO2NH; SO, NH,
N
. I
N=N H N
H+
+
SO, NH, HNC, H, NH, HNC, H, NH,

Figura 1.8 Reaccion modelo de diazotizacidn-copulacién utilizada (Griess-1losvay).

Como simplificacion en la metodologia, es comun encontrar procedimientos que utilizan
un reactivo mixto preparado con sulfanilamida y diclorhidrato de NED disueltos
conjuntamente en medio &acido [APHA-AWWA-WPCF, 1992]. Esta serd la opcién
escogida, con objeto de simplificar la operacion de los sistemas de flujo utilizados en esta
tesis y minimizar la producciéon de residuos.

También se han utilizado reacciones basadas en métodos cinéticos para la determinacién
de ion nitrito. Las reacciones utilizadas son diversas y en todas ellas se ha utilizado el
efecto catalitico de la presencia de ion nitrito en distintas reacciones redox, en todos los
casos se ha utilizado la técnica FIA y se ha determinado la disminucién de absorbancia.
Las reacciones redox utilizadas han sido las siguientes: oxidacién de gallocianina por
bromato en medio &cido [Enfasi y Kazemzadeh, 1999], oxidacion de clorofosfonazo-pN
por bromato en medio de H,SO,4 [Xingguo et al., 1996], oxidacién de azul de timol por
bromato en medio &cido sulfurico [Pettas et al., 1998] y oxidacion de verde de naftol B por
bromato potasico en medio de &cido fosforico [Zhi-Qi et al., 1998a]. Esta Ultima reaccion
ha sido aplicada en la determinacion simultanea de ion nitrito e ion nitrato previa reduccion
de éste en una columna reductora de cadmio-zinc [Zhi-Qi et al., 1998b].
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Otras técnicas instrumentales implementadas en los sistemas FIA para la determinacion de
ion nitrito han sido la amperometria y la quimioluminiscencia. La combinacion FIA-
biamperometria tiene como ventaja principal el aumento de selectividad. Esta técnica ha
sido aplicada en la determinacion del los iones nitrato y nitrito. La reduccion de ion nitrato
a ion nitrito fue realizada de por reduccion con una columna de cadmio [Danet, 1998] o
mediante fotoreduccion [Gil Torré et al., 1998]. La técnica de quimioluminiscencia en fase
gas ha sido aplicada en la determinacidn sucesiva de amoniaco, ion nitrito e ion nitrato en
forma de NO mediante reaccion de éste con Oz [Aoki et al., 1997]. Otra determinacion
indirecta de ion nitrito en agua, suelos y muestras industriales estd basada en la
quimioluminiscencia de acriflavina. La presencia de ion nitrito y su reaccion previa con
acriflavina decrece la intensidad luminiscente, este efecto inhibitorio en la
quimioluminiscencia de la acriflavina se usa para determinar el ion nitrito [Catala Icardo et
al., 2001].

El analisis de ion nitrito mediante la técnicas de flujo ha sido una determinacion muy
aplicada, contabilizandose mas de 230 publicaciones desde 1981 en que Ruzicka
propusiera el primer sistema FIA [www.flowinjection.com]. Aln asi, esta determinacion
por su importancia, continua siendo objeto de numerosos estudios dirigidos a su
optimizacion. Cambios en el reactivo cromogénico para aumentar la sensibilidad [Ahmed
et al., 1996; Kawakami y Igarashi, 1997; Mousavi et al., 1998; Revanasiddappa et al.,
2001] o la sustitucion de reactivos carcindgenos [Martinez Caltayud et al., 1998], junto con
innovaciones que se refieren a la resolucion de la determinacion simultdnea de iones
nitrato y nitrito, mediante una metodologia alternativa como es el SIA [Oms et al., 1995;
Cerda et al., 1998], confirman su interés. Los avances conseguidos en la miniaturizacion de
los sistemas analiticos inducen en muchas ocasiones modificaciones en los procedimientos
ya establecidos con el objeto de adecuar éstos a las nuevas condiciones de trabajo [Peris et
al., 1997].
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Capitulo 2

Objetivos

En la actualidad existe una demanda creciente de sistemas analiticos para la monitorizacion
de procesos quimicos basados en instrumentacion sencilla y capaz de trabajar, de forma
automatica, durante largos periodos de tiempo. Los sistemas de andlisis por inyeccion en
flujo convencionales (FIA), cumplen adecuadamente estos requisitos y su robustez esta
favoreciendo su introduccion en el disenio de monitores de procesos. En esta area del
control analitico automatizado existe, adicionalmente, una decidida tendencia hacia la

miniaturizacién de los equipos para incrementar su portabilidad.

Las ventajas que esta reduccion de escala aporta permiten disminuir drasticamente tanto el
consumo de reactivos como el volumen necesario de muestra. La reduccion de volumen de
muestra permite redimensionar a la vez los complejos sistemas de pretratamiento usados
para su obtencion. En conjunto, las necesidades de mantenimiento de los equipos se
minimizan lo que es de enorme importancia en sistemas de control analitico en régimen de
funcionamiento auténomo. Un 4rea donde las técnicas de flujo continuo tienen una gran
potencialidad es el disefio de sistemas de control analitico autoadaptativos, capaces de
adecuar automaticamente sus parametros de operacion a los requerimientos de analisis

cambiantes de numerosos tipos de muestras.
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En esta area, los sistemas FIA convencionales optimizados son equipos cerrados,
disefiados para determinar, en una muestra dada, un unico analito en un intervalo de
concentraciones predeterminado. Cualquier modificacion del intervalo de trabajo o analito
a determinar implica, a pesar de la versatilidad de la técnica, una modificacion previa de
las caracteristicas fisicas del sistema. Esta limitacion de las técnicas FIA convencionales
puede ser soslayada mediante el uso de una metodologia de flujo continuo alternativa que
confiere robustez, versatilidad y capacidad autoadaptativa a los sistemas convencionales,
denominada analisis por inyeccion secuencial (SIA). Adicionalmente, se puede aumentar la
selectividad y sensibilidad de estos sistemas de gestion de fluidos mediante la
incorporacion de etapas de separacion o preconcentracion en linea. En cualquier caso, tanto
la miniaturizacién como el funcionamiento autoadaptativo, va a exigir un enorme esfuerzo
investigador dirigido al disefio de nueva instrumentacion para sistemas de gestion de
fluidos y técnicas de flujo continuo innovadoras que permitan el manejo eficiente de
microfluidos. Asi mismo, estos sistemas deben ser automatizables y, siendo el objetivo
final su funcionamiento auténomo, la instrumentacion debe ser lo suficientemente versatil
como para procesar informacioén y en funcién de ésta, autoadaptarse para operar en las

condiciones adecuadas en todo momento.

Con esta perspectiva a largo plazo, el objetivo general de la presente tesis es el desarrollo
de la infraestructura instrumental bdsica para el disefio y construccion de sistemas
automaticos de andlisis autoadaptativos basados en la metodologia FIA y SIA, y de
sistemas automaticos de analisis miniaturizados. Sistemas de gestion de fluidos versatiles
en los que ademds se puedan implementar distintos tipos de deteccion segun las
necesidades. Mds concretamente, este objetivo general se puede dividir en cuatro objetivos

parciales, enumerados a continuacion:

Caracterizacion de sistemas FIA que utilizan una microbureta como sistema de

inyeccion.

e Disefio de un sistema integrado para la gestion de fluidos, basado en la técnica por

inyeccion secuencial (SIA), controlable por ordenador.

e Desarrollo de un sistema SIA con etapa de preconcentracion en linea para la

determinacion de catién cadmio mediante deteccion potenciométrica.
e Disefio y fabricacion de sistemas de microfluidica mediante tecnologia

microelectronica (IC) y desarrollo de la infraestructura instrumental necesaria para

la implementacion de microsistemas de analisis total (WTAS).
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Capitulo 3

Materiales y métodos

3.1 Introduccién

En este capitulo se detallan las caracteristicas comunes a los distintos trabajos realizados
en esta tesis y se expone la metodologia utilizada en la evaluacion y caracterizacion de los
sistemas de gestion de fluidos desarrollados. Para evitar repeticiones innecesarias, se ha
optado por una presentacion genérica de los reactivos y metodologias aplicadas,
reservandose para la parte experimental de cada capitulo las indicaciones especificas de la
instrumentacion utilizada en cada sistema.

En el primer apartado se detallan las soluciones y reactivos utilizados en cada una de las
determinaciones implementadas. En el segundo se especifica la metodologia de
caracterizacion seguida en cada caso agrupada segun el tipo de deteccion utilizada.
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3.2 Reactivos y soluciones

En esta apartado se relacionan las distintas soluciones y reactivos utilizados en cada una de
las determinaciones realizadas, la reaccion determinacion de ion nitrito mediante deteccion
espectrofotométrica y la determinacion de cation cadmio mediante deteccion
potenciomérica. Para la preparacion de reactivos y soluciones se ha utilizado en todos los
casos agua desionizada MilliQ (18 MQ cm™). La calidad de todos los reactivos utilizados
ha sido para analisis o superior.

3.2.1 Andlisis de ion nitrito

Solucién colorante

La solucion de colorante utilizada en los estudios de dispersidn sin reaccion quimica en los
sistemas de flujo se ha preparado por dilucién de una solucién madre del indicador rojo de
fenol (Panreac, PA) de concentracién 1,13-102M [Welcher, 1966] en NaOH 0,1 M
(Panreac, PA 98%). Las distintas soluciones patron se han preparado por dilucion de la
anterior en NaOH 0,1 M.

Soluciones patrén de ion nitrito

Las soluciones patron de NO, (entre 0,005-500 ppm) han sido preparadas diariamente a
partir de un stock de 1000 ppm de NO,". La solucién stock se ha preparado utilizando una
sal de sodio, NaNO; del 98% (Panreac, PA). Debido a que el anidn nitrito se oxida con
facilidad, el tiempo de vida de esta disolucion es de una semana conservada en nevera.

Reactivo

El reactivo cromogénico se ha preparado por disolucién de 10 g de sulfanilamida (Panreac,
PA 99%) y 1 g diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina (NED) (Panreac, PA 98%) en
100 ml de acido fosférico de (Panreac, PA 85%) y posterior enrase con agua hasta 1 litro.
La solucién es estable durante aproximadamente un mes si se conserva en nevera y en
frasco oscuro debido a la fotodegradabilidad del NED [APHA-AWWA-WPCF, 1992].

Otras soluciones

Las soluciones utilizadas para la caracterizacion del sistema mediante valoraciones se han
preparado a partir de Tris (hidroximetil)aminometano (TRIS) de Merck y H,SO,4 (Panreac,
96%).

Soluciones patrén de ozono

El ozono se ha generado por paso de oxigeno a través de un ozonizador de laboratorio
Sander modelo 301.7. Las distintas soluciones estandar de ozono se han realizado por
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dilucion de una solucién saturada, obtenida por burbujeo del ozono producido en agua
MilliQ acidificada con acido sulfarico a pH 2, en un frasco colector de 500ml. Un tiempo
de 10 minutos es suficiente para obtener la concentracion de saturacion a una temperatura
de trabajo constante de 20°C. Las soluciones estandar diluidas se prepararon también en
agua MilliQ a pH 2 para minimizar la descomposicion del ozono.

3.2.2 Determinacioén de ion cadmio

Soluciones patron y reactivos

La solucion madre de cadmio utilizada para los estudios sin etapa de preconcentracion en
linea ha sido preparada por pesada rigurosa de Cd(NQOs), de grado analitico de Panreac. Las
soluciones menos concentradas han sido obtenidas por dilucién sucesiva a partir de la
anterior.

Las soluciones patron para los estudios de las interferencias han sido preparadas por
pesada rigurosa de las sales correspondientes. Los reactivos utilizados son de grado
analitico. Las soluciones han sido estandarizadas cuando ha sido necesario con el patron
primario adecuado.

Las solucion portadora ha sido preparada con KNOj (Panreac, 98%). Las disoluciones
tampdn utilizadas se han preparado a partir de las sales correspondientes de calidad
analitica.

La solucion madre de cadmio, en los estudios de preconcentracién, ha sido preparada a
partir de una solucién de CdCl, de 1000,0 mg-I™* (Titrisol ® Merck Art. 9960) en agua.
Las soluciones patrén (5-10%-10° M) han sido preparadas diariamente por dilucion
sucesiva en HNO3 0,1% v/v.

El reactivo complejante ha sido preparado a partir de NaCl de Merck y HCI de Panreac
(PA, 37%). El eluyente ha sido preparado a partir de la sal NaNO3 (Merck).

La resina de intercambio i6nico empleada fue la AG® 1-X8, 200-400 mesh (45-106 pm),
en forma de cloruro de BIO-RAD Lab [C.I.E.R.l. Manual].

Construccion de los electrodos

En la preparacion de la membrana sensora se han utilizado soluciones de Na,S y Cd(NOs);
preparadas por pesada a partir de las sales correspondientes de grado analitico,

En la construccion de los electrodos se han utilizado dos tipos de resina. Una resina
epoxidica conductora compuesta por EPO-TECH 410 (componente A) y EPO-TECH 410
(componente B) de Epoxy Technology, usada en una proporcion de 1,5 g: 0,16 g. Una
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resina epoxidica no conductora constituida por Araldite M y endurecedor HR, de Ciba-
Geigy, en una proporcion 1g: 0,4 g.

3.3 Parametros de caracterizacion de los sistemas de deteccién

3.3.1 Deteccion espectrofotométrica

En la caracterizacion de los sistemas experimentales con deteccidn espectrofotométrica
realiza con un espectrofotometro convencional, los parametros de calidad estimados han
sido el limite deteccion, la repetitividad y reproducibilidad.

3.3.1.1 Limite de deteccion

El limite de deteccion de un método puede ser definido como la concentracidon mas
pequefia que puede ser determinada por éste con un 95% de confianza [Caulcutt y Boddy,
1983]. El limite de confianza del 95% puede ser modificado por cualquier otro mas
apropiado en funcion de las necesidades especificas del analisis. Modificar este limite
representa un riesgo y debe relacionarse mas con la utilizacidn de los resultados que con la
precision del método.

En los sistemas propuestos en los capitulos 4 y 5 existe el problema de la diferencia de
indice de refraccion entre la muestra y el reactivo, lo que provoca una absorbancia mayor
de la real. Este efecto conocido con el nombre de efecto Schlieren ha sido ampliamente
descrito en la bibliografia (§ 1.5). Para minimizar su efecto en la respuesta analitica se ha
realizado, en todos los calibrados, un blanco con agua destilada, con el mismo nimero de
replicados que en los patrones. De este modo, la lectura de absorbancia correcta se
obtendrd como la diferencia de absorbancia entre la muestra y el blanco.

La concentracion de analito se obtiene por interpolacién en una recta de calibracion del
tipo y=bxx donde y es la lectura corregida de absorbancia. Las rectas de calibracion
obtenidas en los diferentes calibrados efectuados confirman que, para el rango de
concentraciones escogido, existe una relacion lineal entre éstas y la absorbancia.
Confirmando la correccion del blanco realizada, la linea de regresion pasa por el origen.

Antes de estimar el limite de deteccidn es necesario definir un criterio de deteccion de cual
sera la lectura correcta para una determinacion y hasta que concentracion limite de nitritos
se podra determinar. Para obtener el criterio de deteccion se ha determinado la desviacién
estandar de blancos obtenidos por quintuplicado en distintos calibrados realizados en
diferentes dias. Se ha procedido de esta manera por evitar la necesidad de disponer de
valores de blancos pertenecientes al mismo calibrado, como indica Caulcutt. Se han
agrupado 10 parejas de estos blancos y se han obtenido el valor del cuadrado de la
diferencia entre parejas de blanco.
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La desviacion estandar correcta de los blancos se calcula como se indica en la ecuacion 3.1
[Caulcutt y Boddy, 1983].
> (dif

Sy =4 T — ecuacion 3.1
n

La definicion de criterio de deteccidn implica que el 5% de las muestras de concentracion
cero pueden dar un absorbancia superior al criterio. Se esta asumiendo que los errores de
las lecturas siguen una distribucion normal. Por este motivo, se ha de estimar la desviacion
estandar utilizando la distribucién de Student en el célculo con 10 grados de libertad, a
partir de estos valores se establece el criterio de deteccion segun la ecuacion 3.2:

criterio de deteccion = t,- Sy ecuacién 3.2

Paralelamente se ha de realizar un calibrado para calcular la desviacion estandar de una
serie de muestras (sp) correspondientes a la concentracion estimada como limite de
deteccion, a partir del calculo de la desviacion estdndar para una serie de blancos. Un
método para estimar esta concentracion es suponer que la desviacion estandar de un patron,
sp es igual a sy. A partir de aqui, la lectura de absorbancia correspondiente puede ser
calculada con el criterio de deteccion. Se puede estimar como criterio de deteccion x 2 y
como la desviacion estandar del patron (sp) puede ser mayor que la desviacion estandar del
blanco (sp) se afiade un incremento del 20%, por tanto la lectura minima de absorbancia
sera de criterio de deteccion x 2 + 20% de este valor. Utilizando la ecuacion de la recta de
un calibrado se calcula la concentracion minima detectable. Esta corresponde tedricamente
a la sefial de absorbancia minima calculada a partir de la desviacion estandar de los
blancos.

A continuacion se realizan 10 replicados de la concentracion estimada como limite de
deteccion y se calcula la desviacion estandar de la media de estos valores de absorbancia
restando previamente el valor del blanco.

La lectura correcta correspondiente al limite de deteccion (en unidades de absorbancia) se
ha calculado de modo que sélo el 5% de las muestras pueden tener una concentracion por
debajo del limite de deteccion. Finalmente, el limite de deteccion viene determinado por la
ecuacion 3.3, donde la lectura de absorbancia correspondiente al limite de deteccion es
igual a:

Sefial absorbancia, p=criterio de deteccion + t,- sp ecuacion 3.3

Sustituyendo el valor de absorbancia minimo diferenciable de la sefial del blanco en la
recta de calibracion correspondiente se obtiene el valor de limite de deteccidn (ecuacion
3.4).
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Sefial de absorbancia, p=b - x ecuacion 3.4

En el microsistema desarrollado no se ha detectado el efecto Schlieren (8§ 1.5), a pesar de la
diferencia de refraccion entre las soluciones. Esto es debido tanto al grado de mezcla
obtenido en el sistema como a la disminucion del camino optico en el sistema de medida.
En este caso, el camino dptico es de 200 um respecto al convencional de 10000 um. En
este caso el limite de deteccién ha sido calculado como establece la IUPAC [Inczedy,
1998], ecuacion 3.5.

Sefial | p=Sp + k -sp ecuacion 3.5

A partir de esta sefial se calcula la minima concentracion detectable sustituyendo este valor
en la recta de calibracion.

3.3.1.2 Repetitividad y reproducibilidad

El término repetitividad hace alusion a la correspondencia existente entre sucesivos
resultados obtenidos al analizar una misma muestra mediante un mismo método y bajo las
mismas condiciones experimentales. La reproducibilidad, en cambio, hace referencia a
condiciones mas heterogéneas, ya sea por cambios en el operario, pequefias modificaciones
en el sistema de medida (por ejemplo, cambio de columna de preconcentracion, tubos de
bomba, etc.) o bien por el muestreo en diferentes periodos de tiempo (cada tres dias,
semanal, etc.).

En esta memoria, la repetitividad se ha evaluado realizando diferentes analisis de una
misma muestra utilizando el mismo sistema de medida a lo largo de un dia. Por otra parte,
la reproducibilidad se ha determinado estudiando el comportamiento del sistema a lo largo
del tiempo.

La repetitividad se ha determinado realizando 10 medidas de un estandar central dentro del
intervalo de respuesta lineal y calculando el error estandar relativo como RSD (%) = [Sn.1/
media]x100. De esta manera se ha estimado si existen diferencias significativas para una
concentracion intermedia en la zona del calibrado.

La reproducibilidad de los métodos propuestos, se ha obtenido por comparacion de las
pendientes de calibrados realizados en dias diferentes en idénticas condiciones de
operacion. Esta comparacion se ha realizado aplicando el analisis de varianza de un factor,
ANOVA. Como resultado de este tratamiento puede decirse si existen 0 no existen
diferencias significativas entre las pendientes obtenidas en diferentes dias, segin la
relacion de valores del estadistico F calculado. Cuando el valor de Fcaculada < Frabulada, S€ ha
considerado que el sistema es reproducible y se ha aceptado la hip6tesis nula: las medias
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de las pendientes no difieren significativamente. Por tanto, el método propuesto es
reproducible.

3.3.2 Deteccidn potenciométrica

En la caracterizacion del detector potenciométrico se ha utilizado una metodologia de
evaluacion analoga a la propuesta para los electrodos en configuracion convencional, ya
que no existe una metodologia definida para la evaluacion de las caracteristicas
operacionales de los electrodos incorporados en sistemas de flujo. Para ello se ha utilizado
el sistema SIA de baja dispersion propuesto en el capitulo 6.

Se han evaluado un conjunto de pardmetros de calibracion tipicos, que incluyen la
determinacion de la pendiente de las rectas de calibracion, el limite inferior de respuesta
lineal (LIRL) y los valores de repetitividad y estabilidad de los potenciales a lo largo del
tiempo. Se ha evaluado del grado de interferencia de diferentes iones en la respuesta de los
sensores mediante la determinacion de los coeficientes de selectividad potenciométricos,
asi como la influencia del pH en el valor de potencial suministrado por estos.

El elemento sensor de los electrodos de membrana cristalina se compone de cristales
ionicos de sales poco solubles. El electrodo de membrana cristalina sensible a cadmio
utilizado consiste en una membrana cuyo sensor estd constituido por una mezcla de
CdS/Ag,S en proporcion molar 1:10. Se trata por tanto de una membrana homogénea
policristalina. En este caso la conduccion eléctrica se realiza mediante el cation Ag” que
transporta una carga eléctrica por ion y tiene un radio pequefio. Durante la conduccién, los
iones adyacentes mdviles migran a las vacantes (defectos del cristal) de su estructura,
mientras que otros iones no se pueden mover debido a la barrera de la red cristalina. Para
esta clase de electrodos, el potencial de difusién de los iones dentro de la membrana se
puede, generalmente, menospreciar. En consecuencia, el origen del potencial de membrana
es comparativamente simple. EI comportamiento de estos sensores es similar al de los
electrodos de segunda especie.

Los electrodos selectivos de iones son sensores electroquimicos, cuyo potencial depende
tanto de la concentracion como del tipo de especies quimicas presentes en solucion.
Mediante la medida de diferencia de potencial que se establece entre el electrodo indicador
y un electrodo de referencia puede determinarse la actividad o, si la fuerza iénica esta
ajustada, la concentracion de la especie libre en solucion.

La curva de calibracion de un ESI en discontinuo se construye representando el potencial
medido frente del logaritmo de la actividad (a;) (figura 3.1). Se observa la existencia de dos
zonas diferentes: una zona lineal o nernstiana y otra no lineal o subnernstiana.
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Figura 3.1 Representacién de una curva de calibracién de un ESI sensible a un catién. LD: limite de
deteccion, LIRL: limite inferior de respuesta lineal y a;: actividad del ion principal.

En todos los calibrados se utiliza la misma metodologia de calculo para determinar los
diferentes parametros que definen las caracteristicas de funcionamiento de las membranas
sensoras. Los calculos se realizan utilizando el paquete grafico Sigma Plot 8.0 que utiliza
el algoritmo de Marquardt-Levenberg [Rao, 1987] y el programa Excel 7.0.

En el tratamiento basico de los datos se hace uso de la ecuacion de Nernst:
E =cte+B, -loga, ecuacion 3.6

donde E es el potencial que se obtiene después de cada adicion, expresado en mV'y ajes la
actividad de ion principal. El término B; es la sensibilidad del ESI en el tramo lineal (zona
nernstiana) (ver figura 3.1). Los coeficientes de esta expresion se obtienen por regresion
lineal. La pendiente de la recta es positiva cuando el electrodo es sensible a un cation o
negativa cuando es sensible a un anion. Para realizar los ajustes no lineales se hace uso de
otras dos expresiones:

E =cte+B, log(a, + D K™ jaj%) ecuacion 3.7

Cd2+,
E =cte + B, -log(a; + C) ecuacion 3.8

Con el uso de los ajustes no lineales, los calculos son de mayor complejidad, pero los
resultados que se obtienen tienen mayor importancia practica, ya que es en esta zona donde
se puede distinguir con mayor facilidad la pérdida de sensibilidad del sensor. Los términos
B, y Bs son la sensibilidad del sensor, incluyendo toda la curva de calibracion, o sea, la
zona lineal y la zona no lineal de respuesta, aj y z; son la actividad y la carga del ion
interferente, K" es la constante de selectividad potenciométrica que da una medida directa
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de la interferencia provocada por la especie interferente (j) sobre el ion principal (i) (ion
cadmio en este caso, z=2).

El término C en la expresién 3.8 se define como:

2
C=LD, JrZ:KpOt _ A ecuacion 3.9

cd 2+

donde LDy, es una constante empirica obtenida durante el ajuste por regresion de los datos
que se define como el limite de deteccion aparente (LD,p). Esta constante no coincide con
el LD cléasico que define la IUPAC [Guilbault y Durst, 1976].

En la expresion 3.7 se ha despreciado el término LD, ya que en presencia de un fondo
ionico se considera que el término coeficiente de selectividad potenciométrico por la
actividad del ion interferente es mucho mayor que el limite de deteccion aparente. En estas
condiciones, y desde un punto de vista préactico, el limite de deteccion dependera del nivel
de interferente presente en la disolucion. Por ello, en presencia de interferente se utiliza la
expresion 3.7.

3.3.2.1 Caracterizacién de los electrodos selectivos de iones integrados en sistemas de
flujo

Para realizar las calibraciones de los electrodos integrados en sistemas de flujo se preparan
diferentes disoluciones de analito de concentraciones perfectamente conocidas, de manera
que cada patrén se inyecta secuencialmente en el sistema. Los patrones se inyectan de
menor a mayor concentracion para evitar la saturacion de las membranas sensoras.

La representacion de la altura del pico obtenida por inyeccién del patron (H) respecto a la
linea base, frente al logaritmo de actividad (log aj)) permite obtener las curvas de
calibracion. La respuesta sigue el modelo predicho por la ecuacion de Nernst:

H =cte+ B, log a, ecuacion 3.10

Dado que en los sistemas de flujo se trabaja, normalmente, con una disolucion
acondicionadora de una concentracion salina elevada, el coeficiente de actividad, calculado
a partir de la ecuacion de Debye-Huickel, se puede considerar constante,

05221

—logy T ecuacion 3.11

| = 0,52 (c,-2%) ecuacion 3.12

siendo z; la carga del ion principal, | la fuerza idnica de la disolucion y c; la concentracion
del ion principal.
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Una vez considerado que el coeficiente de actividad es constante, la ley de Nernst se
modifica ya que el potencial variara en funcién del logaritmo de la concentracién y no del
logaritmo de la actividad del analito. Asi la expresion que caracteriza la zona de respuesta
nernstiana sera la siguiente:

H =cte+ B, -logc; ecuacion 3.13

En nuestro caso, cuando se trabaje en la zona de respuesta no lineal se utilizara la
expresion que involucra esta zona de trabajo,

H =cte + B, - log(c, + C) ecuacion 3.14

La curva de calibracion que se obtiene es similar a la representada en la figura 3.1, pero en
lugar de representar el potencial se representa la altura de pico (H, mV) frente al logaritmo
de la concentracion del analito.

3.3.2.2 Caracteristicas de respuesta de los electrodos selectivos de iones

Sensibilidad o pendiente de la curva de calibracion

La definicion mas sencilla de este parametro es aquella que acepta la IUPAC como la
pendiente de la curva de calibracion [Guilbault y Durst, 1976]. La pendiente de la recta de
calibrado (B) es uno de los parametros méas importantes a determinar cuando se comparan
diferentes electrodos o sistemas de flujo, ya que se utiliza como criterio discriminatorio
para determinar el tiempo de vida util de un dispositivo sensor.

Para un ion monovalente, el valor tedrico de la pendiente en la zona lineal de la curva de
calibracion es de 59 mV-dec™ mientras que para un ion divalente, la pendiente teérica seria
de 29,5 mV-dec™ a 25 °C. Si las pendientes son menores se habla de rectas subnernstianas,
que es el caso més habitual o rectas supernernstianas cuando estas son mayores.

Limite inferior de respuesta lineal (LIRL)

El limite inferior de respuesta lineal se define como el valor minimo de actividad del ion
principal, a partir del cual la respuesta del electrodo tiene un comportamiento nernstiano
(ecuacion 3.6).

Teniendo en cuenta que no existe un criterio generalizado para la determinacion de este
parametro, se utiliza el procedimiento descrito por Hara et al. [1994]. En dicho trabajo se
propone un criterio basado en el seguimiento de un pardmetro estadistico que es el
coeficiente de correlacion de Pearson (r).

En el caso de las calibraciones realizadas en sistemas de flujo, el criterio establecido para
fijar el intervalo lineal es realizar el ajuste lineal de todos los valores H (mV) y
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concentraciones de que se dispone y realizar un ajuste por minimos cuadrados de los datos
hasta obtener un coeficiente de regresion lo mas proximo a 1 (> 0,99).

Limite de deteccion (LD)

Existe una gran diversidad de criterios en cuanto al limite de deteccién en potenciometria.
Por analogia a las definiciones adoptadas en otros campos, se define este pardmetro como
la concentracion de analito a partir de la cual, el potencial (E) se desvia en un multiplo
arbitrario del error estandar del potencial medio correspondiente a la regién de bajas
concentraciones (zona subnernstiana) (figura 3.1).

Por cuestiones practicas, la IUPAC [1997] hace una definicion mas simple y conveniente
de este parametro, definiéndolo como la actividad (o concentracion) de ion principal que
corresponde al punto de interseccion entre la extrapolacion de la recta  con
comportamiento nernstiano y el segmento inicial de bajas concentraciones, normalmente
horizontal (ver figura 3.1).

Otra definicion aceptada del limite de deteccion es aquella que se deriva de aplicar
métodos no lineales de ajuste. Este tipo de regresién no lineal (ecuacion 3.8) permite
ajustar todos los datos experimentales, incluido aquellos valores inferiores al limite inferior
de respuesta lineal.

E =cte+ B, -log(a, +C) ecuacion 3.8

El término Bj constituye la sensibilidad del sensor en todo el intervalo de calibracion (zona
lineal y no lineal) y el parametro C engloba dos factores, el limite de deteccion aparente y
la existencia de posibles interferencias.

2
C=LD,, + > KX .ajﬁj ecuacion 3.15

cd?,j

A lo largo de todo este trabajo se ha utilizado este tipo de ajuste no lineal para establecer el
limite de deteccion, siguiendo la metodologia establecida en nuestro grupo de trabajo
[Fonseca, 2003].

Coeficentes de selectividad potenciométrica

De acuerdo con la de Nikolskii-Eisenmann (ecuacién 3.7), el potencial depende no sélo de
la actividad del ion principal sino también de la concentracion del coeficiente de
selectividad potenciométrica (KP*) de todas las especies en solucion.

La aplicabilidad analitica de los electrodos selectivos de iones normalmente esta
comprometida por su selectividad. El coeficiente de selectividad potenciométrico, KP®,
estd definido por la IUPAC [Umezawa et al., 2000] como la capacidad de un electrodo
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selectivo de iones de distinguir una especie ionica de otras presentes en solucion y, cuanto
menor es este valor mayor es la preferencia del electrodo por el ion primario.

La determinacion de este parametro en SIA, se ha realizado utilizando el método de la
soluciones mezcladas [Alegret et al., 1985] mediante el método de fijado del ion principal.
En este método se mide la variacion de potencial, entre el electrodo indicador y el de
referencia, en soluciones de actividad de ion primario constante y de ion interferente
variable, a fuerza idnica constante. Los valores de diferencia de potencial obtenidos se
representan graficamente frente al logaritmo de la actividad del ion interferente. Por
interseccion de la extrapolacion de las zonas lineales de la curva obtenida se obtienen los
valores de concentracion de ion interferente c;. Estos valores se utilizan en el calculo K,
segun la ecuacion 3.16

C.
Kif’f‘ = ecuacion 3.16

ZI
o
Si zj = z;, la ecuacion asume la forma siguiente:

K = & ecuacion 3.17
, c,
Segun Pungor y To6th [1969], en el caso de los electrodos de membrana cristalina, el valor
de K" puede ser previsto por la razén de los productos de solubilidad de la sal
constituyente de la membrana del electrodo (Agl) y de la sal de ion interferente (AgJ),
pudiendo ser expresado por la ecuacion 3.18,

ot KpAgl

ij = ecuacion 3.18
’ K ;s AQJ

Esta misma relacion ha sido utilizada para la comparacion de los valores de los
coeficientes de selectividad potenciométrica tedricos previsibles y los valores obtenidos
experimentalmente con los electrodos construidos.

Los valores experimentales obtenidos dependen de las condiciones en que se ha realizado
el estudio, es decir del tipo de metodologia utilizada en la evaluacion de este coeficiente,
del estado fisico de las membranas y de las concentraciones de los iones, principal e
interferente en las soluciones analizadas. Por tanto, realmente solo da idea del orden de
magnitud o extension de la interferencia. Dado que el objetivo de este trabajo es valorar si
existen diferencias en las caracteristicas operacionales de la respuesta de los electrodos
implementados en la metodologia SIA, respecto a los estudios anteriores llevados acabo
con el mismo tipo de electrodos pero en sistemas de flujo basados en la técnica FIA
[Ferreira, 1994; Couto, 1999], se ha optado por escoger una metodologia semejante.
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El procedimiento seguido en la evaluacion de este pardmetro ha consistido en la
inyeccion secuencial, en el sistema SIA, de soluciones de concentracion constante de ion
primario y concentraciones crecientes de ion interferente. De este modo se ha efectuado el
estudio en un intervalo suficientemente amplio de concentraciones de ion interferente. Con
los valores de potencial registrados se ha realizado un grafico de potencial en funcion del
logaritmo de la concentracion de ion interferente, realizandose el célculo del coeficiente
de selectividad potenciométrico como se ha indicado antes (ecuacion 3.17). El valor de
K" ha sido determinado por la interseccion de la extrapolacion de los dos segmentos
lineales de la curva, obtenida por representacion grafica. Estos estudios han sido realizados
utilizando dos unidades tubulares distintas.

Estabilidad v repetitividad de los potenciales

La estabilidad de los electrodos ha sido evaluada realizando distintas curvas de calibracion
a lo largo de un dia de trabajo y calculando después la variacién de potencial para
diferentes niveles de concentracion, en la zona de respuesta lineal del electrodo. Para esta
evaluacién se han determinado las respectivas curvas de calibracion, se ha calculado su
pendiente y el coeficiente de correlacion cuadrético.

La repetitividad has sido evaluada calculando la desviacion estdndar de las sefiales
analiticas obtenidas, después del andlisis sucesivo de soluciones de concentracion
conocida, correspondientes a concentraciones intermedias de la zona de respuesta lineal del
electrodo. EI numero de repeticiones ha sido 16 para los estudios sin etapa de
preconcentracion y 10 para el sistema con etapa de preconcentracion en linea.

Tiempo de vida de los electrodos

Para la evaluacion de este parametro se han realizado calibrados sucesivos, a lo largo del
tiempo, en el intervalo de concentracién correspondiente a la zona lineal de respuesta del
electrodo. Se han determinado los valores de pendiente, los coeficientes de regresion lineal
y la estabilidad de los potenciales de los electrodos.

Los electrodos se han considerado inutilizados cuando después del pulimento y
acondicionamiento, la repuesta del electrodo se mantenia degradada, lo que se concretaba
en tiempos de recuperacion de la linea de base era muy altos, sensibilidades bajas, LIRL en
aumento y estabilidad de los potenciales alterada (mas de 2 mV).

Tiempo de respuesta

La velocidad de respuesta de los electrodos en el sistema SIA ha sido evaluada como el
tiempo necesario para que el sensor alcance el 95 % de la variacion total de la sefial
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después de efectuada una inyeccion de patrén. El tiempo de respuesta ha sido evaluado
para concentraciones bajas y altas dentro del intervalo de respuesta lineal del electrodo.

Evaluacion del pH

La evaluacion de la influencia del pH sobre la respuesta de los electrodos selectivos de
iones es otro de los pardmetros a tener en cuenta en la caracterizacion de cualquier sensor.
Para llevar a cabo este estudio, se ha medido la sefial suministrada por el electrodo en el
sistema SIA al analizar una disolucion patron donde se hacian adicione sucesivas de
soluciones saturadas de NaOH o HNOg3. El volumen de disolucion patron era de 250 ml.
Después de cada adicion de acido o base se tomaba muestra y se analizaba en el sistema de
flujo. El elevado volumen utilizado de solucién patron permite asegurar que la
concentracion del ion principal a lo largo del estudio permanezca constante. Mediante la
representacion de la variacion del potencial en funcién del pH se obtienen los
denominados diagramas Reilley que ayudan a establecer el intervalo de pH util del sensor.

Etapa de preconcentracion en linea

El factor de preconcentracion (FP) expresa la efectividad del proceso de preconcentracion
[Lancaster et al., 1994] y no es mas que la ganancia neta obtenida en términos de
concentracion del analito, al comparar un sistema directo con un sistema con
preconcentracion.

En la literatura aparecen descritos diversos métodos para calcular el FP [Baker, 1994;
Lancaster et al., 1994; Santelli y col, 1994]. En los métodos espectrofotométricos este
factor se expresa como la relacidn que existe entre las sensibilidades (pendiente de la recta
de calibrado) del sistema directo y el sistema con preconcentracion.

En cambio, en este caso, y siguiendo las recomendaciones sugeridas en los métodos
espectrofotométricos, el factor de preconcentracion se expresara como el cociente entre los
limites de deteccion del sistema directo y el sistema con preconcentracion [Martinez-
Barachina et al., 1999], tal y como lo expresa la ecuacion 3.19:

FP = LDLM ecuacion 3.19

preconcentracion

Se ha de considerar que en potenciometria la sensibilidad es siempre constante (en ambos
sistemas), lo cual provocaria que el factor de preconcentracion siempre fuese 1. En cambio
utilizando la comparacion de los limites de deteccion se puede evaluar la mejora obtenida
al introducir la etapa de preconcentracion en el sistema.
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Capitulo 4

Determinacion de ion nitrito mediante r-FIA. Aplicacion al analisis de
0zoNno

4.1 Introduccion

En los tltimos afios, se ha desarrollado nueva instrumentacion que ha permitido conseguir
un elevado grado de automatizacion en numerosas etapas del procedimiento analitico
(muestreo, pretratamiento, medida, etc.). La incorporacion de las metodologias de flujo
continuo ha facilitado las condiciones necesarias para la integracion, en un Unico equipo
automatizado, de todas estas etapas. Finalmente, la aplicacion de la microelectronica y la
informatica con las ventajas correspondientes en términos de capacidad de control
automatico, adquisicion, tratamiento e interpretacion de sefiales, ha permitido cerrar el
ciclo metodologico completamente para llegar al analizador automatizado dedicado, con

funcionamiento auténomo.

La técnica de andlisis por inyecciéon en flujo ha sido utilizada ampliamente en la
automatizacién de procesos de andlisis rutinarios. Esta técnica ha alcanzado una enorme
popularidad por su simplicidad instrumental y sencillez operacional. Sin embargo, esta
técnica de flujo no posee la capacidad de adecuarse, sin intervencion externa, a
condiciones variables en la composicion de la muestra a analizar cuando estas provoquen

alteraciones no previstas durante el disefio del sistema [Peris et al., 1997].
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Las ventajas y el alto potencial de aplicacion de la técnica FIA [Ruzicka y Hansen, 1975],
ha hecho que hasta el ano 2002 se hallan publicado mas de 12000 articulos de
investigacion, y mas de 15 monografias sobre el tema, demostrando el enorme impacto de

esta metodologia en la quimica analitica actual [www.flowinjection.com].

A pesar de las ventajas, una de las limitaciones (restricciones) que presentan habitualmente
los sistemas FIA convencionales es su intervalo de aplicabilidad. Los sistemas estan
disefiados para trabajar en condiciones Optimas de sensibilidad en unas zonas de
concentracion determinadas. Esto puede resultar un inconveniente cuando se analizan
muestras de distinta procedencia o aguas naturales, ya que pueden encontrarse en un
intervalo de concentracion mas amplio. En un sistema FIA convencional, si se desea
trabajar en diferentes intervalos de concentracion del analito en la muestra, han de
optimizarse diferentes variables hidrodindmicas [Betteridge et al., 1986], como el caudal,
volumen de inyeccion, etc.; incrementar el nimero de canales o introducir médulos
adicionales (sistemas de preconcentracion, cdmaras de dilucidon, etc.). Es decir,
modificaciones en su configuracion fisica que limitan nivel de funcionamiento automatico

y autébnomo, en definitiva su versatilidad.

El objetivo de este capitulo es, partiendo de un sistema FIA monocanal de referencia,
introducir diferentes modificaciones que permitan obtener un sistema de flujo

completamente automatizado capaz de autoajustar su intervalo de trabajo.

En primer lugar se han estudiado los procesos de dispersion que se verifican tanto en el
sistema de referencia como en el sistema modificado. Posteriormente se ha implementado
y optimizado un sistema FIA reverso (r-FIA) [Valcéarcel y Luque de Castro, 1984]
utilizando como reaccion modelo la de determinacion de ion nitrito. En este sistema se
introduce una variante importante respecto a los sistemas basicos FIA que consiste en la
inyeccion del reactivo en un canal portador por el que circula la muestra. Esto permite,
entre otras ventajas, la automatizacion de sistemas de andlisis en los que el consumo de
muestra no es critico frente al consumo de reactivos. Se han realizado estudios
comparativos substituyendo la valvula de inyeccidon por una microbureta automatica como
dispositivo de insercién de reactivo, y finalmente se ha validado el método de inyeccion
alternativo mediante su aplicacion en el analisis automatico de ion nitrito en dos intervalos

de concentracion diferentes.

A continuacion, en la segunda parte de este capitulo se ha aplicado el sistema propuesto r-
FIA en el andlisis de ozono en agua mediante la incorporacién de una etapa de difusion
gaseosa. También se detalla una breve introduccion respecto a la implementacion de la

técnica de difusion gaseosa en FIA.
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La difusion gaseosa es una técnica de separaciéon que explota la volatilidad de un
compuesto. El componente volatil, que es generado normalmente por una reaccion en el
sistema de flujo, se difunde desde el canal dador, a través de una membrana hidrofébica
permeable a gas, hacia un canal aceptor donde una segunda reaccion lo transforma en una
especie detectable. Esta técnica ha sido aplicada para separar muchos compuestos volatiles:
CO,, NH,', S, HSO3/SOs* y COs*/HCO5™ [Kubén, 1992]. Las ventajas de la difusion
gaseosa incluyen: ajuste facil del tiempo de residencia de la muestra en la celda de
difusion, respuesta rapida, alta frecuencia de analisis y, la mas importante, el aumento de
selectividad. Esta ultima ventaja se deriva de la capacidad de separar el analito de las

interferencias no volatiles de la matriz de la muestra.

Existen distintos tipos de membranas semipermeables utilizadas en FIA en funcion del
proceso de separacion elegido. Las membranas no porosas y las microporosas son las
utilizadas con mayor frecuencia en procesos de difusion de gases en FIA (DG-FIA). Este
tipo de membranas permiten la determinacion de gases, substancias muy volatiles y
especies gaseosas producidas en el propio sistema. Las membranas microporosas son de
materiales diversos como Teflon, difluoruro de polivinilideno (PVDF), celulosa, ésteres de
celulosa y otros materiales. Como alternativas mas economicas a las de PTFE y PVDF se
pueden utilizar membranas de polipropileno, nylon, copolimero vinil/acrilico, y algunas
veces papeles hidrofobicos, que tienen, ademads, una buena resistencia mecanica y quimica,

pocas impurezas, y resistencia a temperaturas altas.

El proceso de difusion depende de diferentes factores como son las caracteristicas de la
membrana (tamafio del poro, porosidad y geometria) y las condiciones experimentales
utilizadas (caudal, tiempo de intercambio, temperatura, presion, composicion del aceptor y
especialmente de la volatilidad del gas). Distintas membranas hidrofébicas microporosas
han sido utilizadas para separar distintas especies. En concreto, el PTFE ha sido utilizado
con buenos resultados en la separacion H,S, HCN y NH; [Alegret et al., 1989, 1990]. El
PVDF presenta una alta eficacia en la separacion de gases como N,, H,S, HCOOH y
CH3COOH, pero menor para moléculas mayores [Kuban, 1992]. Recientemente una
membrana de PVDF ha sido utilizada en el analisis de SO, en vinos con un sistema DG-
FIA. Los resultados obtenidos fueron comparables a los del método estandar [Bartroli et
al., 1991; Kuban et al., 1998].

La cloracién ha sido el método mas utilizado para la desinfeccion y purificacion de agua
potable. Sin embargo, el proceso de cloracion lleva asociada la formaciéon de compuestos
organicos clorados potencialmente toxicos que pueden afectar incluso a bajas
concentraciones a larvas de peces y otras formas de vida. Como método alternativo a la

cloracion para la desinfeccion de aguas potables se esta utilizando la ozonizacion. Este
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procedimiento tiene el inconveniente de que la concentracion residual de ozono en agua
después del proceso de desinfeccion es muy baja. En este sentido, el cloro pervive en

mayor concentracion incluso durante el tiempo de almacenaje.

El método colorimétrico del indigo (trisulfonato potasico de indigo) es el estandar para la
determinacion de ozono residual en agua. Se basa en la decoloracion de una solucidn acida
de indigo por reaccion con ozono. La disminucion de absorbancia es proporcional a la
concentracion de ozono. La constante de proporcionalidad es 0,42+0,01 cm/mg-l. Se trata
de un método cuantitativo, selectivo y simple, con un limite de deteccion de 10 a 20 pg
O3/l que permite trabajar en dos intervalos de concentracion: 0,01-0,1 mg Os/1 y 0,05-0,5
mg Os/l. Las principales interferentes son H,O,, Mn (II), Cl, y Br, debido a que decoloran
al indigo directamente o indirectamente tras ser oxidados por el ozono [APHA-AWWA-
WEF, 1999].

Se han propuesto diversos métodos para el analisis de ozono residual basados en la técnica
FIA aunque utilizando diversas estrategias. Asi se encuentran técnicas yodométricas
basadas en la reduccion del ion yoduro en presencia de ozono [Machado et al., 1995] o
técnicas basadas en la degradacion de un reactivo coloreado en presencia de ozono [Straka
et al., 1984; Onari, 1994]. También se ha descrito sistemas FIA que incluyen membranas
de difusion gaseosa. En el primer sistema FIA con difusion gaseosa para la determinacion
de ozono se evaluaron dos tipos de membranas hidrofobicas: homogénea o no porosa de
dimetil silicona y microporosa de Teflon® (politretafluoruro de etilieno, PTFE) [Straka et
al., 1985]. En dicho estudio se utilizaron dos reactivos reductores, trisulfonato potasico de
indigo y bis(terpiridina) de Hierro (II). Se evalu6 la sensibilidad, el intervalo lineal y el
limite de deteccidon con ambas membranas, asi como el grado de eliminacion de
interferencias. Los oxidantes estudiados como interferentes fueron cloro, manganeso y
peréxido de hidrogeno. Los resultados obtenidos mostraron que la membrana de dimetil
silicona, a pesar de su permeabilidad, necesitaba un tiempo de contacto previo para que se
produjese la difusion que, ademas, dependia de la concentracion de ozono. Todo ello
complicaba su utilizacién provocando que el sistema fuera poco repetitivo. Por el
contrario, la difusion de ozono a través de la membrana de Teflon era proporcional al
tiempo de contacto, y se observd un aumento de sensibilidad al incrementar éste ya que se
producia més difusion de ozono, aumentando por tanto la sefial. Ademas las interferencias
de Mn (VII) y H,O; se eliminaron con la membrana hidrofébica. El cloro no era eliminado
totalmente pero se redujo a 0,8-0,9 % el error por ppm de Cl,. Con este sistema DG-FIA se

obtuvo un intervalo lineal entre 0,03-0,4 mg O; /1.
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Existen estudios mas recientes basados también en la reaccion del trisulfonato potésico de
indigo con ozono, en un sistema DG-FIA, que han permitido disminuir el limite de
deteccion a 0,010-0,020 mg O3 /1 [Darby et al., 1995].

4.2 Descripcion del sistema

A continuacion se detallan las caracteristicas de los equipos, materiales y elementos
utilizados en la implantacion de los sistemas FIA de referencia, r-FIA para el analisis de
ion nitrito y la aplicacion posterior del sistema modificado para el andlisis de ozono en

aguas.
4.2.1 Instrumentacion

El sistema de referencia utilizado (figura 4.1) estd constituido por los elementos
tradicionales de un sistema FIA. Las caracteristicas de estos elementos se detallan a

continuacion.

e Valvula de inyeccion de 6 vias: Omnifit modelo1106.

e Bomba peristéltica: Gilson Minipuls 3. Los tubos de bomba son de PVC de Elkay.

e Tubo de conexion/reaccion: tubos de PTFE de Tecator de diversos diametros internos y
longitudes, funcion de las diferentes condiciones experimentales.

e Detector: espectrofotometro de haz simple 4049 LKB Novaspec Biochrom.

e Celda de flujo del espectrofotdmetro: Hellma modelo 178.111 de 1 cm de camino
optico y volumen interno 8 pl.

e Adquisicion de datos: un registrador Metrohm E586 Labograph. Las lecturas de
absorbancia se han realizado a 550 nm en los estudios sin reacciéon quimica y 555 nm

en los estudios con reaccioén quimica.

(=
registrador

portador

@~ b ——

muestra tubo de reaccién

detector

vdlvula de inyeccién

bomba
peristdltica

Figura 4.1 Sistema FIA monocanal de referencia.
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En el segundo sistema utilizado se ha substituido la valvula de 6 vias por una microbureta
automatica Crison Instruments modelo Microbur 2030, equipada con una jeringa de 2,5ml,
siendo la adicion minima de 25 pl (precision del 1%). La bureta estd controlada por un
programa de (dosificacion) inyeccion variable gestionado por un PC Toshiba T1000,

comunicado con la microbureta, por una interfase RS-232 (figura 4.2).

—
7 '3
muestra - &

registrador

%I

CRISON

tubo de reaccién

microbureta

portador

bomba peristdltica
Figura 4.2 Sistema FIA con microbureta automatica como elemento de inyeccion.

En el primer sistema de flujo, el volumen de inyeccion viene determinado por el tamafio
del bucle y en el segundo sistema por el recorrido de la jeringa. Las condiciones
geométricas del sistema son distintas para el sistema sin reaccidon quimica y el sistema con
reaccion quimica. Los sistemas utilizados en este ultimo caso son los mismos (figuras 4.1 y
f.2), con la tnica diferencia de la variante FIA implementada, el FIA reverso (§ 1.3.1),

realizandose la inyeccion de reactivo en un canal portador de muestra.

Para la determinacioén de ozono en aguas, el sistema r-FIA ha sido modificado mediante la
incorporacion de un celda de difusion de gases situada en un segundo canal por el que
fluye la muestra. La solucion aceptora de ion nitrito sale de la celda de difusion gaseosa y
confluye con el reactivo inyectado, el resto del sistema es igual que en los estudios
anteriores. La celda de difusion estd formada por dos piezas de metacrilato que sujetan la
membrana. Esta queda atrapada entre dos tiras de plastico pegadas, con una canal central
de 7,2 x 0,25 cm” y un grosor de 0,4 mm que definen las dimensiones del canal de
difusion. En la figura 4.3 se presenta el sistema r-FIA con difusion gaseosa (DG-r-FIA)

implementado.
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ozono

registrador

. celda de
residuo difusion

ion |
nitrito 3
|

tubo de |

reaccién

residuo

reactivo

colorimetro

microbureta

ordenador
Figura 4.3 Sistema GD-r-FIA utilizado en la determinacién de ozono residual.
4.2.2 Programa de gestion de analisis por FIA y r-FIA

En los estudios realizados con el sistema de referencia (figura 4.1) la inyeccion se ha
realizado manualmente. En el sistema con microbureta automatica ha sido necesario
realizar un programa de control para la inyeccion. El programa elaborado para esta
aplicacion permite la inyeccion de volimenes variables en los sistemas FIA, r-FIA y GD-r-
FIA. En la figura 4.4 se presenta el diagrama de flujo que gestiona la dosificacion de

diferentes volimenes de la solucion o reactivo a inyectar.

|

nuevo volumen de
inyeccion
datos del
andlisis envia orden inyeccién a la

microbureta

* volimenes de inyeccién
* nidmero de inyecciones

carga de @E

microbureta

L

¢fin de las
inyecciones
del volumen
actual?

NO

!

ciclo de
lavado

o

Figura 4.4 Diagrama de flujo del programa de gestion de FIA con inyeccion a través de microbureta. La
comunicacion entre la microbureta y el ordenador es mediante el puerto de comunicaciones serie (RS-232).

NO

dltimo ciclo
de
inyecciones?
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4.3 Estudio de la respuesta sin reaccion quimica

Se ha estimado el coeficiente de dispersion en el sistema FIA monocanal de referencia con
dos sistemas de inyeccion diferentes, una valvula de inyeccién de seis vias y una
microbureta automatica. En ambos casos, se ha evaluado la influencia en la sefial obtenida,
tanto del volumen insertado como del caudal. Manteniendo la longitud y el diametro del
tubo de reaccion en 50 cm y 0,8 mm de didmetro, respectivamente. Cuando la inyeccion se
realiza con valvula de seis vias, los volumenes de inyeccion son prefijados por diferentes
bucles de muestra, previamente calibrados. Cuando la inyeccion se realiza con
microbureta, los volimenes inyectados son controlados via ordenador. La solucion
colorante utilizada es una disolucion de rojo de fenol preparada por dilucion de una
solucién madre 1,13-102 M (§ 3.2.1).

Los caudales de portador estudiados han sido 1,98, 1,49 y 0,99 ml/min. Cuando la
inyeccion se realizé con valvula de seis vias, los volimenes de muestra inyectados fueron
49.7; 61,6; 73.3; 84.6 y 95,0 pl. Utilizando la microbureta, los volimenes inyectados
fueron 50, 62, 73, 85 y 95 ul. Para cada caudal y volumen, se realizaron 10 replicados. El
error estadistico es inferior a la precision del espectrofotometro utilizado, por lo que se

considera un error asociado de 0,001 UA.
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| e 1,98 ml/min | @ 1,98 m/min
v 1,49 ml/min 2 1,49 ml/min
0,08 4 ® 0,99 ml/min 0,08 4 2 0,99 ml/min
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0,00 \ \ \ \ 0,00 \ \ \ \
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Volumen de inyeccion (ul) Volumen de inyeccion (pl)
(2) (b)

Figura 4.5 Estudio de la respuesta en el estudio sin reaccion quimica para valvula (a) y
microbureta (b), como sistemas de inyeccion
En la figura 4.5 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos para ambos
sistemas de inyeccion a todos los caudales y volimenes estudiados. En general, se observa
que, para todos los caudales, la respuesta es lineal cuando la inyeccion se realiza con

microbureta (figura 4.5 (b)). Cuando se utiliza la vélvula de seis vias (figura 4.5 (a)), la
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respuesta obtenida también es lineal excepto para el caudal de 0,99 ml/min. Al realizar el
ajuste por minimos cuadrados, en el sistema FIA de referencia se observa una mayor
dispersion de la sefial al variar el volumen de inyeccion. Este fendémeno se incrementa al
disminuir el caudal. El sistema con la microbureta se comporta basicamente como el

sistema FIA pero presenta una mayor linealidad.

Se ha estimado el valor numérico de la dispersion en las distintas condiciones
experimentales, mediante el céalculo del coeficiente de dispersion [Ruzicka y Hansen,
1988]. Para ello ha sido necesario conocer la medida de la absorbancia cuando en el
sistema de flujo no existe dispersion, es decir cuando sélo circula colorante (§ 1.3.2). En
las condiciones experimentales utilizadas, el valor de Cy es 0,220 UA. A partir de este
valor se ha calculado el valor del coeficiente de dispersion (D=Cy/Cpsx) para las seis series
correspondientes a cada caudal y sistema de inyeccion. Los resultados obtenidos (tabla 4.1)
se han comparado mediante dos criterios estadisticos, el test t de Student para muestras por
parejas y la comparacion por regresion lineal [Miller y Miller, 1993].

Tabla 4.1 Coeficiente de dispersion, D= Cy/C,,.x funcion del volumen de inyeccion y caudal, para los dos
modos de inyeccion (n=10).

Volumen(ul) Q=1,98 ml/min Q=1,49 ml/min Q=0,99 ml/min
49,7 5,366 £ 0,003 5,641 £ 0,004 6,286 = 0,005
= 61,6 4,681 = 0,002 5,116 £ 0,003 5,641 £ 0,004
% 73,3 3,667 = 0,004 3,929 + 0,001 5,238 £ 0,003
> 84,6 3,385+ 0,009 3,492 + 0,009 4,231 £ 0,002
95,0 2,933 + 0,006 3,099 + 0,007 3,729 £ 0,001
= 50,0 5,641 £ 0,004 6,111 £0,005 6,286 + 0,005
% 62,0 4,314 £0,002 4,783 +£ 0,002 5,116 £ 0,003
‘é 73,0 3,607 £ 0,001 4,000 = 0,001 4,314 £ 0,002
.§ 85,0 3,099 £ 0,001 3,385 £ 0,001 3,607 £ 0,001
95,0 2,750 £ 0,001 2,933 +£ 0,001 3,188 £ 0,001

En general se observa que la dispersion en el sistema FIA con microbureta es ligeramente
inferior a la dispersion con valvula de seis vias, salvo para el volumen menor de 50 pl

donde la dispersion obtenida con microbureta es superior a la de la valvula.

En el primer criterio estadistico se realiza la hipotesis de si las diferencias entre parejas son
significativamente diferentes de cero para un nivel de significacion del 95%. Si el
estadistico calculado es inferior al valor critico tabulado se acepta la hip6tesis nula y no es
posible establecer diferencias significativas entre las series de datos comparados. Los
resultados se muestran en la tabla 4.2. El criterio estadistico aplicado evidencia que no
existe diferencia entre ambos sistemas de inyeccion, excepto para el caudal menor. En este

caso y referido Unicamente a la valvula, se puede decir que a estos caudales existe
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problema de reproducibilidad. Este hecho confirma los resultados observados en las figuras
4.5 (a, b).

Tabla 4.2 Evaluacion estadistica de la dispersion en funcion de caudal, del volumen y del sistema
de inyeccion para n=5. En la comparacion por regresion lineal y=a+b-x.

Método Caudal Valor de los parametros (95%) ;Diferencias significativas

Estadistico (ml/min) con el 95% de confianza?
test 1,98 tea=1,11, t,= 3,18; tear<tian no
t-Student 1,49 ter =0,09, te, = 3,18; tea<tp no
0,99 tea1 =3,50, ten = 3,18; tea>tip si
Regresion 1,98 a=-0,6x1,6; b=1,1+0,4; r=0,98 no
directa 1,49 a=-0,6+2,0; b=1,1£0,5; r=0,98 no
(micro vs val) 0,99 a=-1,3+2,6; b=1,2+0,5; r=0,96 si

En la figura 4.6 se muestra la comparacion de valores de dispersion por regresion lineal y
en la tabla 4.2 los pardmetros de calibracion de las rectas de regresion obtenidas para 5

valores experimentales.

7
@ 1,98 ml/min
| —— regresién

g 6 B val 1.49 vs micro 1.49
5 — regresion
'8 | @ 0,99 ml/min
33 — regresion
2 .
g
o
o -
<
=
L4
<
= |
B
.4
|75

3 —
A

2 T T T T

2 3 4 5 6 7
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Figura 4.6 Evaluacion comparativa mediante regresion lineal de la dispersion en ambos

sistema de inyeccion.
Los valores de ordenada en el origen y pendiente no difieren significativamente (95%
confianza) del valor tedrico (a=0 y b=1). Aunque el valor del coeficiente de correlacion en
el caudal mas bajo difiere significativamente de 1. Por tanto, se concluye que para el
menor caudal (0,99 ml/min) existen diferencias significativas en la dispersion cuando se

utiliza una vélvula de inyeccion o una microbureta. Esta diferencia estd asociada con la
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menor repetitividad en la inyeccion que presenta la valvula frente a la microbureta, mas

que a la diferencia fisica del modo de insercion (§ 4.4.1.2).

Por tanto, de estos resultados se puede concluir la validez de la microbureta como
dispositivo de inyeccion en flujo, presentado una mayor linealidad y reproducibilidad, en

todas las condiciones estudiadas, respecto a la valvula de inyeccion.

4.4 Estudio de larespuesta con reaccién quimica

4.4.1 Validacion de la microbureta como sistema de inyeccion

El ion nitrito es analizado mediante la reaccion de Griess-Ilosvay (§ 1.6.2). La muestra
acttia como flujo portador, en este caso el patron, y se mezcla con el reactivo inyectado
(sulfanilamida y diclorhidrato de NED) para formar por reaccion de diazotizacion y
posterior copulacion, un compuesto coloreado que se determina espectrofotométricamente
[Sawyer et al., 1994]. La técnica utilizada en todos los estudios con reaccion quimica es r-
FIA.

4.4.1.1 Optimizacion

Inicialmente se ha procedido a la obtencion de rectas de calibracion en el sistema con
microbureta (figura 4.2) fijando las siguientes condiciones experimentales: el tubo de
reaccion a 100 cm, el volumen del reactivo a 50 pul y el caudal a 0,54 ml/min. Se ha
escogido este sistema por la facilidad con que pueden ser modificadas las condiciones de
operacion con una minima alteracion fisica de éste. El intervalo de concentracion estudiado
ha sido 0,025-1,00 ppm de ion nitrito. En primera instancia, y aunque los calibrados han
sido reproducibles, se han obtenido picos dobles y distorsionados para concentraciones
inferiores a 0,25 ppm, denotando un grado de mezcla inadecuado en el sistema. Asi mismo,
el tiempo de analisis en estas condiciones ha sido 4 minutos, bastante alto para un sistema
FIA. Con el fin de evitar estos problemas se procedié a optimizar las condiciones de
operacion. Se ha utilizado el método univariante que consiste en la modificacidon sucesiva

de los parametros que definen el sistema hasta encontrar las condiciones Optimas.

En todas las experiencias se ha utilizado como portador una disolucion de 0,25 ppm de ion
nitrito. En primer lugar y fijando las demdas variables del sistema se ha optimizado el
caudal, después la longitud del tubo de reaccién y finalmente el volumen de reactivo
inyectado. Los caudales estudiados han sido 0,49; 0,99; 1,49 y 1,99 ml/min. El caudal
seleccionado como Optimo ha sido 1,5 ml/min dado que se ha observado la desaparicion
del doble pico y se ha reducido el tiempo de andlisis a 1 min. A continuacion y fijando este

caudal se han estudiado distintas longitudes de tubo de reaccion: 50, 100, 150 y 300 cm. La
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longitud seleccionada como Optima ha sido 300 cm, ya que permitia conseguir un aumento
de sefial y un perfil de pico normal. Finalmente, se ha optimizado el volumen de reactivo,
se han estudiado distintos volimenes 10, 30, 50 y 62 ul, y se ha observado un aumento no
lineal de absorbancia con el volumen inyectado. Cuando el volumen de reactivo inyectado
es del orden de 30 pl, se obtienen picos gaussianos lo que evidencia que el grado de

mezcla en las dos interfases muestra/reactivo (delantera y trasera) es dptimo.
4.4.1.2 Comparacion de la respuesta en los dos modos de inyeccion

Utilizando como modelo la reaccion de ion nitrito, se han realizado calibrados simultaneos
con ambos sistemas de insercion de reactivo (valvula rotatoria de seis vias y microbureta),
en un intervalo de concentracion de 0,010-1 ppm. Las variables hidrodindmicas de ambos

sistemas de flujo permanecen invariables y son las optimizadas anteriormente (§ 4.4.1.1).

0,5
Hval (UA) = 0,058(£0,005) + 0,351(£0,010) -[NO, ]( ppm)
| Hmic (UA) = 0,046(£0,007) + 0,328(£0,013) -[NO, ]( ppm)
0,4 —
<
2 03 -
S
B i
3
o]
g 0,2 ]
< -
0.1 — ® valvula
’ V  microbureta
. regresion
0,0 T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

[NOy ] (ppm)

Figura 4.7 Calibrados realizados con los dos sistemas de inyeccion, para L=300 cm y

Q=1,49 ml/min. Los volimenes de inyeccion son V3=35,4 ply V=35 pl.
En la figura 4.7 se muestran dos calibrados tipicos obtenidos en ambos sistemas. La
pendiente obtenida en el sistema con microbureta es siempre ligeramente inferior. El
volumen de inyeccion de la valvula rotatoria ha sido de 35,4 pl (figura 4.1), incluyendo el
volumen muerto de ésta. Cuando la inyeccion se realiza con microbureta se dosifican 35 ul
(figura 4.2).
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Con el objetivo de estudiar si existian diferencias significativas en el perfil de los picos de
absorbancia obtenidos, se realizd un estudio comparativo para dos concentraciones
extremas del intervalo estudiado. En la figura 4.8 se muestra el resultado obtenido por una
concentracion de ion nitrito de 0,1 ppm y en la figura 4.9 los resultados obtenidos para una

concentracion de 0,5 ppm.

(a) (b) (c l
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Figura 4.8 Perfiles obtenidos para una concentracion de 0,100 ppm de ion nitrito. Inyeccion con
(a) valvula, (b) microbureta y (c) superposicion de picos.
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Figura 4.9 Perfiles obtenidos para una concentracion de 0,500 ppm de ion nitrito. Inyeccion con

(a) valvula, (b) microbureta y (c) superposicion de picos.
Se observa una forma de pico idéntica en los dos sistemas de inyeccion, aunque con una
pequeiia diferencia en la altura, menor en el caso de la microbureta como se puede apreciar
en la superposicion de picos en las figuras 4.8 y 4.9 (c). Esta diferencia de altura esta
relacionada con el mayor grado de mezcla obtenido con este dispositivo de insercion a
volimenes de inyeccion menores o iguales a 50 ul (§ 4.3). Se observa también que es

independiente del valor de concentracion.
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En la tabla 4.3 se muestra las caracteristicas de los perfiles correspondientes a 0,1 ppm y
0,5 ppm de ion nitrito obtenidos con Vy4=34,5 pul y un V=35 pl, para un caudal de 1,49
ml/min y una longitud del tubo de reaccion de 300 cm. El error se ha calculado como el
intervalo de confianza para un nivel de significacion del 95%, y la repetitividad ha sido

estimada como el error estandar relativo.

Tabla 4.3 Resultados obtenidos en la comparacion de perfiles (n=3). El error esté calculado como I,,.,*".

0,1 ppm de nitritos 0,5 ppm de nitritos
Caracteristicas pico Vilvula Microbureta Vilvula Microbureta
Altura pico (UA) 0,086 £ 0,001 0,082 £0,001 0,230+0,001 0,213 0,003
Anchura a %2 altura (s) 8,4 +0,1 7,2+0,1 22,8+29 26,8 +1,7
Anchura en la base (s) 26,8+ 1,7 24,0+0,1 47,6 +1,7 60,8 +4.5
Repetitividad (% RSD) 1,03 % 1,07% 0,77 % 0,54%

La comparacion de perfiles permite concluir que no existen diferencias significativas entre
los dos sistemas de inyeccion evaluados y las que hay son debidas a los factores inherentes

a los procesos de insercion de reactivo (ver figura 4.10).

sistemas de inyeccidn tipo de insercién
L,
DI TN %
() Ly
L,
7 D PR
(b)

Figura 4.10 Comparacién de los dos sistemas de inyeccion. (a) Valvula de seis vias y (b) microbureta.

Para el sistema con valvula, la longitud de reaccidon es mayor (L1 + L2) y el reactivo esta
horquillado por la muestra portadora (figura 4.10 (a)). En el caso de la microbureta, la
insercion implica una mezcla andloga a la que se conseguiria con la introduccién de un
canal adicional a través de un punto de confluencia (figura 4.10 (b)). En sistemas en los
cuales exista una diferencia significativa entre las propiedades reoldgicas del reactivo y la

muestra seria aconsejable el uso, como método de insercion de muestra, de la microbureta.
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Para corroborar estos resultados se ha aplicado el criterio estadistico de comparacion de
métodos por regresion lineal [Miller y Miller, 1993]. Se han comparado las senales
analiticas correspondientes a los dos calibrados mostrados en la figura 4.7. En la figura
4.11 se muestran los resultados obtenidos para la regresion directa, microbureta frente a
valvula de seis vias. Los valores de ordenada, pendiente y coeficiente de correlacion
cercanos respectivamente a cero y la unidad, verifican que no existen diferencias

significativas con el 95% de confianza, ni en la regresion directa ni en la inversa.
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r-FIA con valvula de inyeccion (UA)

Figura 4.11 Comparacion de los dos sistemas de inyeccion por regresion directa.

4.4.2 Sistema r-FIA adaptativo con microbureta

Después de evaluar y comprobar la posibilidad de utilizar una microbureta, controlada por
ordenador, como elemento de insercion de reactivo en un sistema r-FIA, se ha procedido al
estudio de una aplicacion mds completa basada en la versatilidad que aporta ésta como
sistema de inyeccion. El objetivo ha sido implementar un sistema que permite, fijando el
resto de variables hidrodindmicas del sistema (caudal y longitud de tubo de reaccion),
obtener respuesta en intervalos de concentracion distintos, modificando Unicamente el
volumen de reactivo inyectado. Esta estrategia permite que el sistema se adapte de forma
inteligente a las condiciones de operacion, en funcion de las caracteristicas individuales de

cada muestra.
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Con el objetivo de encontrar las condiciones 6ptimas para dos intervalos de concentracion
diferentes, dentro del global comprendido entre 0,0-3,0 ppm, se ha estudiado la respuesta
obtenida frente a la variacion del volumen de reactivo inyectado partiendo de las
condiciones de operacion fijadas previamente, en el § 4.4.1.1, un caudal de 1,49 ml/min y
una longitud de tubo de reaccion de 300 cm. Los intervalos de concentracion establecidos
son 0-0,100 ppm y 0,100-2 ppm de ion nitrito. Las condiciones operacionales de la zona de
[NO,]>0,100 ppm se fijan como Optimas a priori, iguales al estudio anterior (Viy,=35 ul)
y, se estudia el volumen de reactivo que permite aumentar la resolucion para

concentraciones menores de 0,100 ppm.

Se ha determinado la influencia del volumen de reactivo y la concentracion de ion nitrito
en la sefial, manteniendo fijos el caudal y la longitud del tubo de reaccion. El estudio
inicial ha consistido en realizar 8 calibrados distintos, incrementando sucesivamente el
volumen de inyeccion. Los volimenes estudiados estan comprendidos en un intervalo entre
25-250 pl y las concentraciones de ion nitrito entre 0,001-2,0 ppm. Los resultados
obtenidos muestran que para concentraciones superiores a 0,1 ppm y volimenes de
reactivo mayores o iguales a 75 ul, el grado mezcla es inadecuado. A concentraciones altas
de ion nitrito el volumen de reactivo influye significativamente en el grado de mezcla y por

tanto en la dispersion.
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Figura 4.12 Influencia del volumen de reactivo inyectado en la dispersion, la concentracion de
ion nitrito analizada es 0,250 ppm. (a) Vin,=75 ply (b) Viny=25 pl.
A titulo de ejemplo en la figura 4.12 se muestra la respuesta obtenida para 0,250 ppm y dos
volumenes diferentes de reactivo inyectados (75 y 25 ul). Cuando el volumen de reactivo
es mayor o igual a 75 pl, y hasta 250 ul, sélo se obtienen picos 6ptimos (gaussianos) a
concentraciones menores o iguales a 0,100 ppm. La forma anémala es debida a diferencias

de indice de refraccion entre las interfases de las soluciones en contacto, este fendmeno es
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conocido como efecto Schlieren (§ 1.3.1). En este caso se produce una disminucion de
absorbancia al pasar la primera interfase patron/reactivo por el detector, que provoca la

formacion de un hombro en el pico.

En la figura 4.13 se muestra el resultado de la superposicion tedrica de las dos senales para
cada uno de los volimenes de reactivo inyectado. La asociada con la absorcion del
colorante azoico cuando no se produce el efecto Schlieren, se muestra en linea discontinua
roja, la debida a la diferencia de indices de refraccion utilizando agua como portador en

linea discontinua negra y, la sefial experimental en linea continua azul.

Figura 4.13 Efecto Schlieren en funcion del volumen de reactivo inyectado en un sistema r-FIA. La
concentracion de ion nitrito analizada es 0,250 ppm. (a) Vi, =75 pl y (b) Vi, =25 pl. La linea azul es la
sefial experimental, la linea roja la sefial simulada sino existe el efecto Schlieren y la linea negra es la
sefial simulada para un blanco cuando se produce una absorciéon andmala. La suma de las sefiales
simuladas para el patron y el blanco, coinciden con la sefial experimental.
Por tanto, la sefial experimental es debida a la superposicion de dos sefiales, la asociada a
la absorcion del colorante y la provocada por la absorcién andomala. Esta Gltima es debida a
la diferencia de indice de refraccion entre la interfase delantera y el reactivo (pico positivo)
y, el reactivo y la interfase trasera (pico negativo). Se ha observado que a mayor volumen
de reactivo el efecto es mas pronunciado, debido a una mayor tiempo de paso por el
detector (figura 4.13 (a)). Para volimenes pequefios se produce un mayor grado de mezcla,
menor tiempo de paso por el detector, y la diferencia de indice de refraccion no es tan

importante (figura 4.13 (b)).

En la figura 4.14 (a) a se muestran las curvas de calibracion obtenidas para los calibrados
efectuados con volimenes entre 25-75 ul y todo el intervalo de concentraciones. Para
concentraciones bajas de ion nitrito, menores de 0,1 ppm, se comprueba que al aumentar el
volumen de reactivo aumenta la sefial, lo que parece favorecer la sensibilidad (figura 4.14

(b)). No obstante, también aumenta la ordenada en el origen que corresponde a la sefial del
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blanco. Esta sefial se debe a la existencia de diferencias en el indice de refraccion entre la
muestra y el reactivo lo que provoca una absorcién mayor de la esperada debido al efecto
Schlieren. El efecto del indice de refraccion en este caso provoca absorciones que

dependen del volumen inyectado.
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Figura 4.14 Resultados de los calibrados efectuados para los distintos volumenes de inyeccion. (a)
Concentraciones altas de ion nitrito, Vi, =25-75 pl, (b) concentraciones bajas de ion nitrito, Vi,=25-250 pl.

La influencia del indice de refraccion es mds evidente cuando el volumen de reactivo
inyectado es mayor. Se observa que si el volumen de reactivo es 250 pl se obtiene un valor
de absorbancia mayor, pero la sensibilidad, definida como la pendiente de la recta de
calibracion [Miller y Miller, 1993], permanece casi constante respecto a volumenes de
reactivo menores: 100, 150 y 200 ul como se puede comprobar en la figura 4.14 (b),
donde se observa que en la zona baja de concentraciones un aumento de volumen desde
100 a 250 pl no aumenta significativamente la sensibilidad (tabla 4.4), aunque para un

volumen de 250 ul se obtiene una mejor relacion entre concentracion y sefial analitica.

Tabla 4.4 Rectas de calibracion correspondientes a la figura 4.12 (b) para volimenes de reactivo >
100 pl y concentracion de ion nitrito menor de 0,100 ppm.

Viny Microbureta Rectas de calibracién (n=7) r
(1) H (UA)=a (£t (n.2'Sa) + b (£t (a2y'Sp) - INO7 '] (ppm)
100 H=0,071 (+0,002) + 0,55 (£ 0,11)- [NO;] r=0,99
150 H = 0,106 (+0,006) + 0,6 (+ 0,3)- [NO,] r=0,97
200 H=0,139 (x0,005) + 0,6 (£0,2) - [NO;] r=0,98
250 H=0,165 (+0,003) + 0,69 (+0,12)- [NO; ] r=0,99
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Se concluye que a este nivel de concentracion el peso de la sefal de fondo hace
indistinguible el incremento de sensibilidad. Este hecho se ha comprobado al comparar el
aumento de absorbancia cuando se han realizado inyecciones de reactivo en un canal
portador de agua. En este caso se observo una dependencia casi lineal entre la absorcion de
fondo y el volumen de reactivo inyectado. Es decir, en las condiciones estudiadas se
obtiene incremento de respuesta pero ésta no es debida solamente al grado de reaccion

sino, basicamente, al indice de refraccion.

4.4.2.1. Estudio volumen 6ptimo de reactivo para concentraciones altas

Para concentraciones de ion nitrito mayores de 0,100 ppm, las condiciones de operacion
ensayadas son adecuadas pero se ha considerado necesario acabar de optimizar el volumen
de reactivo en este intervalo. Se realizaron nuevos calibrados comparativos con volumenes
de reactivo de 25 y 35 pl, ampliando el intervalo de concentracion hasta 3,0 ppm. Se ha
observado que a mayor volumen de reactivo inyectado mayor es la sensibilidad del
método. Finalmente, se escoge como 6ptimo un valor de 25 pl de reactivo ya que el
aumento de sensibilidad no es significativo y la sefial analitica obtenida a concentraciones
menores de 0,25 ppm es similar. Finalmente, se ha realizado la caracterizacion del método
propuesto para este intervalo de concentraciones en las condiciones optimizadas: un
volumen de inyeccidon de 25 ul, una longitud del tubo de reaccioén de 300 cm y un caudal
de 1,49 ml/min (§ 4.4.3).

4.4.2.2. Estudio volumen 6ptimo de reactivo para concentraciones bajas

En la zona de concentracion menor de 0,1 ppm se ha obtenido una respuesta baja después
de restar el blanco, confirmandose que parte de la respuesta es ruido debido al efecto del
indice de refraccion y no senal debida a la reaccion de ion nitrito. El efecto del indice de
refraccion ha provocado absorciones que dependen del volumen de reactivo inyectado. Se
compararon las rectas de calibracion (tabla 4.4) correspondientes a volimenes de 100, 150,
200 y 250 pl (figura 4.14 (b)) se han obtenido valores de pendiente, cuyo error es del
mismo orden de magnitud. Esto indica que la sensibilidad es practicamente constante para
los cuatro volumenes comparados. Este hecho se comprobo al comparar la absorbancia de
los blancos con agua desionizada a voliumenes de reactivo grandes (100, 150, 200 y 250
ul). Se observo una dependencia casi lineal entre la absorcién de fondo y el volumen de
reactivo inyectado. En estas condiciones, se obtuvo mayor respuesta pero ésta no era
debida solamente al grado de reaccidon sino, basicamente, al indice de refraccion. Estos
resultados confirman que un aumento de volumen no se traduce en un incremento de
sensibilidad y que, para bajas concentraciones, y volimenes de reactivo mayores de 100

ul, el efecto del indice de refraccion es muy pronunciado.
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Con estas condiciones, se ha de fijar el limite de cuantificacion alrededor de 0,005 ppm.
Para solventar este problema, la opcidon mas razonable ha sido utilizar volimenes mayores
de reactivo y reducir el caudal para dar mayor tiempo de reaccidn, e incrementar asi la
sefial. Con este objetivo se ha procedido a optimizar el sistema evaluando la respuesta en
funcion de variaciones de caudal, volumenes de reactivo mayores de 250 pl y distintas

longitudes de tubo de reaccion.

Los caudales estudiados han estado comprendidos en un intervalo entre 1,0-2,0 ml/min,
manteniendo constante e igual a 300 cm la longitud del tubo de reaccion y variando el
volumen de reactivo entre 250-350 ul. Los resultados obtenidos evidenciaron que a menor
caudal se favorece el grado de reaccién, y la respuesta aumenta, pero ésta aparece
distorsionada debido a oscilaciones del flujo. Se estudiaron también volimenes mayores de
reactivo en el intervalo de 250-600 ul, manteniendo constante la longitud del tubo de reaccion

y el caudal, respectivamente a 300 cm y 1,49 ml/min. En la figura 4.15 se muestran las rectas

de calibracion obtenidas.
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Figura 4.15 Estudio de la respuesta para volimenes grandes de reactivo y concentraciones de ion nitrito
menores de 0,1 ppm. Los calibrados se han efectuado a un caudal de 1,5 ml/min y una longitud de tubo
de reaccion de 300 cm.
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Finalmente, se ha estudiado el efecto de la longitud del tubo de reaccion. Las distancias
evaluadas han sido: 100, 150, 300 cm y el volumen de reactivo se ha variado entre 250-600
ul. Los resultados obtenidos han confirmado que el limite de deteccion del método
propuesto se encuentra alrededor de 0,005 ppm, ya que en todas las condiciones estudiadas
las medidas de absorbancia para concentraciones inferiores de ion nitrito, no han sido
distinguibles de las del blanco. Por tanto, llegar a mejorar ligeramente el limite de
deteccion a costa de perder autoadaptabilidad no compensa. Finalmente, las condiciones
implementadas han sido, un volumen de inyeccién de 350 pl, un caudal de 1,49 ml/min y

una longitud del tubo de reaccion de 150 cm.

Durante la de caracterizacion del sistema propuesto, efectuado mediante el calculo de los
parametros de calibracion, se ha observado que la influencia de la diferencia de indice de
refraccion ha provocado una absorbancia mayor de la real en todos los casos. Este efecto
no ha podido minimizarse experimentalmente [McKelvie et al., 1997] y ha sido necesario
recurrir al calculo matematico. Con el objetivo de restar este efecto del debido a la reaccion
de ion nitrito, se ha realizado en cada calibrado siempre el anélisis de una serie de blancos
con agua desionizada, y después se ha restado el valor medio del blanco de los valores de
absorbancia relativos a los patrones. Por tanto, se ha considerado que el valor de
absorbancia correcta es igual a la absorbancia del patron de ion nitrito menos la
absorbancia relativa al blanco [Schmidt et al., 1996]. Las rectas de calibracién obtenidas
han sido del tipo y=b-x, los errores de la pendiente y la ordenada en el origen se han
estimado como s, - t n2 ¥ Sa* t n2 con un nivel de significacion del 95%. Cada uno de los

puntos es la media de 5 determinaciones experimentales.

Tras este estudio y a partir de las rectas de calibracién obtenidas en calibrados sucesivos
efectuados para ambos intervalos de concentracién, se ha determinado el limite de

deteccion, la repetitividad y la reproducibilidad del sistema propuesto.
4.4.3 Caracterizacion del sistema en los dos intervalos de aplicacion

Una vez establecidas las condiciones de operacion Optimas para los dos intervalos de
concentracion, se procedio a determinar los parametros de calidad del método desarrollado.
En la figura 4.16 (a) y (b) se muestran dos curvas de calibracion tipicas obtenidas para los
dos intervalos de concentracion en condiciones Optimas. Como se ha comentado antes, y
dada la imposibilidad de eliminar el efecto Schlieren, ha sido sustraido el valor del blanco

a las alturas de pico, de los distintos patrones, antes de realizar los calculos.
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Figura 4.16 Calibrados tipicos obtenidos en condiciones Optimas para los dos intervalos de concentracion.
(a) 0-3,0ppm: Q= 1,5ml/min, L=300cm y V=25ul, (b) 0-0,1 ppm: Q=1,5ml/min, L=150cm y V=350ul. Las
rectas de regresion correspondientes son Hys,(UA)=0,01(x0,02)+0,297(x0,015)-[NO, ](ppm) para el
intervalo alto de concentracion y Hjsou(UA)=0,006(x0,001)+0,42(x0,02)-[NO,] (ppm).

4.4.3.1 Limites de deteccion

El limite de deteccion ha sido estimado segin Caulcutt y Boddy [1983]. El limite de
deteccion de un método puede ser definido como la concentracion mas pequefia que puede
ser determinada por éste con un 95% de confianza En métodos analiticos con problemas de
ruido de fondo, en este caso debido a la diferencia de indice de refraccion entre la muestra
y el reactivo, es necesario estimar a partir de los blancos la concentracion minima

detectable experimentalmente.

El limite de deteccion estimado se ha comprobado después. Inicialmente se ha calculado la
desviacion estandar de 10 parejas de blancos efectuados en calibrados diferentes
(st[ZdifQ/n]l/ %). Con esta desviacién estandar multiplicada por el estadistico t-Student de
10 grados de libertad se ha calculado el criterio de deteccion (minima respuesta
detectable). Se ha multiplicado por dos y se ha sumado arbitrariamente un factor del 20%
para asegurar que se esta estimando correctamente el valor de absorbancia relativo a la
minima concentracion de ion nitrito detectable. Con este resultado se ha calculado el valor
de concentracion minimo detectable (§ 3.3.1.1). Se ha preparado una solucién de esta
concentracion y se han realizado 10 andlisis. Se ha calculado la desviacion estandar de
estos valores y a partir de este valor se ha determinado el valor de absorbancia minimo
detectable, utilizando para su calculo la expresion de: criterio de deteccion + t,-Sp.
Finalmente, se ha calculado la concentracion con este valor utilizando una de las rectas de

calibracion tipicas obtenidas. Los resultados obtenidos han sido 0,024 ppm de ion nitrito
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para el intervalo de 0,0-3,0 ppm y 0,009 ppm para el intervalo de 0,0-0,1 ppm de
concentracion. Obteniéndose valores de limite de deteccion inferiores a los referenciados,
en distintos sistemas, en la bibliografia. Como el de Oms et al. [1995] basado en la
metodologia SIA y, Gabriel et al. [1998] basado en la misma metodologia y reaccion, pero

en un sistema FIA; asi como, los basados en otras reacciones [Xingguo et al., 1996].
4.4.3.2 Repetitividad y reproducibilidad

La repetitividad se ha determinado realizando 10 medidas de un estandar central dentro de
un calibrado (figura 4.16). Para el intervalo de concentraciones de 0,0-3,0ppm la
concentracion central escogida ha sido de 0,75 ppm y se calculd el error estandar relativo
(RSD %). El valor obtenido fue RSD=0,52%, calculado con las lecturas corregidas de
absorbancia. Para el intervalo de concentraciones de 0.0-0.1ppm, la concentracion escogida
fue 0,075ppm y el valor obtenido de RSD=1,35%. La repetitividad obtenida es buena para
un método instrumental y, se confirma con el error estandar relativo, menor del 1,5%,

obtenido en los dos intervalos.

Tabla 4.5 Principales parametros de calidad del sistema r-FIA para la determinacion de ion nitrito.
La repetitividad ha sido estimada para un estandar de 0,75ppm y 0,075ppm respectivamente.

Parametro Intervalo superior de Intervalo inferior de
concentracion concentracion

Intervalo lineal 0,0-3,0 ppm 0,0-0,1 ppm
Limite de deteccion 0,024 ppm 0,009 ppm
Volumen de reactivo 25 ul 350 ul
Consumo de muestra 1,5 ml min™ 1,5 ml min™
Repetitividad (%RSD, n=10) 0,52 % 1,35 %
Reproducibilidad (ANOVA 1 via) Fea=4,25<F:,=9,55 Fes=0,03<F;,=6,94
Frecuencia analisis (h ') 60 60

La reproducibilidad del método propuesto ha sido estimada mediante comparacion de las
pendientes de calibrados realizados en dias distintos en condiciones idénticas de operacion.
Se utiliz6 el analisis de varianza de un factor ANOVA. No se existiendo diferencias
significativas entre calibrados con un 95% de confianza ya que Feaicutada < Frabulada €0 los dos

intervalos de concentracion estudiados (tabla 4.5).
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4.5 Implementacién del andlisis de ozono

La técnica de difusion gaseosa asociada al andlisis por inyeccion en flujo (DG-FIA)
presenta dos ventajas respecto a otras técnicas de separacion/preconcentracion: (1)
aumento de selectividad que permite seleccionar un tipo de componentes excluyendo otros

y (2) preconcentracion del analito, por tanto disminucion del limite de deteccion.

La sensibilidad y selectividad de esta técnica aumentan si se utiliza la discriminacioén
quimica basada en diferencias &acido/base, redox, complejacion y otras propiedades
particulares de las especies a ambos lados de la membrana. En este estudio ha sido
aprovechada la propiedad oxidante del ozono para favorecer el proceso de difusion. El
ozono se difunde a través de la membrana desde el canal dador y se introduce en un canal

aceptor de ion nitrito. El ozono difundido oxida el nitrito a nitrato y se reduce a oxigeno:
2NO; + 03+ H,0 - 2NOs + 0, + 2 H'

La concentracion final de ion nitrito se determina midiendo la absorcion del colorante
azoico formado tras su reacciéon con sulfanilamida y diclorhidrato de NED. De esta
manera, un aumento de la concentracion de ozono provoca una disminucion de la

absorbancia respecto a un blanco sin ozono.
4.5.1 Soluciones estindar de ozono

El ozono ha sido generado por paso de oxigeno a través de un ozonizador de laboratorio
Sander modelo 301.7. Las distintas soluciones estdndar de ozono se han obtenido por
dilucion de una solucidén saturada, obtenida por burbujeo del ozono producido en agua
MilliQ acidificada con &cido sulfurico a pH 2, en un frasco colector de 500 ml. Las
soluciones estdndar diluidas se prepararon también en agua MilliQ a pH 2 para minimizar

la descomposicion del ozono.

Debido a la rapida descomposicion del ozono y a su volatilidad en solucion es necesario
determinar la concentracion real de los estandares en el momento de su realizacion. En este
estudio se utilizo la absorcion en el UV a A=260 nm como método de referencia. Para el
calculo de la concentracion de ozono se considerd un coeficiente de absortividad molar
() de 3300 M' cm™ [Straka et al., 1985] y se determiné la concentracién utilizando la

ecuacion de Beer-Lambert, A=¢bc.

La determinacién experimental de la concentracion de los patrones de ozono se ha
realizado mediante lectura directa de su absorbancia en el UV con una cubeta de cuarzo de
camino Optico 1 cm, en un espectrofotometro PV 8260 UV/VIS/NIR de Philips.

112



Determinacién de ion nitrito mediante r-FIA

El uso de membranas microporosas para la difusion de ozono fue estudiado por Straka et
al. [1985] con buenos resultados, obteniéndose una difusion cuantitativa de ozono y la
eliminacion de los interferentes. En el presente estudio se ha utilizado una membrana
microporosa de PVDF de Millipore. Este polimero presenta una gran permeabilidad a
moléculas pequefias como el ozono y tiene ademas una elevada resistencia quimica y
fisica. El proceso de difusion gaseosa se ha realizado en contracorriente para favorecer la
difusion constante de ozono a lo largo de toda la membrana, de esta manera se genera un
gradiente de concentracion de ozono e ion nitrito permanente en toda superficie de la

membrana.
4.5.2 Optimizacion de la etapa de difusion

El objetivo principal de esta parte del trabajo es la aplicacion directa del sistema r-FIA
descrito en el apartado anterior al analisis de ozono residual mediante la introduccion de
una etapa de difusion gaseosa. Se ha estudiado la respuesta obtenida frente a la variacion
de la concentracién de ion nitrito en el canal aceptor, el volumen de reactivo y las
condiciones hidrodindmicas. Después de optimizar estas variables se ha determinado el
limite de deteccion, la repetitividad y reproducibilidad del método propuesto. También se
ha estudiado la estabilidad de las soluciones estandar de ozono y se ha realizado el analisis

de muestras de agua dopadas.

Se realiz6 un estudio inicial de la cinética de la reaccion, donde se evalud la variacion de la
respuesta para tres concentraciones de ion nitrito y ozono. El sistema fue una variante del
mostrado en la figura 4.3. Con el objetivo de obtener mayor respuesta se substituy6 la
inyeccion de reactivo con microbureta por el paso continuo de éste trasformando el sistema
en un analizador de flujo continuo con difusién gaseosa situada en el canal de portador. El
caudal se mantuvo a 1,5 ml/min para las tres soluciones, reactivo, ion nitrito y ozono. Los
resultados obtenidos demuestran que existe transferencia de ozono a través de la
membrana. En la figura 4.17 se muestran los resultados obtenidos en todas las condiciones
estudiadas. Se observa que la altura de pico disminuye al aumentar la concentracion de
ozono, mientras que la sensibilidad de los calibrados se mantiene constante en todas las

condiciones estudiadas (tabla 4.6).

Tabla 4.6 Variacion de la pendiente en calibrados efectuados con distinta concentracion de O; de
fondo en el canal dador.

[O3] (ppm) Pendiente £ s,°t ,» Ordenada =+ s, t,» r
0,0 0,41+0,07 0,01+0,09 0,9999
1,76 0,4+0,1 -0,01+0,14 0,9998
3,52 0,419+0,006 -0,019+0,008 0,9999

7,04 0,395+0,04 -0,02+0,05 0,9999
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Figura 4.17 Alturas de pico para tres [NO, | analizadas en presencia de tres concentraciones de
ozono en el canal aceptor.

Se obtuvo respuesta lineal para los 3 calibrados de ion nitrito realizados con fondo de
ozono, comprobandose que la concentracion de éste estaba en exceso respecto al ozono
que se difundia a través de la membrana. Para determinar la concentracion de ion nitrito
Optima se realizaron una serie de calibrados multiples con varias concentraciones de ozono
de fondo, en las condiciones de analisis de los dos intervalos de concentraciéon de ion
nitrito descritas antes (§ 4.4.2).

4.5.2.1 Estudio de la concentracion de ion nitrito en el aceptor

Con el sistema GD r-FIA y utilizando las condiciones optimizadas en el apartado 4.4.2
para los dos intervalos de concentracion de ion nitrito, se realizaron un total de nueve
calibrados con distintas concentraciones de ozono de fondo. Las diferencias son el
volumen de reactivo: 25 pl para el intervalo 0,0-3,0 ppm y 350 pl para el intervalo 0,0-0,1
ppm, y la longitud del tubo de reaccién: 300 cm y 150 cm respectivamente. Las soluciones
estandar de ozono se prepararon en todos los casos a partir de una solucion de ozono
saturada. Dependiendo del dia en que se efectuaron los calibrados esta soluciéon tenia una
concentracion diferente. Por este motivo las soluciones tienen concentraciones similares
pero no coinciden exactamente. No obstante, en los calibrados efectuados en cada una de

las condiciones se utilizaron los mismos estandares de ozono.
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Figura 4.18 Resultados obtenidos para los calibrados de ion nitrito en el intervalo 0,0-3,0 ppm. (a)

Rectas de calibracion para distintas concentraciones de ozono en el canal aceptor. (b) Valores de

absorbancia en funcion de la concentracion de ion nitrito y 0zono.
En la figura 4.18 (a) se muestran los resultados obtenidos en el intervalo 0,0-3,0 ppm de
NO,. Se puede observar que la linealidad se conserva en todos los calibrados,
obteniéndose pendientes similares. Como se puede observar en figura 4.18 (b), al aumentar
la concentracion de ozono disminuye la altura de pico, efecto mas evidente a concentracion
baja de ion NO;". Por lo tanto se repite el resultado obtenido en el estudio preliminar con
el sistema en continuo y se comprueba que para obtener mayor discriminacion respecto a la
concentracion de ozono es necesaria una menor concentracion de ion nitrito. Si se realiza
la representacion inversa, calibrado de ozono y concentracion de ion NO;™ constante, no se
obtiene relacion lineal para ninguna de las tres concentraciones de ion nitrito. Lo que

indica que las concentraciones de ion nitrito son muy altas.

En la figura 4.19 (a) se muestran los resultados obtenidos en el intervalo 0,0-0,1 ppm de
ion NO; indican que se mantiene la relacion lineal entre concentracion de ion nitrito y
altura de pico cuando los calibrados se realizan en presencia de ozono. En la figura 4.19 (b)
se observa que disminuye la altura de pico cuando la concentracion de ozono aumenta.

Esta disminucidn es mayor a concentraciones altas de ozono.

En estas condiciones se obtiene relacion de proporcionalidad entre concentracion de ozono
frente a altura de pico cuando la concentracion de ion nitrito es 0,1 ppm. Pero con una baja
sensibilidad, H(UA)=0,130(£0,004)-0,008(+0,002)-[Os] (ppm). Los resultados obtenidos
indican que la concentracion Optima de ion nitrito esta entre 0,1-0,5 ppm. Concentraciones

menores de 0,1 ppm limitan enormemente la sensibilidad respecto al ion nitrito y
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concentraciones iguales o mayores a 0,5 ppm reducen la linealidad de la respuesta frente al

0Z0ono.
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Figura 4.19 Resultados obtenidos para los calibrados de ion nitrito en el intervalo 0,0-0,1 ppm. (a)
Rectas de calibracion para distintas concentraciones de ozono en el canal aceptor. (b) Valores de
absorbancia en funcion de la concentracion de ion nitrito y ozono.

Calibrado fondo ion nitrito (0.1 v 0.250ppm)

Con el objeto de definir la concentracion de ion nitrito Optima en este intervalo, se realizan

dos calibrados de ozono utilizando una solucion aceptora de 0,1 ppm y otra de 0,250 ppm.

Las concentraciones de ozono en las soluciones estandar se encuentran en el intervalo

0,05-4,0 ppm, por ser las concentraciones habituales de ozono residual en aguas.

En

la figura 4.20 se muestran los resultados obtenidos en ambas calibraciones. Se puede

observar que para ambas concentraciones de ion nitrito se obtiene correlacion lineal entre

altura de pico y concentracioén de ozono.

Las sensibilidades son practicamente iguales, pero la correlacion que se obtiene para 0,250

ppm de ion nitrito es mejor que para 0,100 ppm. Por esta razon la concentracion de ion

nitrito en el canal portador queda fijada en 0,250 ppm.
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Figura 4.20 Curvas de calibracion obtenidas para dos concentraciones distintas de ion nitrito en el
canal aceptor. [NO, = 0,1 ppm y 0,250 ppm, Q=1,5 ml/min, Vi,,=350/25 pl. EI error se ha
calculado como I, %, para n=3.

4.5.2.2 Efecto del caudal en la etapa de difusién

Después de optimizar la concentracion de ion nitrito en el canal aceptor, se estudio la
variacion de la respuesta a cuatro caudales, tanto para el canal dador como para el aceptor,
manteniendo constantes el volumen de reactivo (25ul) y la longitud del tubo de reaccion
(300 cm). Estas son las condiciones optimas del sistema r-FIA para analisis de ion nitrito
en el intervalo de concentraciones 0,0-3,0 ppm. Los caudales estudiados fueron: 0,49; 0,99;
1,49; 1,99 ml/min y las determinaciones se realizaron por triplicado. El error asociado se
ha calculado como el intervalo de confianza para un nivel del 95%. Los resultados se

muestran en la figura 4.21.

En la figura 4.21 (a) se observa que la disminucion de absorbancia sigue una
proporcionalidad lineal respecto a la concentracion de ozono en el canal dador y el caudal
para la concentraciéon de 1,6 ppm, mientras que para la [O3;] = 4,0 ppm se mantiene
constante. Este hecho se explica porque a concentraciones bajas domina la cinética de la
reaccion de ion nitrito frente al proceso de difusion porque la cantidad de ion nitrito que no
ha reaccionado es alta. El efecto contrario se observa a concentraciones de ozono altas en
este caso la concentracion de ion nitrito después de la difusion es baja, por lo tanto el

efecto del caudal no es importante.
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Figura 4.21 Estudio del efecto del caudal en la etapa de difusion; (a) alturas de pico para el blanco, 1,6
ppm de ozono y 4,0 ppm de ozono y (b) diferencia de absorbancia en valor absoluto respecto al blanco.

En la figura 4.21 (b) se muestra el valor de incremento de absorbancia frente al caudal. Se
puede comprobar que el caudal afecta proporcionalmente al proceso de difusion al
aumentar el tiempo de intercambio. Este efecto es mas evidente a concentraciones altas, se
observa que para una concentracion de ozono de 4 ppm y un caudal de 0,5 ml/min se
obtiene un incremento de absorbancia mayor que para la misma concentracion pero a un
caudal superior por ejemplo 2,0 ml/min. Para concentraciones menores el efecto del caudal
es el mismo pero menos evidente ya que los incrementos de absorbancia obtenidos no son
significativos. Por otro lado, el tiempo de analisis es inversamente proporcional al caudal,
por ejemplo para 0,5 ml/min el tiempo de andlisis necesario son 150 s y para 1,5 ml/min es
de 60s. Finalmente, se establece un compromiso entre eficacia en la etapa de difusion y
frecuencia de andlisis, y se escoge como Optimo el caudal de 1,5 ml/min. En estas
condiciones la difusion a concentraciones medias de ozono es adecuada y la frecuencia de

analisis es alta (60 h™").
4.5.2.3 Rendimiento de la etapa de difusion

El rendimiento se ha determinado mediante comparacion de la respuesta obtenida para el
blanco ([NO; Jaceptor=0,250 ppm, [O3]4ador=0,0 ppm) frente a concentraciones variables de
ozono en el canal dador. EI cdlculo se ha realizado con los resultados experimentales

obtenidos en el primer calibrado (figura 4.20).

Para calcular el rendimiento se ha determinado la concentracidon de ozono difundida a

través de la membrana desde el canal dador y se ha relacionado con la [Os]inicial. La
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[O3]difundido S€ ha calculado suponiendo que el 100% del ozono que atraviesa la membrana
reacciona con el ion NO, que circula por el canal aceptor (ecuacion 4.1). La concentracion
de nitrito analizado después de la etapa de difusion se ha relacionado estequiométricamente
con la cantidad de ozono que se ha difundido (ecuacion 4.2). El rendimiento se ha
calculado dividiendo la concentracion de ozono difundido por la concentracion inicial de

ozono en el canal dador (ecuacion 4.3).
[NOZ ] reaccionado — [NOZ ] inicial ~ [NOZ ] analizado ecuacion 4.1

donde, la [NOz_] analizado S€ Obtiene del analisis efectuado después de la etapa de difusion, y

por la estequiometria de la reaccion (reaccion 4.1):

[03] difundido — [NOZ-] reaccionado / 2 ecuacion 4.2
Finalmente, el rendimiento de la etapa de difusion es:
R (%) = ([O3] difundido / [O3] inicia) * 100 ecuacion 4.3

El rendimiento medio obtenido durante el calibrado fue 2,2%. Las variables que afectan al
rendimiento son concentracion de ozono y, la superficie y tiempo de intercambio [Canham
et al., 1988]. La concentracion varia a lo largo del calibrado mientras que superficie y
tiempo permanecen constantes. Se han obtenido distintos rendimientos en funcién de la
concentracion de ozono, inversamente proporcionales a ésta. Este hecho se explica en
funcion de las variables que limitan el proceso de difusion, ya que las variables fisicas son
constantes la difusion s6lo depende de la concentracion de ozono en el canal aceptor.
Aunque la difusién sea directamente proporcional a la concentracion, la difusion relativa a
concentraciones mayores es pequefia cuando se compara respecto a un valor superior de

concentracion en el canal dador.

A pesar de que el rendimiento medio resulta bajo, es el adecuado para obtener una
respuesta lineal entre la concentracion de ozono y la disminucion de absorbancia. Se ha de
tener en cuenta que la concentracion de ion nitrito en el canal portador es pequena
comparada con la de ozono, y que si el rendimiento fuese mayor se agotaria todo el ion
nitrito de la solucioén aceptora. Ademas el andlisis de ion nitrito en estas condiciones tiene
una sensibilidad adecuada para el intervalo de concentracion de ozono el que se quiere
aplicar (0,06-4,0 ppm). Si se pretendiese disminuir el intervalo de linealidad y analizar
concentraciones menores de ozono, podria estudiarse con mds detalle la etapa de difusion
para obtener un mayor rendimiento en ésta. De manera que se podria introducir una
concentracion de ion nitrito superior en el canal aceptor, lo que permitiria tener unas

sefales mayores, aunque un intervalo de respuesta lineal menor.
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4.5.3 Caracterizacion del sistema

Una vez definidas la concentracion de ion nitrito y el caudal 6ptimos, se procedid a
determinar los parametros de calidad del método desarrollado. Se determinaron el limite de
deteccion, la repetitividad y la reproducibilidad del método. También se estudio la

estabilidad de los estdndares de ozono.

4.5.3.1 Limite de deteccidn y repetitividad

El limite de deteccion se ha determinado experimentalmente estudiando la concentracion
minima de ozono que provoca disminuciones de absorbancia significativas respecto al
blanco. No puede calcularse en funcién de la respuesta del blanco ya que el valor de
absorbancia maximo se obtiene para 0,0 ppm de ozono y, ésta disminuye al aumentar la
concentracion. Como criterio se ha establecido una diferencia de absorbancia minima entre
la respuesta del blanco y la concentracion de ozono de 0,002 UA. Se ha de tener en cuenta
que la sensibilidad media obtenida en los calibrados efectuados fue -0,0092(+0,0012)

UA/ppm. En la tabla 4.7 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4.7 Resultados obtenidos en la determinacion de limite de deteccion y repetitividad del método. En
todos los casos n=10 y L, =(t a2 /sn,l)/(n)m. La desviacion estandar relativa ha sido calculada como
RSD(%)= (sy.1/media)-100.

95%

[O3] (ppm) altura de pico £ 1, |A altura de pico| RSD (%)
0,000 0,084 + 0,001 - 0,94
0,044 0,082 + 0,001 0,002 0,63
0,291 0,079 + 0,001 0,005 0,65
0,844 0,072 + 0,002 0,012 1,37
1,338 0,068 + 0,002 0,016 1,45
2,764 0,054 + 0,001 0,039 1,83
4,480 0,039 + 0,001 0,045 2,18

El procedimiento ha consistido en realizar 10 replicados de todos los estdndares analizados
en un calibrado, y verificar a partir de cual se obtiene una disminucidn significativa de
absorbancia. La concentracion menor de ozono con la que se obtuvo una diferencia

significativa fue 0,044 ppm.

El limite de deteccion obtenido 0,044 ppm es algo mayor al método DG-FIA propuesto por
Straka et al. [1985], con un limite de deteccion de 0,03 ppm. El método propuesto es lineal
en un intervalo de concentracién mayor, con un LSRL superior en una década respecto al

método anterior referenciado.

La repetitividad se determiné como la desviacion estdndar relativa para 10 replicados de

cada una de las concentraciones analizadas en un calibrado. En la tabla 4.10 se muestran
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los resultados obtenidos. Los valores de RSD (%) se encuentran entre 0,63-2,18 calculado
con la media de las 10 lecturas de absorbancia. La repetitividad obtenida es buena para un
método instrumental, ya que RSD solo supera el 1,5% de error en las dos ultimas
concentraciones. En la figura 4.22 se muestran los resultados experimentales obtenidos
para 0,044; 0,291; 0,844; 1,338; 2,764 y 4,448 ppm de ozono.

0,030 VA

10 min

i
u_JM i Ll "T od -

Figura 4.22 Estudio de la repetitividad del método propuesto. De derecha a izquierda: (a) [O3]=0,044 ppm,
(b) [05]=0,291 ppm (c) [O5]=0,844 ppm (d) [O;]=1,338 ppm (e) [O5]=2,764 ppm y (f) [O3]=4,448 ppm

4.5.3.2 Estabilidad estandares de ozono

La estabilidad de las disoluciones de ozono se ha determinado realizando replicados de una
concentracion y midiendo la absorbancia a A=260 nm al comienzo y al final del anélisis.
En la tabla 4.8 se muestran los resultados obtenidos. Se realizaron medidas de absorbancia

a tiempo cero y los 15 minutos después de realizar el ultimo replicado.

Tabla 4.8 Estabilidad de los estandares de ozono. La concentracion de ozono se determind por
medida de absorbancia a A=260nm.

Abs - ADbs 5 [O3] 0 [O3] =15 |A[ Os]|(%)
0,003 0,004 0,044 0,058 31,8
0,020 0,021 0,291 0,305 5,0
0,058 0,055 0,844 0,800 5,2
0,092 0,090 1,338 1,309 2,2
0,190 0,188 2,764 2,735 1,1
0,308 0,305 4,480 4,422 1,3

La degradacion del estdndar se ha calculado como | [O3] =0 — [O3] =15 |/ [O3] =0 * 100. Se
puede comprobar que el % de degradacion es independiente de la concentracion, con un
valor medio de 3%. El % de degradacion de la primera concentracion no se ha tenido en
cuenta porque el orden de magnitud de la medida es igual al error asociado debido a las

limitaciones experimentales (0,003+0,001 UA). La variacién de concentracion en los
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estandares no afecta a la repetitividad (figura 4.22) ya que las diferencias de concentracion

son menores o iguales al limite de deteccion en todos los casos.

4.5.3.3 Reproducibilidad

La reproducibilidad del método propuesto ha sido estimada mediante comparacion de las
pendientes de calibrados realizados en dias distintos. Se utilizé el andlisis de varianza de
un factor ANOVA, no existiendo diferencias significativas entre calibrados con un 95% de

confianza ya que Feaiculada<Fiabulada- En la tabla 4.9 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 4.9 Estudio de reproducibilidad.

Rectas de calibracion (n=7) ANOVA de un factor
H (UA) = a (£t (12'82) + b (£t @281 )[O5] (ppm)

H=0,084 (+0,002) — 0,0094 (+0,0008)-[O;] r=0,995 Fatculada = 0,29823
H=0,082 (£0,002) — 0,0089 (£0,0009)-[O;] r=0,992 Frabulada = 9,55209
H=0,084 (£0,002) — 0,011 (£0,001) - [O5] r=0,995 Fealculada < Frabulada
H=0,082 (£0,001) — 0,0086 (£0,0006)-[O;] r=0,996 no existen diferencias
H = 0,082 (£0,002) — 0,0076 (£0,0008)-[O5] r=0,999 significativas
H=0,082 (£0,002) — 0,0099 (£0,0008)-[O;] r=0,994 entre calibrados

A continuacién, en la tabla 4.10 se resumen las principales caracteristicas de método
propuesto para el analisis de ozono mediante difusion gaseosa en un sistema r-FIA.

Tabla 4.10 Principales parametros de calidad del sistema GD r-FIA para la determinacion de ozono.

Parametro Valor
Intervalo lineal 0,0 — 5,0 ppm
Limite de deteccion 0,044 ppm
Volumen de reactivo 25ul
Consumo de muestra 1,5 ml min™
Consumo ion nitrito 1,5 ml min™
Repetitividad (%RSD, n=10) 0,63 -2,18
Reproducibilidad (ANOVA 1 via) Fa=0,32<F,=9,55
Frecuencia analisis (h ") 60

4.5.4 Analisis de agua dopada con ozono

Para evaluar la resolucion del sistema se realizd el andlisis de dos muestras de agua
dopadas. La primera fue agua de la red a la que se ajusto el pH a 2 con acido sulfurico y la
segunda agua MilliQ al mismo pH. En la figura 4.23 se muestra el calibrado efectuado y el

resultado obtenido para ambas muestras.
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Figura 4.23 Calibrado y muestras de agua dopadas con ozono: (a) agua de la red, y (b) agua MilliQ.

La concentracion real de ozono determinada espectrofotométricamente después de la
preparacion de la soluciones fue [Os]ed =1,67 ppm y [Os]minio=1,75 ppm. El resultado
obtenido en el sistema DG-r-FIA fue [O3]r¢=1,50+0,16 ppm y [O3]minig=1,65+0,16 ppm.
El error se ha calculado como I ,.,”°”. Se ha comprobado que la etapa de difusion de gases
eliminaba las interferencias de la matriz de la muestra ya que se obtuvieron resultados

comparables en los analisis del agua de red dopada y MilliQ en los dos métodos utilizados.

4.6 Conclusiones

Ha sido validada la substitucion de una valvula de seis vias en un sistema FIA monocanal
de referencia por una microbureta automatica, como elemento de insercion de muestra. Se
comprobd la viabilidad de la substitucion realizando pruebas sobre la difusiéon en ambos
casos mediante la caracterizacion y comparacion de la respuesta obtenida cuando no existe
reaccion quimica. No encontrandose diferencias significativas entre ambos sistemas de
inyeccion. El nuevo método de insercion de muestra presenta las siguientes ventajas: no es
necesaria una reconfiguracion del sistema para variar el volumen de inyeccion, modificindose
simplemente con un programa de inyeccion variable (la valvula de seis vias hace necesario
cambiar el bucle de muestra), y se mejora el grado de mezcla de muestra y reactivo, ya que la
microbureta inserta la muestra como si fuera un canal adicional mientras esta en

funcionamiento.

Es de destacar la potencialidad que presenta la utilizacion de la microbureta en el disefio de
sistemas inteligentes de monitorizacion en continuo. Un adecuado estudio de los limites de
fluctuacion de la concentracion de un analito permitiria prever diferentes intervalos de
autocalibracion. Como demostracion de las posibilidades que aporta este tipo de insercion,
se implementd un analizador de ion nitrito basado en la reaccion de Griess-Ilosvay e

implementado en la metodologia r-FIA. Estableciéndose un sistema de analisis
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autoadaptativo de ion nitrito en dos intervalos de concentracion distintos, mediante
variacion del volumen de reactivo insertado. Se ha caracterizado el método desarrollado,
estudiando para todas las condiciones, el limite de deteccion, la repetitividad y la

reproducibilidad, confirmandose la viabilidad el método desarrollado.

Las ventajas que presenta esta modificacion, en una metodologia aplicada desde hace 20

afnos [Hansen, 1995] son numerosas:

e Suministra versatilidad en la metodologia de analisis por inyeccidon en flujo, ya que sin
otra variacion que el volumen de inyeccion permite realizar andlisis en dos intervalos de
concentracion determinada. Los intervalos de trabajo optimizados en este estudio son los
siguientes: de 0-0,1 ppm de ion nitrito con una desviacion estandar relativa de 1,35%
(RSD) y de 0-3,0 ppm con una desviacion estandar relativa de 0,52% (RSD).

e No supone un aumento de coste excesivo respecto a los sistemas tradicionales, porque
solamente varia el método de inyeccion que se realiza con una microbureta. Esta es

controlada por un ordenador que también se utiliza para adquisicion de datos.

¢ En el método propuesto (rFIA) se procede a la inyeccion del reactivo, el volumen de éste
es 25 pl para la zona de concentraciones de superior y 350 pl para la zona de
concentraciones menor a 0,1 ppm. Ambos volimenes son pequelos, si se comparan con
el consumo de un sistema de flujo convencional, por tanto éste se minimiza.
Adicionalmente se minimiza la generacion de residuos. Este consumo menor permite

aumentar el tiempo de funcionamiento autobnomo del sistema.

e Los campos de aplicacion de esta técnica son aquellos en los que se dispone de muestra
en exceso. En este sentido, tiene un gran potencial en la monitorizacion de parametros de
interés medioambiental. La aplicacién de una microbureta como sistema de inyeccion en
FIA, tiene como ventajas adicionales la disminucion del coste del andlisis y el aumento

del tiempo de funcionamiento auténomo del equipo.

¢ Los resultados obtenidos confirman que éste sistema de inyeccion es de aplicacion general
para el disefio de sistemas de andlisis por inyeccion en flujo. Su potencial de autoadaptacion
permitiria disefar aplicaciones muy interesantes. Como ejemplo, su insercion en el sistema
de flujo que incorporan etapas de preconcentracion permitiria, en funcién del limite de

deteccion de la técnica de medida, modular el volumen de muestra a analizar.

Respecto a la aplicacion del analisis de ozono puede concluirse que en el método propuesto
se obtiene una sensibilidad media baja (-0,0092(+0,0012) UA/ppm) pero el intervalo lineal
se amplia respecto a otros métodos con un limite superior de respuesta lineal (LSRL) de
5,0 ppm. El método estandar tiene un LSRL de 0,5 ppm. Mientras que el método propuesto
por Straka et al. [1985] tiene un LSRL de 0,4 ppm, pero una sensibilidad mayor. Por otro
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lado, el limite de deteccion (LD) es superior al obtenido en otros métodos (0,044 ppm),
aunque del mismo orden de magnitud. El método estandar y el método propuesto por
Darby et al. [1995], tienen el LD menor entre 0,010 ppm y 0,020 ppm. Este tltimo método
esta basado en la decoloraciéon del mismo reactivo que el método estandar pero en un
sistema DG-FIA.

Estos resultados no son una desventaja ya que la concentracion de ozono residual
normalmente esta comprendida entre 0,05-5,0 mg/l [Straka et al., 1984]. Asi, el sistema
propuesto, aunque de baja sensibilidad, puede aplicarse en un amplio intervalo de
concentracion con la ventaja de no ser necesaria la dilucion de la muestra. Lo que resulta
especialmente util en sistemas de monitorizaciéon en continuo. Ademas, presenta un LD

mayor pero comparable a los otros métodos comentados.
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Capitulo 5

Andlisis de ion nitrito por inyeccion secuencial autoadapatativo

5.1 Introduccién

La creciente demanda actual de métodos analiticos que permitan la supervision en continuo
de procesos tanto industriales como medioambientales, ha conducido al desarrollo de
nuevos sistemas analiticos que pueden trabajar de forma autonoma durante largos periodos
de tiempo con poco mantenimiento y bajo consumo de reactivo. El andlisis por inyeccion
en flujo (FIA) satisface, gracias a su simplicidad y robustez, muchos de los requisitos
necesarios para el disefio de este tipo de equipos. Este hecho ha favorecido su utilizacion
en el disefio de sistemas supervisores [Baxter y Christian, 1996]. Asi mismo, se pueden
obtener ventajas adicionales explotando la potencialidad de autoadaptacion de las técnicas
continuas de flujo. En este sentido, los sistemas de flujo continuo pueden ser disefiados
para modificar automaticamente sus parametros operacionales adaptandose a los requisitos
de la muestra. Generalmente, los analizadores basados en técnicas de flujo convencionales
se disefian como sistemas cerrados y dedicados, Utiles para ser aplicados en el anélisis de
muestras con composiciones definidas. Cuando es necesario introducir modificaciones en
las caracteristicas de respuesta del sistema, esto solo puede ser realizado alterando,
fisicamente el disefio instrumental. Esta situacion limita su aplicabilidad en régimen de
funcionamiento automatico y autonomo cuando se espera una alta variabilidad en la
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concentracion del analito a determinar. Esta desventaja se puede evitar facilmente
mediante el uso de una técnica alternativa llamada analisis por inyeccion secuencial (SIA),
que confiere flexibilidad, robustez y un alto grado de capacidad de autoadaptacion
[Ruzicka y Marshall, 1990; Cladera et al., 1995].

Como se ha explicado en el apartado § 1.4.1, la técnica SIA se basa en la aspiracion
secuencial de pequefios volimenes de muestra y de reactivo en un tubo de acumulacion,
que posteriormente son enviados, a través de un tubo de reaccién, hacia el detector.
Durante este transporte se producen la mezcla y la reaccion utilizadas para generar la sefial
analitica. El equipo més sencillo consta de una valvula selectora mdltiple, un sistema
propulsor que gestiona los distintos fluidos y un detector adecuado para la determinacion
quimica a realizar. Todas las operaciones relacionadas con la gestion de liquidos se pueden
automatizar usando una bureta automatica y una valvula de la seleccion. EI movimiento en
ambas direcciones del piston de la jeringa se traduce en el proceso de aspiracion e
impulsion, mientras que la longitud del movimiento del piston regula los volumenes de los
liquidos. La secuencia de seleccion de las zonas de muestra/reactivo y las operaciones
unitarias adicionales (inyeccion, lavado) se controlan con la ayuda de la valvula de la
seleccion [Oms et al., 1995].

Una tendencia l6gica para futuros desarrollos es la introduccion de cierto grado de
inteligencia en los sistemas analiticos [Peris et al., 1997]. La puesta en practica de este
nuevo concepto requiere el uso de instrumentacion capaz de reconfigurarse
automaticamente lo que resulta incompatible con la instrumentacién habitualmente
empleada en el disefio de los equipos FIA. La técnica SIA ha realizado avances en este
sentido [Rius et al., 1995; Ruisanchez et al., 1997] aunque el problema adicional de
desarrollar programas de control especificos a ralentizado la aplicacion de estas estrategias
de control en sistemas de flujo. Lenehan et al. [2002] en un review muy extenso sobre la
técnica dicen que, hasta el momento, solo existian tres referencias en las que se hubiesen
desarrollado programas de control y adquisicion de datos para SIA.

En este capitulo, se propone un sistema de analisis que demuestra las posibilidades de la
técnica SIA en el disefio de sistemas de monitorizacion autoadaptativos e inteligentes para
el control analitico de procesos. El sistema propuesto es especialmente adecuado para
analizar, de forma muy sensible, muestras reales cuando los intervalos habituales de
trabajo son muy amplios. El sistema tiene capacidad, ademas, para operar en régimen de
funcionamiento autbnomo durante largos periodos de tiempo. Se han realizado estudios
preliminares de la respuesta del sistema sin reaccion quimica y con reaccion quimica. Para
visualizar la potencialidad de los sistemas autoadaptativos, se ha propuesto, como
demostrador, un sistema para el analisis de ion nitrito en dos intervalos de concentracion
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diferentes. El paso inicial es obtener la sefial analitica correspondiente a la muestra. A
continuacion, el sistema, mediante un control feedback programado, decide si las
condiciones operacionales son Optimas Yy, si es necesario, adopta automaticamente una
nueva configuracion (relacion muestra/reactivo) y repite el analisis. El programa de gestion
integrado del sistema selecciona automaticamente entre dos configuraciones alternativas,
previamente disefladas y optimizadas, que suministran la mejor sensibilidad posible en
funcién del nivel de concentracion del analito en la muestra. No es necesario ningun
cambio fisico adicional en los otros parametros operacionales optimizados previamente.
Este sistema puede ser muy util en el control de una estacién depuradora de aguas
residuales urbanas (EDAR) con eliminacién de nitr6geno. Las EDAR urbanas con
eliminacién de nitrégeno tratan agua que contiene generalmente concentraciones de ion
nitrato menores de 30 ppm. Aunque la concentracion de ion nitrito raramente alcanza 1
ppm si la planta funciona correctamente, una carga excesiva de ion amonio inhibe la
oxidacidn bioldgica del nitrito a nitrato. Esto puede aumentar la concentracion de nitrito en
el reactor muy por encima de ese valor [Gabriel et al., 1998]. El sistema desarrollado
permite la monitorizacion de este parametro en cualquiera de las situaciones reales que se
puedan plantear y facilita la adopcién de las acciones necesarias para un control éptimo de
la operacion de la planta. La necesidad de controlar este pardmetro en plantas de
tratamiento de aguas residuales urbanas [Cerda et al., 1997], efluentes industriales [van
Staden y van der Merwe, 1998] y en aguas naturales [Motomizu et al., 1997; Cerda et al.,
1998; Mir0 et al., 2000] demuestra la actualidad del tema. EI método propuesto ha sido
aplicado en la determinacion de ion nitrito en muestras procedentes de una EDAR piloto.
Se estudiaron dos situaciones diferentes: seguimiento de un estudio cinético de inhibicion
de ion nitrito a concentraciones muy elevadas (0-1500 ppm) en el funcionamiento del
proceso de la planta y monitorizacién de un estudio de respirometria donde se siguié la
degradacion de ion NH," a ion NO,". En este caso el intervalo de concentracion fue menor
(0-20 ppm).

5.2 Descripcion del sistema
5.2.1 Instrumentacién

El equipo SIA utilizado aparece en la figura 5.1. El nlcleo instrumental del sistema esta
constituido por un modulo realizado bajo encargo por EASI Technologies S.A que integra
una microbureta que permite el desplazamiento del fluido en dos direcciones y a diferentes
velocidades, un tubo de acumulacion, un tubo de reaccion y una valvula selectora de 6
vias. Como complemento se utiliza un sistema de deteccion y un ordenador para la gestion
integrada de todo el sistema, en base al software desarrollado con este objetivo.
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Figura 5.1 Esquema del sistema SIA de gestion de fluidos.

Inicialmente se aspiran el reactivo y la muestra (o patrones) hacia el tubo de acumulacion.
La valvula de 6 vias permite la seleccion de diferentes alicuotas de muestra y reactivos asi
como transportar la mezcla hacia el detector una vez transcurrido un tiempo prefijado
(figura 5.2). EIl sistema de propulsion es la microbureta que permite aspirar e impulsar
fluidos desde la izquierda o desde la derecha y también variar el caudal ya que el émbolo
se mueve a diferentes velocidades.
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Figura 5.2 Esquema de la secuencia de acumulacion e inyeccidn de reactivo y muestra.
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La comunicacion entre los elementos principales del sistema, microbureta y valvula de
seleccion, es digital en serie utilizando un bus RS-485, para el que se utiliza un conversor
RS-485/RS-232 (modelo 1207, EASI Technologies S.A.), por necesidades de
comunicacion con el ordenador de gestion.

Las caracteristicas fisicas de los elementos que integran el sistema general SIA aparecen a
continuacion.

e Microbureta: XP 3000 Modular Digital Pump, CAVRO. El cabezal de ésta es
exteriormente de PTFE e interiormente de Kel-F. La jeringa es de vidrio Pyrex y el
cabezal del émbolo de Kel-F. La microbureta tiene un volumen de 2500 wpl,
correspondientes a 3000 pasos.

e Valvula selectora 1-6: Modelo XL Series Smart Valve (SV), CAVRO, con las
conducciones internas en PTFE.

e Tubo de acumulacién/reaccion: tubos de PTFE de Tecator de diversos didmetros
internos y longitudes funcion de las diferentes condiciones experimentales. También se
han utilizado tubos de teflon-PTFE y micro-line de polietileno ultrapuro de Tecny-
Fluor, S.L.

e Tubos de entrada/salida para la valvula de seleccion: tubo de teflon-PTFE de Tecny
Fluor, S.L de diametro interno 0,97 mm y diametro externo 1,57 mm, longitud variable
en funcion de las condiciones experimentales. Tubo de PTFE de Tecator de didmetro
interno 0,5/0,7 mm y diametro externo 1,6 mm.

e Detector: espectrofotometro de haz simple 4049 LKB Novaspec Biochrom.

e Celda de flujo del colorimetro: Hellma modelo 178.711 de 1cm de camino 6ptico y
volumen interno 8 pl.

e Ordenador compatible 386 a 40 MHz

e Placa de adquisicion de datos: modelo ADDA-14 (Onda Radio S.A). La placa dispone
de 16 entradas analdgicas con 14 bits de resolucion y 1 salida anal6gica con 14 bits de
resolucion. La conversion analogica-digital dispone de dos rangos de funcionamiento
(de -8,5V a +8,5V y de 0 a +8,5V).

5.2.2 Programa de gestion de analisis por SIA

Objetivos

El objetivo principal ha sido desarrollar un programa robusto y versatil que permita la
automatizacion, basada en la metodologia de flujo SIA de cualquier metddica sencilla.
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Caracteristicas

El programa ha sido realizado en lenguaje C por las ventajas que este aporta. Permite
trabajar a bajo nivel mediante la generacion de cédigos fuente de pequefio tamafio. No
obstante presenta la desventaja de una pobre deteccion de errores de programacion. El
programa esta realizado con subrutinas que permiten desde la comunicacion con los
distintos elementos del sistema (figura 5.1) hasta la adquisicion de datos. El esquema
general del programa con los médulos que lo componen se muestra en la figura 5.3.

Lectura condiciones

del andlisis
Peticiones por iL Monitorizacion
teclado grafica
Programa
principal
Tratamiento ﬁ Almacenamiento
de datos informacion
Comunicaciones
Control de Lectura Control de
bureta de datos vdlvula

Figura 5.3 Mddulos que componen el programa de gestién en SIA.

Cada modulo representado en la figura 5.3 tiene su utilidad y sus caracteristicas concretas que
serdn comentadas brevemente a continuacion. El programa completo se muestra en el
apéndice 9.2.

e Lectura condiciones del analisis. Subrutina en la que se definen previamente los
canales de operacion para la valvula de seleccion y el volumen que serd medido por
cada uno de estos, con el objetivo de obtener las diferentes configuraciones de reactivo
y muestra necesarias para las distintas determinaciones.

e Peticiones por teclado. Se han tenido en cuenta las posibles necesidades de actuacion
sobre el sistema para realizar otras funciones complementarias al andlisis principal
como son ciclos de lavado, cambios de escala del pico obtenido por pantalla, entre
otros. En la figura 5.4 se muestra el esquema de tratamiento de las peticiones por
teclado. Para cada una de las peticiones se han programado funciones especificas.
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Figura 5.4 Tratamiento de peticiones en el programa de gestion.

Monitorizacion grafica. Se ha desarrollado todo un conjunto de funciones graficas en
C para DOS que permite efectuar el seguimiento de la respuesta obtenida. Se han
desarrollado funciones para dibujar el pico y realizar cambios de escala por pantalla
para adecuar ésta a la magnitud de la sefial obtenida. La subrutina que dibuja el pico
calcula ademés el méaximo de éste (altura maxima) que es la sefial analitica en la
técnica SIA (§1.4.1).

Tratamiento de datos. Se ha desarrollado una funcion que permite el tratamiento
numérico de los datos registrados para disminuir el ruido de la sefial medida. Se ha
programado un filtro digital, BOXCAR [Binkley y Dessy, 1979] o de media movil de
siete datos. Se aplica una ventana movil de siete puntos a los valores de absorbancia
almacenados que definen el pico. Esta funcion se ejecuta dentro de la subrutina que
permite el cambio de escala por pantalla.
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Almacenamiento de informacion. Se ha desarrollado un sistema de generacion de
ficheros de datos automatica en funcién del dia y la hora. Cada pico de absorbancia
puede ser guardado en memoria mediante una peticion por teclado.

Comunicaciones. Se han desarrollado todas las comunicaciones necesarias para la
operacion del sistema de gestion de fluidos. Estas comunicaciones permiten el control
de la bureta y la valvula de seleccion asi como la lectura de los datos a traves de una
placa de adquisicion analégica/digital. La comunicacion entre bureta o valvula de
seleccion con el ordenador se realiza con una funcion que envia una orden desde el
programa y espera una respuesta. Este tipo de tratamiento es necesario para trabajar en
tiempo real y que el sistema funcione sin bloquearse. La subrutina permite esta
conmutacion a enviar y escuchar y ademas establece unos limites de lecturas para
evitar el blogqueo si no existe comunicacion.

» Control bureta. Se ha desarrollado una funcion que permite el control de la
microbureta. La subrutina permite la comunicacion con la microbureta y la lectura
de la respuesta de ésta como medida de control. EI programa no permite ninguna
actuacion hasta que se completa una ejecucién y la microbureta contesta que esta
libre.

» Control valvula. La comunicacion con la vélvula es méds complicada porque
ademaés de leer la respuesta se han establecido unas subrutinas especificas que la
evallan para que no existan blogueos. Ademas se ha integrado una funcién que
determina la posicion de la valvula antes de realizar una orden. De esta manera se
asegura su correcto funcionamiento y permite el seguimiento por pantalla de la
secuencia de cada anélisis.

> Lectura de datos. Se ha desarrollado una subrutina que permite la comunicacién
con la placa de adquisicion de datos realizando las lecturas de potencial obtenidas
del colorimetro y su conversién posterior a medidas de absorbancia. La conversion
se realiza mediante una recta de calibracion presente en la subrutina de adquisicion,
desde donde ha sido ejecutada previamente la subrutina de conversion A/D.

Finalmente en la figura 5.5, se muestra el diagrama de flujo general del programa (software)
desarrollado.
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Figura 5.5 Diagrama general del programa.

5.3 Estudio de la respuesta sin reaccion quimica

5.3.1 Estudios previos

Se ha realizado un estudio preliminar para estimar la exactitud y precision de la
microbureta utilizada como dispositivo de medida y movimiento de liquidos en el sistema
SIA. El objetivo de estas pruebas es determinar el volumen minimo dispensado/aspirado
por la bureta y comprobar si la velocidad de operacién de la microbureta influye en el
volumen dispensado/aspirado. Ha sido necesario conocer el volumen operativo minimo
porgue se pretende trabajar con volumenes muy pequefios.
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5.3.1.1 Precision y exactitud

Se han determinado la precision y exactitud de la microbureta para verificar si se cumplen
las especificaciones comerciales y establecer si el volumen minimo real
aspirado/impulsado es repetitivo. Se ha realizado el estudio de la variacion del error
estandar relativo en funcién del volumen para obtener esta informacion. Respecto a la
exactitud, se ha encontrado que es < 0,05% lo que para una jeringa de 2500 ul y 3000
pasos supone una diferencia entre medidas de +1,25 ul. La precision es <1% lo que supone
para las caracteristicas anteriores un volumen minimo del orden de 25 pl.

Precision

Para estimar la resolucion de la microbureta se ha utilizado el sistema SIA descrito en la
figura 5.1. En las experiencias se ha usado un tubo de acumulacion de longitud 80 cm y
didmetro interno de 1,5 mm. Respecto a la longitud del tubo de reaccién, es de 80 cm y
tiene un didmetro interno de 0,7 mm. Como trazador de trabajo se ha utilizado una
disolucién de rojo de fenol en medio basico que absorbe a 550 nm y se ha preparado como
se especificaenel §3.2.1.

Se han realizado 20 inyecciones consecutivas de cada uno de los volimenes comprobados
desde 4,16 ul hasta 83,3 ul, correspondientes a 5 y 100 pasos de microbureta
respectivamente. Para realizar estas inyecciones de colorante se aspira el nUmero de pasos
asociados a cada volumen, se llevan al tubo de acumulacién y despues se impulsan hacia el
detector por otro canal utilizando como portador agua destilada. La velocidad de
movimiento del émbolo (20) equivale a un caudal de 4,40 ml/min. La secuencia de
funcionamiento de la valvula de seleccion ha sido descrita en la figura 5.2.

La figura 5.6 es una representacion del error estandar relativo, calculado como RSD (%)=
(Sn-1/media)-100, en funcion del volumen medido e inyectado después. Se puede observar
que la repetitividad es aceptable para un sistema instrumental porque para la mayoria de
volumenes es menor del 1,5%. Se ha comprobado que el volumen minimo que resulta
repetitivo es el correspondiente a 15 pasos de microbureta es decir 12,5 ul y que tiene un
error asociado de 1,52%. Por tanto este sera el volumen minimo que se utilizara en el
trabajo experimental.

Exactitud

Para determinar la exactitud del valor del volumen utilizado se han realizado valoraciones
de un volumen dispensado determinado, obtenidas como suma de una serie de aspiraciones
de volimenes menores. La solucion aspirada es una disolucion de trishidroximetilamino-
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metano (Tris) 0,1 My el agente valorante HCI 0,0125 M previamente estandarizado. Se ha
utilizado el mismo sistema experimental (figura 5.1) y las mismas condiciones
experimentales.

10
8 —
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Volumen (ul)

Figura 5.6 Estudio de la repetitividad.

Se ha comprobado la exactitud para los dos primeros volumenes que tienen RSD menor:
12,5 pl y 16,6 pl. El procedimiento ha consistido en realizar 200 medidas de 12,5 ul para
obtener un volumen final de 2500 ul. Se ha realizado 10 veces y se ha valorado después
cada una de las alicuotas obtenidas. Para el volumen de 16,6 ul se ha procedido igual pero
el nimero de medidas realizadas ha sido 150 para obtener un volumen de 2490 ul. Como
estos volimenes son muy pequefios se han diluido siempre en 25 ml de agua destilada.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla 5.1. Se ha calculado, estadisticamente, el
error correspondiente a cada volumen como el intervalo de confianza con un nivel de
significacion del 95%, y el error estandar relativo asociado. Se comprueba que, si se
considera el error asociado a la determinacion la exactitud es mayor de 1,25 ul (valor
nominal), de acuerdo con el error asociado al volumen determinado experimentalmente.

Tabla 5.1 Estudio de la exactitud, n=10. Cada una de ellas correspondientes a 200 y 150
aspiraciones de volumenes variables en funcion del caudal.

Ndmero de pasos ~ Volumen (ul) £ 1 .4 *% RSD (%)
15 12,11 +£ 0,03 0,34
20 16,22 + 0,04 0,31
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5.3.1.2 Estudio de la influencia del caudal en el volumen aspirado

Después de comprobar la precision y repetitividad de la microbureta del sistema SIA, se ha
realizado un udltimo estudio para determinar si la velocidad de movimiento del émbolo
afecta al volumen medido. Se ha procedido igual que antes realizando una serie de
valoraciones de volumenes aspirados a diferentes caudales.

Se ha trabajado con los volumenes correspondientes a 15 y 20 pasos de microbureta es
decir, 12,5y 16,6 pl. Se han realizado 5 valoraciones en cada caso de un volumen total de
2500 y 2490 ul. A cada una de estas alicuotas de tris 0,1 M se le ha afiadido 25 ml de agua
destilada y se ha valorado con HCI 0,0125 M. Las condiciones experimentales han sido las
anteriores (8§ 5.3.1.1) y los caudales han sido 4,40 ml/min y 1,78 ml/min determinados
previamente. En la tabla 5.2 se muestran los resultados obtenidos en funcion de caudal y
del volumen medido. Los errores han sido calculados como antes con 1,:*% y el error
estandar relativo con RSD (%). Los resultados obtenidos confirman de nuevo la
repetitividad de la microbureta.

Tabla 5.2 Estudio de la influencia del caudal, n=5.

Caudal (ml/min) Nudmero de pasos Volumen (ul) + 1 .1 ** RSD (%)

1,78 15 12,20 + 0,05 0,30
4,40 15 12,207 + 0,014 0,09
1,78 20 16,23 + 0,06 0,30
4,40 20 16,33 =+ 0,13 0,79

Se ha aplicado un anélisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos factores sin replicados)
a los volumenes calculados (tabla 5.3). El resultado obtenido es que no existen diferencias
significativas entre volimenes medidos a diferente caudal porque que Fcaculada < Ftabulada:
Pero si existen diferencias entre volimenes Feaiculada < Frabulada-

Tabla 5.3 Estudio de la diferencias entre caudales, caudal 1 de 4,40ml/min y caudal 2 de 1,78 ml/min.

N° pasos Caudal 1 Caudal 2 ANOVA de 2 factores
15 12,207 £0.014 12,20 + 0.05 entre columnas existen diferencias
Fea = 7685,4 <F (5 = 161,45
20 16,33 +0.13 16,23 £ 0.06 entre filas no existen diferencias

Fea = 1,324 <F 15 = 161,45
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5.3.2 Estudio de la respuesta sin reaccién quimica

El objetivo del trabajo ha sido establecer las condiciones de operacion que permiten la
identificacion de dos interfases en contacto sin reaccion quimica. Utilizando un volumen
minimo y una secuencia colorante/agua/colorante.

Las variables estudiadas que definen el sistema son: caudal, longitud y didmetro de los
tubos de acumulacion y reaccion. Asi como la relacion de volimenes de colorante y agua.
Las caracteristicas fisicas del tubo de acumulacién definen el volumen maximo que es
posible aspirar y el grado de dispersion alcanzado en el sistema. Por otro lado, cabe esperar
que en funcion de los valores seleccionados puedan aparecer problemas de sobrepresion en
el sistema. Las caracteristicas del tubo de reaccion son importantes porque la dispersion
también es funcién de su longitud y diametro. Respecto a la secuencia de colorante y agua,
su optimizacion, permitird la separacion e identificacion de las interfases en la secuencia
acumulada.

El método seguido para la optimizacién de las condiciones experimentales ha se ha basado
en una variacion sucesiva, de las variables fisicas que definen el sistema, y un estudio
posterior de las distintas relaciones de colorante y agua.

En la introduccion (8 1.4.1) se ha explicado, de modo general, el funcionamiento de un
sistema SIA y el funcionamiento de la valvula de seleccién, en el § 5.2.1. La secuencia de
funcionamiento de la parte quimica del programa es la misma en todas las experiencias
(figura 5.2). La unica diferencia esta en los canales por los que se aspiran las distintas
soluciones y, en cada caso, la relacion de volumenes de colorante y agua acumulados. De
una manera general, las tres partes principales de la secuencia de trabajo son: un ciclo de
lavado para ambientar todos los canales con las diferentes soluciones, después se realiza el
ciclo correspondiente a la secuencia de acumulacion de colorante y agua, y su posterior
envio hacia el detector a través del tubo de reaccién. Para terminar, se realiza un nuevo
ciclo de lavado que limpia todos los canales y los deja preparados para el siguiente ensayo.

e Ciclo de lavado. Este ciclo esta constituido por los etapas siguientes:
1. cambio caudal a 1,78 ml /min
2. valvula posicion 4, carga 180 ul de colorante
3. vélvula posicién 6, expulsa 180 ul de colorante
* secuencia 2,3 repetida 3 veces
4. bureta carga 2500 pl de agua por la izquierda
5. valvula a posicion 3
6. bureta empuja el agua hacia el detector
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Ciclo de acumulacion. La secuencia es la siguiente:
cambio del caudal de trabajo 1,78 ml /min 0 0,5 ml/min
valvula a posicion 4
aspiracion del 1" volumen de colorante
valvula a posicién 2
aspiracion del volumen de agua
valvula a posicion 4
aspiracion del 2° volumen de colorante
valvula a posicion 5
aspiracion de un volumen de agua (para evitar contaminacion entre canales)
. valvula a posicion 3
. la bureta carga 2500 ul de agua por la izquierda y empuja por la derecha toda
la secuencia acumulada hacia el detector (entonces comienza a actuar la parte
gréfica del programa)

© o N ok~ wdh R

e
= O

Ciclo de lavado final. Este ciclo final permite el vaciado y limpieza de todos los
canales con agua y de este modo los deja preparados hasta otro periodo de
funcionamiento.

1. cambio del caudal de trabajo a 4,40 ml /min

2. bureta carga 2500 ul por la derecha

3. valvula a posicion 1

4. bureta descarga por canal 1

* secuencia 2,3,4 repetida dos veces

5. bureta carga 2500 ul por la derecha

6. valvula a posicion 2

7. bureta descarga por canal 2

* secuencia 5,6,7 repetida dos veces

8. bureta carga 2500 ul por la derecha

9. vélvula a posicion 3

10. bureta descarga por canal 3

* secuencia 8,9,10 repetida dos veces

11. bureta carga 2500 pl por la derecha

12. vélvula a posicion 4

13. bureta descarga por canal 4

* secuencia 11,12,13 repetida dos veces

14. bureta carga 2500 pl por la derecha

15. valvula a posicién 5

16. bureta descarga por canal 5
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* secuencia 14,15,16 repetida dos veces
17. bureta carga 2500 pl por la derecha
18. valvula a posicion 6

19. bureta descarga por canal 6

* secuencia 17,18,19 repetida dos veces

5.3.2.1 Estudio de la relacion colorante-muestra y las condiciones de operacién

El objetivo principal de este estudio es la evaluacion de la respuesta del sistema SIA, sin
reaccion quimica, en funcion de las condiciones de operacion. Se ha estudiado el efecto de
las variables fisicas como caudal, didmetro y longitud del tubo de acumulacién. También
se ha estudiado la relacion colorante/agua y, el numero y tamafio de estas interfases. El
objetivo final es definir las condiciones que permitan tener dos interfases colorante/agua
separadas totalmente.

En primer lugar se ha procedido al estudio de la respuesta obtenida para un volumen de 50
ul de colorante y relaciones variables colorante/agua. Las condiciones iniciales de
operacion utilizadas en el sistema SIA, figura 5.1, se muestran en la tabla 5.4.

Tabla 5.4 Condiciones iniciales SIA sin reaccién quimica.

Condiciones iniciales del sistema SIA

Caudal 1,78 ml/min
Longitud tubo de acumulacion 153 cm
Diametro interno tubo de acumulacion 0,8 mm
Volumen tubo de acumulacion 0,503 ml
Longitud tubo de reaccion 31,5¢cm
Diémetro interno tubo de reaccién 0,7 mm

El colorante utilizado es una disolucion de rojo de fenol en medio basico que absorbe a
550 nm (8§ 3.2.1). Se han ensayado las relaciones de colorante y agua que aparecen en la
tabla 5.5. La experiencia con cada una de estas relaciones se ha repetido 5 veces. En la
misma tabla se muestra la media los valores obtenidos y el intervalo de confianza,
expresado como 1,1*”. Se han probado dos relaciones distintas y se ha ensayado de dos
modos distintos, con agua y sin agua al final del ciclo.

Tabla 5.5 Resultados de las primeras pruebas, #adiciones de agua como portador.

Relacién colorante/agua/colorante Absorbancia + I ., *%
50/100/50/100 (agua)# 0,279 + 0,007
50/100/50 0,320 + 0,006
50/250/50/100 (agua)# 0,214 + 0,008
50/250/50 0,301 + 0,006
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En la figura 5.7, se muestra un esquema de la secuencia de aspiracion y acumulacion de los
volimenes estudiados de colorante y agua, en el tubo de acumulacion. La microbureta,
cuando aspira, ejerce un flujo en sentido inverso y cuando impulsa lo hace en sentido
directo (8§ 1.4.1). En el esquema, el detector esta situado a la derecha y la microbureta a la
izquierda del tubo de acumulacion.

Aspiracién de colorante, agua, colorante

< Vdlvula E

<

Aspiracién de colorante, agua, colorante

< Vdlvula E

A

tubo de acumulacién (PTFE)

Inyeccidn de zonas aspiradas hacia el reactor y detector

< Vdlvula E

Figura 5.7 Secuencia de aspiracion de colorante y agua.

Se ha comprobado que la adicion de agua al final de una secuencia provoca un mayor
grado de dispersion. Esta fraccion de agua hace la misma funcion que el fluido del canal
portador en los sistemas de inyeccion en flujo (FIA) estudiados antes en el capitulo 4. En
estas condiciones no se han conseguido picos diferenciados, es decir, no se ha podido
discriminar entre interfases. En la primera relacion se ha obtenido un sélo pico, en la
segunda también pero mas achatado, en la tercera secuencia un pico con bajada menos
pronunciada y en el cuarto dos picos solapados. En la figura 5.8 se observa un ejemplo de
las dos primeras relaciones estudiadas (tabla 5.5).
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Figura 5.8 Picos obtenidos para un mismo volumen de colorante y distintas relaciones colorante/agua:
() C50/A100/C50/A100 uly (b) C50/A100/C50 pl.

5.3.2.2 Optimizacion de la separacion de interfases

Influencia del tubo de acumulacion

El objetivo de esta experiencia es identificar la influencia del aumento de longitud y
diametro del tubo de acumulacion, en la separacion efectiva entre interfases. Por esta razén
se probaron dos volimenes diferentes de colorante 200 y 25 ul, y un volumen central de

agua mayor de 500 pl. El resto de variables no fueron modificadas. En la tabla 5.6 se
muestran las nuevas condiciones estudiadas.

Tabla 5.6. Variacion de las caracteristicas del tubo de acumulacion.

Segundas condiciones del sistema SIA

Caudal 1,78 ml/min
Longitud tubo de acumulacién 410 cm
Diametro interno tubo de acumulacion 0,97 mm
Volumen tubo de acumulacion 3030 pl
Longitud tubo de reaccion 31,5¢cm
Di&metro interno tubo de reaccién 0,7 mm
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Figura 5.9 Respuesta obtenida para Q=1,78ml/min y las relaciones: (a) C25/A500/C25/A12,5 pl, (b)
C25/A500/A25/A12,5 ul, (c) A25/A500/C25/A12,5 pl y (d) superposicion de repuestas.

Sélo para el menor volumen de colorante (25 ul) se ha obtenido separacién entre
interfases. Es decir la relacion de volumenes tiene un peso mas importante en la respuesta,
que la longitud del tubo de acumulacion y su diametro. El pico global obtenido para las dos
interfases todavia no esta lo suficientemente separado. Aunque tiene dos partes
diferenciadas (figura 5.9 (a)). Un estudio particular de cada una de estas interfases ha
permitido asociar éstas con cada una de las partes del pico total (figura 5.9 (b) (c) (d)). La
relacion de volumenes estudiada ha sido: 25C-A/500A/25C-A/12,5A ul, con variaciones en
el primer y tercer volumen, segln se aspir6 agua o colorante. Si se comparan los valores de
absorbancia y los tiempos del maximo del pico se comprueba que coinciden y es posible
asociarlos correctamente con el pico global (tabla 5.7). Se observa que los valores de los
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méaximos del pico total son un poco superiores a los parciales debido a una menor
dispersion del colorante hacia el centro de la secuencia.

Tabla 5.7 Resultados obtenidos para Q=1,78 ml/min y la secuencia 25/500/25/12,5 ul. El
resto de condiciones experimentales aparecen en la tabla 5.6.

maxl tmaxl max2 tmax 2 max 1/max 2

Pico total 0,913 45 0,470 61 1,943
Pico primero 0,902 45 -- --
Pico segundo -- -- 0,368 61 2,451

A titulo de ejemplo y para explicar los resultados obtenidos, en la figura 5.10 se muestra un
esquema de la respuesta ideal en condiciones éptimas y la interfase asociada a cada pico.
Se observa que la primera fraccion de colorante aspirado corresponde al pico mas pequefio
porgue es el segundo en salir y sufre mayor dispersion. Esta primera fraccion penetra mas
en el tubo de acumulacion y despues recorre una distancia mayor en su envio hacia el
detector. El primer pico es mayor porque corresponde al segundo volumen de colorante
aspirado. En este caso, la dispersion que sufre es menor porque apenas penetra en el tubo
de acumulacion. Se ha de sefialar que el volumen de colorante en cada fraccion es idéntico.
Las secuencias de aspiracion e inyeccion se realizan en sentidos contrarios, primero son
acumuladas las distintas fases de derecha a izquierda y después enviadas hacia el detector
(inyectadas) de izquierda a derecha.

/L _a

portador agua  portador portador agua portador portador agua portador
colorante  agua agua colorante colorante colorante

Figura 5.10 Respuesta ideal para los picos e interfases correspondientes a la secuencia
colorante/agua/colorante/agua. En este caso el portador también es agua y la etapa es de la
inyeccion.

Influencia del caudal

Se ha estudiado el efecto de la variacion de caudal en la separacion de las interfases. Las
condiciones de operacion son las mismas que figuran en la tabla 5.6 excepto el caudal que
se ha disminuido a 1,02 ml/min. La relacion de volumenes es la misma que en la
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experiencia anterior: 25/500/25/12,5 ul de colorante/agua/colorante/agua. Se ha observado
gue una disminucion del caudal provoca una aumento de dispersién en las dos fracciones
de colorante, obteniéndose picos méas achatados. Este hecho, es mas pronunciado en el
primer volumen de colorante aspirado que corresponde al segundo pico. A este caudal se
consigue mayor separacion entre picos porque disminuye la mezcla entre las interfases. En
la figura 5.11 se pueden observar los resultados obtenidos.
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Figura 5.11 Respuesta obtenida para Q=1,02 ml/min y las relaciones: (a) C25/A500/C25/A12,5

ul, (b) C25/A500/A25/A12,5 ul, (c) A25/A500/C25/A12,5 ul y (d) superposicion de respuestas.
Se ha obtenido méas separacion entre interfases respecto al caudal superior, pero ésta no es
total. Se puede observar que la dispersion ha aumentado para el segundo pico, primer
volumen aspirado, pero para el primer pico es practicamente igual. Esta diferencia es
debida a que la disminucion del caudal provoca un aumento del tiempo de residencia del
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primer colorante aspirado. En la tabla 5.8 se muestran los valores de absorbancia obtenidos
y los tiempos de salida de los picos. Es posible asociar los picos individuales en el global
mediante comparacion del tiempo del maximo.

Tabla 5.8 Resultados obtenidos para Q=1,02 ml/min y la secuencia 25/500/25/12,5 ul. El
resto de condiciones experimentales aparecen en la tabla 5.6.

max1l tmaxl max2 tmax 2 max 1/max 2

Pico total 1,064 78 0,291 108 3,656
Pico primero 1,016 78 -- -
Pico segundo -- -- 0,265 111 3,834

A pesar del volumen de agua de separacion (500 ul) y de la disminucién del caudal no se
ha obtenido una separacion completa de las dos interfases por este motivo se disminuye el
diametro del tubo de acumulacién.

Disminucién del didmetro del tubo de acumulacién

Con el objetivo de aumentar mas la separacion entre interfases se ha disminuido el
diametro anterior de 0,97 mm a 0,5 mm. También se ha modificado el didametro del tubo de
reaccion, pero se han mantenido las longitudes de ambos. En estas condiciones y un caudal
de 1,78 ml/min aparecen sobre presiones en el sistema; la bureta no ejercia la presién
suficiente para desplazar los liquidos. Por este motivo se decidio disminuir el caudal a 0,5
ml/min y reducir la longitud del tubo de acumulacién a la minima, que permitiera acumular
los volimenes necesarios. Al realizar este cambio fue necesario modificar la velocidad de
adquisicion de datos para poder sincronizar la salida del pico con su registro. En la tabla
5.9 aparecen las condiciones experimentales utilizadas a partir de este momento en todas
las experiencias.

Tabla 5.9 Condiciones 6ptimas. Variacion simultanea del tubo de acumulacion y el caudal.

Condiciones finales SIA

Caudal 0,5 ml/min
Longitud tubo de acumulacion 310 cm
Diémetro interno tubo de acumulacién 0,5 mm
Volumen tubo de acumulacion 609 pl
Longitud tubo de reaccion 36 cm
Diametro interno tubo de reaccién 0,5 mm

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.12. La relacién de volimenes de
colorante y agua es la misma que en los subapartados anteriores. Se puede observar en los
picos la correspondencia de cada pico parcial (b) y (c) con el total (a), asi como en (d) la
combinacion de todos.
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Figura 5.12 Respuesta obtenida a Q=0,5 ml/min y las relaciones: (a) C25/A500/C25/A12,5 ul, (b)
C25/A500/A25/A12,5 wl , (c) A25/A500/C25/A12,5 ul y (d) superposicion de picos.

En la tabla 5.10 aparecen los valores de absorbancia obtenidos para cada uno de los
méaximos. Se observa que la medida de absorbancia relativa al primer pico es menor que en
los caudales anteriores, ya que en estas condiciones la dispersién ha aumentado. Aungue su
valor sigue coincidiendo entre el pico global y el primer pico solo.

Tabla 5.10 Resultados obtenidos en condiciones éptimas, para la secuencia 25/500/25/12,5 ul, a un Q=0,5
ml/min y con un tubo de acumulacion de didmetro 0,5 mm. El resto de condiciones aparecen en la tabla 5.9.

max1l tmaxl max2 tmax 2 max 1/max 2

Pico total 0,695 148 0,280 174 2,482
Pico primero 0,680 148 -- --
Pico segundo -- - 0,259 174 2,625
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Se comprueba que la absorbancia en el segundo pico es practicamente igual que en el pico
global lo que indica que la separacion entre fases ha aumentado y la dispersion del
colorante hacia la parte central ha disminuido. Esto se comprueba si se comparan las
diferencias de maximos obtenidas en el pico global respecto a las individuales en cada caso
(tablas 5.7, 5.8 y 5.10). Se observa que la diferencia es minima para las ultimas
condiciones ensayadas, mostradas en la tabla 5.9. Es decir la dispersion individual de cada
interfase ha aumentado, ya que los maximos de absorbancia han disminuido. Pero se ha
conseguido que la dispersion del colorante hacia el centro disminuya, ya que ha
aumentando la separacion entre las interfases. Las experiencias realizadas han permitido
visualizar la influencia de las diferentes variables del sistema de flujo sobre la
interpenetracion de zonas. Esta informacion servira de base para el desarrollo de sistemas
con reaccién quimica.

Los parametros que influyen en la separacién efectiva de interfases son simultaneamente
volumen de agua entre fases, caudal y diametro del tubo de acumulacién. Es necesario un
compromiso entre los tres para asegurar la separacion completa entre interfases. Esta se
asegura con volumenes pequefios de colorante respecto a los de agua y, caudales y
didmetros pequefios.

5.4 Determinacion de ion nitrito

El objetivo principal de este estudio es la validacion de toda la infraestructura desarrollada,
tomando como reaccion modelo la utilizada en la determinacion de ion nitrito. Esta
reaccion también fue empleada (ver capitulo 4) en el estudio del sistema FIA con
microbureta.

Se ha procedido al desarrollo e implementacion de un sistema para la determinacion de ion
nitrito basado en la técnica SIA. Las condiciones de operacion utilizadas en todo el
experimental desarrollado a continuacion, son las optimizadas en el apartado 5.3, y
recogidas en la tabla 5.9. El programa de gestion utilizado es el mismo que en el estudio
sin reaccion quimica. Unicamente se han variado las condiciones relativas a la parte
quimica del proceso, en concreto, la relacion de volimenes de reactivo y muestra asi como
el orden de aspiracion de éstos.

En sistemas con reaccion quimica, las sefiales correspondientes a cada interfase difieren
significativamente de las obtenidas en el § 5.3.2. No obstante, la informacién obtenida para
sistemas sin reaccion suministrarad ya un punto de partida valido para iniciar el estudio.

La secuencia general de insercion de las soluciones mimetizara la del sistema r-FIA
implementado en el capitulo 4. La introduccion de la zona de reactivo entre dos zonas de
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muestra generara dos interfases muestra/reactivo. El patron de mezcla de cada una de ellas
va a diferir en funcion del proceso de dispersion que sufra.

2 S
3 @ v (b)
a a
3 3
[ N [ N
tiempo tiempo
Ll | I LT [ |
c A C M R M
g (©)
g:_ C — Colorante
3 A — Agua
R — Reactivo
M —  Muestra
tiempo
I AN |
MR M

Figura 5.13 (a) Respuesta obtenida en sistemas sin reaccidn quimica, (b) respuesta en sistemas con
reaccion quimica y volumen grande de reactivo y, (c) respuesta en sistemas con reaccion quimica y
volumen pequefio de reactivo.

En vista de las condiciones en las cuales no se produce solapamiento de sefial (figura 5.13
(a)) en sistemas sin reaccidn, se puede concluir que si se pretende obtener un unico pico, es
necesario reducir el volumen de reactivo (figura 5.13 (b)). En sistemas con reaccion
quimica, y seguimiento del producto de la reaccién, la aparicion de éste tltimo sélo tendra
lugar en las zonas de interfase muestra-reactivo. La reduccion del volumen de reactivo
(figura 5.13 (c)) facilitara la interpenetracion de las dos interfases donde tiene lugar la
reaccion y por tanto la obtencion de un unico pico. Con este objetivo se han estudiado
diferentes relaciones de volumenes muestra/reactivo/muestra tomando como frontera
superior las fijadas para el sistema sin reaccion.

5.4.1 Caracterizacion de interfases en la secuencia muestra/reactivo/muestra

Para realizar las distintas pruebas se ha utilizado una disolucion de ion nitrito de 0,2 ppm.
Se ha seleccionado por ser un patrén de concentracion intermedia. A continuacién se
muestran los resultados preliminares obtenidos.

Se ha comenzado verificando la respuesta para la relacion optimizada para sistemas sin
reaccion quimica es decir, la relacion de volimenes de 25/500/25/12,5 ul pero en este caso
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patron/reactivo/patron/portador. El volumen de portador al final de la secuencia es el
mismo siempre, y en este caso también es agua destilada. Con esta relacion aparentemente
no se ha obtenido respuesta diferenciada entre interfases. Parece ser que se produce la
difusion del producto formado en el reactivo lo que provoca la obtencion de un sélo pico.
Cuando se disminuye el volumen de reactivo a 200 ul y se mantienen los volumenes de
patron también se obtiene un sélo pico aunque de menor altura. En la figura 5.14 se
muestra las respuestas obtenidas.
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Figura 5.14 Respuesta obtenida para las relaciones: (a) P25/R500/P25 y (b) P25/R200/P25.

Para intentar obtener mas informacion que facilite la interpretacion de estos resultados se
han ensayado relaciones en distintas series en las que el volumen de muestra ha aumentado
y el de reactivo se ha mantenido constante. Se han estudiado tres volimenes de reactivo
diferentes: 100, 200 y 300 pl en las relaciones que aparecen en la tabla 5.11. Se ha ido
incrementando, para cada uno de ellos, el volumen de patrén intentando conseguir mayor
respuesta. EI volumen de portador, agua destilada, ha sido 12,5 ul en todos los casos. A
partir de este punto se omitira esta informacion que se ha mantenido invariable en todos los
estudios realizados a continuacion.

Tabla 5.11 Relaciones de volumen estudiadas para la secuencia muestra/reactivo/muestra.

Muestra (ul) Reactivo (ul) Muestra (ul)

25 200 50
50 200 50
75 200 50
50 300 50
75 300 50
50 100 50
75 100 50
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En todos los casos, se han obtenido dos picos como respuesta siendo siempre de menor
altura el primero de ellos. Se ha comprobado que un aumento del volumen de reactivo
proporciona un ligero aumento de sefial que afecta al segundo pico mientras que el primero
permanece casi constante. A titulo de ejemplo, en la figura 5.15, se muestra la respuesta
obtenida con diferentes volumenes de patron y un volumen fijo de 200 ul de reactivo.
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Figura 5.15 Respuesta obtenida para un volumen de reactivo de 200 pl y distintos volimenes de patron.

El ligero aumento de sefial obtenido, asi como, la desaparicion de esta por debajo de la
linea base en la zona entre los dos picos lleva a la conclusion de que existen problemas de
desajuste entre los indices de refraccidn de las soluciones empleadas.

5.4.1.1 Efecto del indice de refraccion

Se ha estudiado del efecto del indice de refraccion en la respuesta realizando una serie de
ensayos con distintas relaciones de patrén y reactivo, duplicados con agua destilada en
lugar de patrdn. Las relaciones estudiadas aparecen en la tabla 5.12.

Tabla 5.12 Relaciones estudiadas para verificar la influencia del indice de refraccion en la respuesta.

Muestra (ul) Reactivo (ul) Muestra (ul)

50 100 50
25 200 50
75 200 50
50 300 50
75 300 50
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Como se comprueba en la figura 5.16 la respuesta obtenida para el agua es importante
aungue menor a la obtenida para la concentracién de nitritos de 0,2 ppm. Se ha observado
gue un aumento de volumen de muestra produce un aumento de la respuesta en ambos
casos.
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Figura 5.16 Respuesta obtenida para la secuencia muestra/reactivo/muestra, con volumen de
reactivo de 300 ul, (a) Relacion 50/300/50 ul y (b) relacién 75/300/50 pl.

La diferencia de absorbancia entre el pico de patrén y el pico con agua esta asociada con la
existencia de reaccion quimica. Este tipo de respuesta debida al efecto del indice de
refraccion en las medidas de absorbancia, ha sido explicado en el § 1.3.1 La respuesta
obtenida para los otros volimenes de reactivo (100 ul y 200 pl) es similar y se ha
comprobado que existe también diferencia respecto al agua.

5.4.1.2 Efecto del portador en la respuesta

Para observar, en toda su extension, el efecto del indice de refraccion en la sefial y dado
que el sistema espectrofotométrico utilizado no permite realizar lecturas de desviaciones
negativas de absorbancia, se decidio alterar el proceso de medida fijando la linea base a un
valor por encima de cero (0,350 UA). De los resultados obtenidos se comprueba
inmediatamente que el primer pico es debido mayoritariamente al efecto del indice de
refraccion y que el segundo es mayor de lo normal debido también a esta diferencia. La
diferencia de indices de refraccion entre las interfases, viene determinada por la
composicion del reactivo que contiene un 10% de &cido fosforico, sulfanilamida y
diclorhidrato de NED (8§ 3.2.1).
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Con estos resultados se evidencia, que el efecto del indice de refraccion, es mas
pronunciado cuando el grado de dispersion en el sistema es menor (sistema SIA frente al r-
FIA) y cuando los volumenes de muestra son pequefios en comparacion con los de
reactivo. En este Gltimo caso, la dispersion de la muestra hacia el portador favorece la
inexistencia de sefial debida a la reaccion. Cabria destacar que la diferente viscosidad entre
las disoluciones patron y reactivo parece reducir la dispersion en las interfases. Para
minimizar este efecto se substituyd el agua de la solucion portadora por HzPO4 10%.

En la figura 5.17 se muestra el resultado obtenido para dos experiencias realizadas con
distinto portador: agua destilada y H3PO,4 10 %. La relacién de muestra y reactivo es igual
en ambos casos, 50/300/50 ul. En un caso se ha realizado la aspiracion de agua y en el
otro, de un patrén de ion nitrito de concentracién 0,2 ppm.
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Figura 5.17 Estudio de distintos portadores en la respuesta obtenida para la secuencia

muestra/reactivo/muestra de 50/300/50 pl. (2) Agua desionizada y (b) HzPO,4 10 %.
Comparando ambas respuestas se observa que si el portador es HsPO4 10% se obtiene una
sefial menos distorsionada. En estas condiciones, parece reducirse drasticamente la
influencia del indice de refraccion pero se mantiene la baja interpenetracion de las
interfases patron-reactivo. Esto limita el desarrollo de la reaccion y, hace que las
diferencias entre el blanco y la muestra sean pequefias. A la vista de los resultados y las
dificultades existentes para alterar esta situacion se decidio minimizar en lo posible este
problema cambiando el orden de seleccion de las distintas soluciones. Con este objetivo se
procedid a estudiar una secuencia alternativa reactivo/muestra/reactivo.
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5.4.2 Caracterizacién de interfases en la secuencia reactivo/muestra/reactivo

Se han estudiado una serie de relaciones de voliumenes diferente y se han ensayado
utilizando agua destilada como portador. Las relaciones estudiadas figuran en la tabla 5.13.
Se ha podido comprobar que, si se utiliza agua como portador, el efecto del indice de
refraccion también se produce para esta secuencia.

Tabla 5.13 Relaciones estudiadas para la relacién reactivo/muestra/reactivo.

Reactivo (ul) Muestra (ul)  Reactivo (ul)

50 300 50
50 450 50
25 300 25
25 450 25
25 400 25
25 350 25
25 200 25
25 150 25
25 125 25
25 100 25

Para volumenes de reactivo y muestra elevados se obtienen unas oscilaciones mas
pronunciadas que disminuyen al reducir los dos. Como ejemplo en la figura 5.18 se puede
observar este fendmeno para dos relaciones diferentes, la primera de volimenes mayores
que la segunda. En todos los casos se observa la misma tendencia, al disminuir los
volumenes disminuye la respuesta pero también el efecto negativo del indice de refraccion.
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Figura 5.18 Efecto del indice de refraccion para la relacién reactivo/muestra/reactivo: (a) 50/300/50
ul'y (b) 25/150/25 pl.
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5.4.2.1 Efecto del indice de refraccion

Para minimizar este fendmeno, se ha estudiado la substitucion del agua en la disolucion
portadora por H3PO, 10 %, de la misma manera que se hizo para la secuencia
muestra/reactivo/muestra. En este caso se ha utilizado una relacion de volimenes
25/125/25 pl.
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Figura 5.19 Efecto del portador en la respuesta para la secuencia reactivo/muestra/reactivo en la
relacion 25/125/25 pl, utilizando como portador: (a) agua desionizada y (b) HsPO,4 10 %.

En la figura 5.19 se observa la diferencia que existe al utilizar agua y &cido como
portadores para esta relacion de volumenes. Como puede observarse se verifica una
inversion en la configuracion de la sefial. Con un portador de agua, aparece en primer lugar
el pico negativo mientras que con acido el primer pico es positivo. Este hecho demuestra
claramente, de acuerdo con lo sefialado en el § 1.3.1, que se estd ante un fenémeno de
absorcion parasita debida a variaciones del indice de refraccion. Atendiendo a la menor
complejidad de la sefial obtenida utilizando el portador acido, se decidio trabajar con él a
partir de este momento. Ademas se observa una mayor diferencia entre la respuesta del
blanco y el patron para la secuencia reactivo/muestra/reactivo con portador acido (figura
5.19 (b)) que para la secuencia muestra/reactivo/muestra (figura 5.17 (b)) con el mismo
portador.

5.5. Optimizacion del sistema en dos intervalos de concentracion

Asumida la imposibilidad de eliminar completamente este efecto, se decidio reducir méas
los volumenes utilizados para minimizarlo y se procedio a establecer un sistema operativo
para la determinacion de ion nitrito.
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Fijadas las condiciones de operacion en los mismos valores recogidos en la tabla 5.9 (8
5.3.2.2) y utilizando como disolucién portadora H3PO,4 10%, se procedié a optimizar la
secuencia de volumenes reactivo/muestra/reactivo para obtener un sistema robusto, versatil
y autoadaptativo para la determinacion de ion nitrito en dos intervalos de concentracion
diferenciados. El concepto de autoadaptacion se pretende alcanzar introduciendo como
variable Unicamente la modificacion de volumenes en la relacion estudiada.

Han sido realizados cuatro calibrados para definir la relacion de volumenes éptima. Se ha
utilizado concentraciones de ion nitrito desde 0-10 ppm y cada punto experimental
corresponde a la media de 3 valores de absorbancia. En todos los calibrados ha sido
realizado un blanco con agua y se ha efectuado la resta del blanco a todos los valores de
absorbancia para tener solo en cuenta el valor relacionado especificamente a la reaccién
quimica. De este modo se anulan los efectos indeseables de las variaciones de indice de
refraccion en la sefial obtenida. De todas formas, esta correccion solo se ha realizado al
trazar la recta de calibrado numérica y no en la grafica. Las cuatro relaciones estudiadas,
en los distintos calibrados, se muestran en la tabla 5.14.

Tabla 5.14 Relaciones utilizadas en la optimizacidon de la secuencia reactivo/muestra/reactivo.

Reactivo (ul) Muestra (ul) Reactivo (ul)

25 150 25

50 150 50

25 50 25
12,5 25 12,5

Las dos primeras relaciones se han estudiado para evaluar si, en los patrones de baja
concentracion, existe aumento de respuesta al aumentar el volumen de reactivo
manteniendo constante el volumen de muestra. Las dos ultimas se han ensayado para
estudiar su utilizacién en la determinacion de concentraciones mayores de ion nitrito, hasta
10 ppm.

5.5.1 Intervalo 0,0-3,0 ppm de ion nitrito

5.5.1.1 Relacién reactivo/muestra/reactivo 25/150/25

Se ha realizado un calibrado con la relacion de volumenes 25/150/25 ul y se ha obtenido la
respuesta de absorbancia que aparece en la figura 5.20 (a). En la figura puede comprobarse
que los efectos del indice de refraccion son mas notorios en las concentraciones menores y
en especial para el agua, mientras que, al aumentar la concentracion, el efecto va perdiendo
importancia debido al aumento de la absorbancia relativa a la reaccién quimica.
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Como ya se ha comentado antes, el valor de absorbancia real para cada concentracion sera
la diferencia entre el blanco y la absorbancia experimental relativa a cada patron (figura
5.20 (b) y (c)). Este céalculo previo sera realizado en todos los casos estudiados antes de
obtener la curva de calibracion correspondiente. En la figura 5.20 (d) se presenta la recta
de calibracion obtenida donde se comprueba la relacion lineal entre absorbancia y
concentracion a pesar de las interferencias. Los puntos de la recta corresponden a tres
replicados de cada patrén y su error viene expresado como el intervalo de confianza ln..>”
con un nivel de significacion del 95%. Los parametros de calibracidn correspondientes se
muestran en la tabla 5.15.
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Figura 5.20 (a) Respuesta obtenida para la relacion 25/150/25 pl, (b) picos obtenidos menos el
blanco, (c) igual que b en la escala de la recta de calibrado y (d) recta de calibracion correspondiente.
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Con el objetivo de validar la utilizacion como disolucion portadora de HsPO,4 10% se ha
realizado, en estas condiciones, un calibrado utilizando agua como portador. Los resultados
obtenidos aparecen en la figura 5.21 (a). Se observa que los picos son mas distorsionados y
el efecto de la diferencia de indice de refraccion es mas evidente para concentraciones
bajas y en concreto para el agua, mientras que a concentraciones mas altas éste aparece
minimizado y los picos no presentan tanta distorsion.

En la figura 5.21 (b) se muestra la recta de calibracion correspondiente y los parametros de
ésta en la tabla 5.15. Cada punto corresponde a la media de tres replicados y el error viene
determinado por 1,,°%. A pesar de ser més pronunciado visualmente el efecto del indice
de refraccién no se obtienen resultados significativamente diferentes, aunque la correlacion
y la precision son peores que cuando se utiliza H3PO4 10%.
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Figura 5.21 (a) Resultados obtenidos para la relacion 25/150/25 ul con agua como portador y (b) recta de
calibrado correspondiente.

5.5.1.2 Relacién reactivo/muestra/reactivo 50/150/50

Esta relacion ha sido estudiada con el objetivo de comprobar si un aumento del volumen de
reactivo, manteniendo constante el de muestra, produce un aumento de la sefial. De los
resultados obtenidos, se puede concluir que el valor de absorbancia es practicamente igual
al obtenido con 25 ul de reactivo. La respuesta para esta relacion se muestra en la figura
5.22 (a). Se puede comprobar que, al aumentar el volumen de reactivo a 50 ul, se han
obtenido unos picos mas distorsionados en los que se evidencia una mayor influencia del
efecto del indice de refraccion.
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Figura 5.22 (a) Respuesta obtenida para la relacién 50/150/50 ul y (b) recta de calibracion
correspondiente.

A pesar que la diferenciacion de los patrones respecto al agua ha aumentado en estas
condiciones, la recta de calibracion obtenida es peor (tabla 5.15), como se puede observar
en la figura 5.22 (b). Cada punto ha sido determinado por triplicado y el error asociado
calculado como 1,..>”. No se ha conseguido mejorar la respuesta respecto a la relacion
anterior.

5.5.2 Intervalo 0,0-20,0 ppm de ion nitrito

5.5.2.1 Relacién reactivo/muestra/reactivo 25/50/25

Se ha probado esta relacion de voliumenes para evaluar la respuesta cuando la
concentracion de nitritos es superior a 1,0 ppm ya que podria verificarse una pérdida de
linealidad de la recta de calibrado a concentraciones superiores. Se ha comprobado que la
respuesta obtenida es buena a altas concentraciones, siendo los picos gaussianos y no
presentando distorsiones. Ademas con esta relacion y para concentraciones a partir de 1,0
ppm, el efecto del indice de refraccion se minimiza hasta desaparecer y puede comprobarse
que la respuesta obtenida es sélo funcion de la reaccién de nitritos (figura 5.23 (a)). En la
figura 5.23 (b) se presenta la recta de calibracion correspondiente. Cada valor experimental
es la media de tres replicados y su error ha sido calculado como el intervalo de confianza,
I..>”. La ecuacién de la recta de calibracién se muestra en la tabla 5.15.
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Figura 5.23 (a) Respuesta obtenida para la relacion 25/50/25 ul y (b) recta de calibracién
correspondiente.
Se comprueba que para esta relacion de volimenes no es posible determinar
concentraciones de ion nitrito superiores a 5 ppm porque el valor méximo de la
absorbancia sobrepasa el limite superior experimental del equipo utilizado (2 UA). Para
aumentar el limite superior de respuesta lineal se ha realizado un calibrado utilizando
menor volumen de muestra y reactivo.

5.5.4.2 Relacion reactivo/muestra/reactivo 12,5/25/12,5

Se ha realizado un calibrado con la relacion de volimenes 12,5/25/12,5 ul y se ha
observado, figura 5.24 (a), que al disminuir la relacion se disminuye la sefial obtenida. No
obstante, se hace posible determinar concentraciones de ion nitrito de hasta 10,0 ppm. Se
ha minimizado también el efecto del indice de refraccion que solamente se aprecia para el
agua y para la concentracion inferior analizada, 0,5 ppm. Esto es debido a que la mayor
dispersion existente provoca una mayor igualacion de indices de refraccion. Se observa
que la respuesta para el resto de concentraciones es adecuada.

En la figura 5.24 (b) se muestra la recta de calibracion obtenida y en la tabla 5.15 los
pardmetros de calibracion correspondientes. Se ha obtenido una correlacion peor que para
la relacion anterior, aunque son comparables y los perfiles de los picos obtenidos son
mejores en este caso, evidenciando un mayor grado de mezcla entre muestra y reactivo.
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Figura 5.24 (a) Respuesta obtenida para la relacién 12,5/25/12,5 ul y (b) recta de calibracion
correspondiente.

5.5.3 Comparacion de calibrados

Para finalizar el estudio de la relacion de volimenes 6ptima en la secuencia
reactivo/muestra/reactivo, se han comparado los distintos calibrados realizados
agrupandolos por volumenes comunes. A continuacion en la figura 5.25 se muestran las
rectas de calibracion en funcion de: volumen de muestra de 150 ul (a), volumen de
muestra de 150 ul muestra con dos portadores, &cido y agua, para la relacion 25/150/25
ul (b), volumen de reactivo de 25 ul (¢), y dos voliumenes de muestra distintos 25 y 50 pl
(d). En la tabla 5.15 se resumen los valores obtenidos en la regresion.

Si se comparan las dos rectas de calibracion de la figura 5.25 (a), se comprueba que el
resultado obtenido es mejor para la relacion 25/150/25 ul que para 50/150/50 ul. Siendo
los valores de absorbancia practicamente iguales, en el segundo caso se han obtenido unos
picos mas distorsionados (figura 5.22 (a)).

En la figura 5.25 (b) se comprueba que los resultados obtenidos con agua y acido, como
portador, son comparables pero mejores para el acido. Si se comparan las figuras 5.20 (a),
portador acido, y 5.21(a), agua, puede concluirse que el efecto del indice de refraccion es
mas pronunciado cuando se utiliza agua como portador ya que los picos aparecen mas
distorsionados.

En la figura 5.25 (c) se ha comprobado la influencia del volumen de muestra cuando el de
reactivo se mantiene constante. Para ambos volimenes 150 y 50 ul se obtienen buenos
resultados. La Unica diferencia estd en la zona lineal de cada relacion, ya que con un
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Figura 5.25 Rectas de calibracion obtenidas en el estudio de la secuencia reactivo/muestra/reactivo y
distintas relaciones de volimenes. (2) Vmuestra: 150 pl y dos volimenes de reactivo, (b) Viuestra: 150 pl y
comparacion de portadores, (C) Vieactivo: 25 pl y dos volimenes distintos de muestra, (d) Vimuestra: 25, 50 pl
y la misma relacidn 1:2 reactivo/muestra.

El mismo resultado se ha obtenido en la figura 5.25 (d), donde puede apreciarse que la
respuesta obtenida es adecuada para ambas relaciones. Al disminuir los volimenes a la
mitad, manteniendo la relacion entre ellos, se consigue aumentar el intervalo hasta 10,0
ppm. No obstante, esta mejora de intervalo se consigue a expensas de la sensibilidad que
disminuye también a la mitad (tabla 5.15). Se observa que los picos obtenidos con la
relacion mas diluida (figura 5.24 (a)) presentan menor efecto del indice de refraccion.
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Esquematicamente, de esta serie de experiencias, se podria concluir que el H3PO, 10%
como portador minimiza el efecto de la diferencia de indice de refraccion en la
determinacion de la absorbancia y resulta por lo tanto mas idoneo. La relacion 6ptima de
volimenes elegida han sido 25/150/25 ul para el intervalo inferior de concentraciones, ya
que se obtiene mayor sensibilidad que con la relacion 25/50/25 ul (tabla 5.15).

Tabla 5.15 Resultados obtenidos en los calibrados realizados para distintas relaciones reactivo/
muestra/reactivo.

Relacion Portador H (UA) =a (% tn.2)Sa)+ b (£ tn2)Sp ) [NO2] (ppm) r
25/150/25  H3;P0,10%  H=0,01 (+0,03) + 0,45 (+0,04) [ NO, 1, (n=4) 0,9997
25/150/25 agua H= 0,02 (+0,08) + 0,48 (+0,12) [ NO,], (n=4) 0,9983

50/150/50  HsPO,10%  H=-0,04 (x0,04) + 0,52 (£0,22) -[ NO, T, (n=4) 0,9950
25/50/25  HsPO,10%  H=0,03 (£0,07) + 0,18 (£0,02)-[ NO,], (n=5)  0,9950
12,5/25/12,5 HsPO,10%  H=0,01 (£0,05) + 0,079 (x0,010) [ NO;], (n=5)  0,9993

Para el intervalo superior de concentraciones, la relacién 12,5/25/12,5 ul es la dptima
porque permite analizar hasta 20,0 ppm como limite superior de concentracion sin perder
excesiva sensibilidad (tabla 5.15). El tiempo necesario para realizar un analisis con la
metodologia SIA desarrollada es 5 minutos. Este tiempo es superior al de la metodologia r-
FIA (1 muestra/min) y es debido al tiempo necesario para realizar toda la secuencia de
seleccion, medida y movimiento de las distintas soluciones.

En el apartado siguiente aparece el estudio realizado para determinar las caracteristicas que
definen el sistema para cada intervalo de concentracién. Para evaluar cada uno de los
métodos propuestos se han realizado estudios de reproducibilidad y repetitividad y se ha
determinado el limite de deteccion.

5.5.4 Caracterizacion

Una vez optimizadas las relaciones de reactivo/muestra/reactivo para cada zona de
concentracion se ha procedido a la determinacion de los parametros de calidad que
caracterizan cada uno de los intervalos.

Limite de deteccion

El limite de deteccion se ha determinado como la concentracién minima que puede ser
determinada en las dos condiciones estudiadas con un 95 % de confianza. El procedimiento
seguido es idéntico al descrito anteriormente para el sistema r-FIA con microbureta.

Debido a las diferencias de indice de refraccion entre los patrones y el reactivo, las
medidas de absorbancia utilizadas son también, en ambas condiciones, la diferencia de
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absorbancia entre la muestra y el blanco. Por este motivo en los dos casos se ha calculado
el limite de deteccion como se indica en el § 3.3.1.1. A partir de la desviacién estandar de
una serie de blancos (ecuacién 3.1) se ha calculado el criterio de deteccidn en unidades de
absorbancia, este valor se ha multiplicado por dos y se ha incrementado en un 20%. Se ha
sustituido en una recta de calibrado y se ha obtenido el valor de concentracién minima
detectable. Se ha verificado esta concentracion mediante el analisis de una concentracion
proxima repetido 10 veces. Finalmente, se ha utilizado la desviacion estandar de la media
de estas 10 determinaciones y se ha calculado mediante la ecuacién 3.2 un nuevo criterio
de deteccion. De este modo solo el 5% de las muestras puede tener una concentracion por
debajo de su limite [Caulcutt y Boddy, 1983]. Substituyendo este valor en la recta de
calibracién se calcula el limite de deteccion. En la tabla 5.18 aparecen los resultados
obtenidos.

Repetitividad

La repetitividad en ambos casos ha sido estimada evaluando el error estandar relativo para
10 determinaciones de una concentracion intermedia del intervalo para ambas zonas de
concentracion. Para la secuencia 25/150/25 pl se analizado una concentracion de ion nitrito
de 0,75 ppm y para la secuencia 12,5/25/12,5 ul la concentracion fue 2,5 ppm. Hay que
destacar que en ninguno de los casos se ha obtenido un RSD (%) significativamente
superior al 1,5%, valor razonable para un método instrumental. En la figura 5.26 se
muestra el estudio de repetitividad y en la tabla 5.18 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 5.26 Repetitividad del método propuesto, (a) 0,75 ppm para el intervalo inferior de
concentracion y (b) 2,5 ppm para el intervalo superior.
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Reproducibilidad

La reproducibilidad ha sido estimada por comparacion de calibrados efectuados en dias
diferentes. Se ha estimado si existen diferencias significativas entre las medias del
parametro b de los distintos calibrados realizando el andlisis de varianza de un factor
ANOVA.

Tabla 5.16 Estudio de reproducibilidad para el intervalo 0,0-3,0 ppm de ion nitrito.

Rectas de calibracion (n=8) ANOVA de un factor
H(UA) = a (£t n-2)Sa) +b (£t (n-2S) - [NO2] (ppm)

H = 0,02 (£0.08) + 0,48 (+0,12) - [NO,] r=0,9975 Fealculada = 0,32079415
H =-0,01 (+£0,03) + 0,50 (£0,04) - [NO;] r=0,9990 Frabulada = 9,55208179
H = 0,03 (+0,03) + 0,48 (+0,02) - [NO;] r=0,9991 Fealculada < Ftabulada
H = 0,02 (£0,02) + 0,499 (£0,017)- [NO;] r=0,9994 no existen diferencias
H = 0,05 (£0,02) + 0,488 (+£0,015)- [NO,] r=0,9995 significativas
H = 0,03 (£0,01) + 0,474 (£0,009) - [NO,] r=0,9998 entre calibrados

En el intervalo inferior de concentracion la respuesta es lineal hasta 3,0 ppm, mientras que
en el intervalo superior la medida de absorbancia es lineal hasta 10,0 ppm. No obstante,
realizando el ajuste con un polinomio de segundo grado, ha sido posible incrementar el
limite superior hasta 20,0 ppm. Este pérdida de linealidad esta asociada a la resolucion del
equipo utilizado para la determinacion de la absorbancia [Skoog y Leary, 1994]. En la
tabla 5.16 se presentan las distintas rectas de calibracion utilizadas y los resultados
obtenidos en el andlisis de varianza para el intervalo inferior de concentracion.

Tabla 5.17 Estudio de reproducibilidad para el intervalo 0,0-20,0 ppm de ion nitrito. Los erroresde a, by ¢
estan expresados como el error estandar, S,../n ™

Rectas de calibracion (n=7) ANOVA de un factor
H(UA)=a+b [NO,]+c [NO, ]
H=0,017 (+0,014) + 0,093 (+0,005)-[NO,]-0,0012 (+0,0002)-[NO,]? Fealculada = 0,0857143
H=0,010 (+0,013) + 0,117 (+0,005):[NO,]-0,0015 (+0,0002)-[NO, ] Frabulada = 10,127963

H=0,010 (+0,013) + 0,094 (+0,005)-[NO,]-0,0012 (+0,0002)-[NO,]? Fealculada < Frabulada
H=0,014 (+0,004) + 0,098 (+0,002)-[NO,]-0,0011 (+0,0001)-[NO,]*  no existen diferencias
H=0,021 (+0,017) + 0,102 (+0,006)-[NO,]-0,0014 (+0,0003)-[NO,]? significativas

entre calibrados

En la tabla 5.17 se muestran las distintas rectas de calibrado obtenidas y el analisis de
varianza de un factor para el intervalo superior de concentracion. Los errores de los
coeficientes estan expresados como el error estandar (s,.1/n"?). En ambos condiciones se
comprueba que no existen diferencias significativas entre las pendientes obtenidas en
diferentes dias, Fcaiculada<Ftabutada- POr 10 tanto, las condiciones propuestas son reproducibles
y se acepta la hipotesis nula: las medias de las pendientes no difieren significativamente.
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En la tabla 5.18 se muestra un resumen de los resultados obtenidos, en la caracterizacion
del sistema desarrollado, para los dos intervalos de concentracion.

Tabla 5.18 Principales parametros de calidad del sistema SIA para la determinacién de ion nitrito. La
repetitividad ha sido estimada para un estandar de 0,75ppm y 2,5 ppm respectivamente.

Paradmetro Intervalo inferior de Intervalo superior de

concentracion concentracion
Intervalo de concentracién 0,0-3,0 ppm 0,0-20,0 ppm
Limite de deteccion 0,048 ppm 0,40 ppm
Secuencia reactivo/muestra/reactivo 25/150/25 pl 12,5/25/12,5 pl
Consumo de reactivo 50 ul analisis™ 25 pl anélisis™
Consumo de muestra 150 pl anélisis™ 25 pl anélisis™
Repetitividad (RSD(%); n=10) 0,88 1,54
Reproducibilidad (ANOVA 1 via) Fea=0,32<F;4,=9,55 (n=6) F.=0,08<F,=10,13 (n=5)
Frecuencia anélisis (h ™) 12 12

En la figura 5.27 (a) se muestran los picos de absorbancia obtenidos para distintas
concentraciones de ion nitrito con la relacion reactivo/muestra/reactivo de 25/150/25 pl.
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Figura 5.27 (a) Registros de absorbancia para un calibrado tipo para la secuencia 25/150/25 pl en el intervalo
0,0-3,0 ppm de ion nitrito, y (b) ajuste lineal correspondiente restando el blanco a todos los picos.

Los registros se han efectuado modificando la linea base (aproximadamente 0,330
unidades de absorbancia) para poder apreciar los efectos de la diferencia de indice de
refraccion. En la figura 5.27 (b), se muestra una recta de calibracién tipica obtenida en
condiciones dptimas correspondiente a la sexta recta de la tabla 5.16.

El error en los puntos experimentales ha sido calculado como el intervalo de confianza con
un nivel del 95%, para n=3. Puede observarse que el efecto provocado por la diferencia de
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indice de refraccion se minimiza al aumentar la concentracion y solo es apreciable para
concentraciones menores de 0,5 ppm. A partir de esta concentracién el pico no aparece
distorsionado y solo son evidentes los efectos debidos a la reaccion quimica.

En la figura 5.28 (a) se presenta los picos de absorbancia obtenidos para un calibrado
realizado en el intervalo superior de concentracion, con la relacion 12,5/25/12,5 ul. Puede
observarse que el efecto del indice de refraccion desaparece para las concentraciones
superiores, siendo minimo para las inferiores en comparacion a la respuesta obtenida para
la otra relacion (figura 5.27 (a)). En la figura 5.28 (b) se presenta la curva de calibracion
correspondiente. Los parametros del ajuste son los de la quinta curva de la tabla 5.17. Cada
concentracion ha sido analizada por triplicado y el error asociado ha sido calculado con un
intervalo de confianza del 95%.
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Figura 5.28 (a) Registros de absorbancia para un calibrado tipo, para la secuencia 12,5/25/12,5 ul, en el
intervalo 0,0-20,0ppm de ion nitrito y, (b) ajuste con un polinomio de segundo grado. Los valores de
absorbancia en el ajuste son el blanco menos la respuesta para cada concentracion.

5.6 Desarrollo del sistema autoadaptativo

Para finalizar la implementacién del sistema SIA desarrollado y conferirle capacidad
autoadaptativa, ha sido necesario realizar una serie de cambios en el programa de gestion.
Los cambios efectuados permiten la toma de decisiones, mediante un control por retroceso
o feedback. Con las modificaciones efectuadas, el sistema podré trabajar de una forma
independiente adaptandose a los diferentes intervalos de concentracion que pueda presentar
una muestra. Ademas el programa permite la realizacion automatica de calibrados y tiene
también la capacidad de autocalibrarse.
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5.6.1 Programa de gestion

El nuevo programa de gestion tiene los mismos modulos basicos que el inicial (ver figura
5.5). La diferencia principal esta en la ampliacion de funciones que pueden realizarse ahora
bajo peticion por teclado vy, en el sistema feedback de toma de decisiones incorporado. En
la figura 5.29 se muestran el nuevo cuadro de didlogo del programa autoadaptativo
desarrollado.

Tratamiento de una
peticion por teclado

¢Existe alguna No . - P
peticién? > Fin del médulo
A
N
Seleccién
de caso
J
F1
Alf F1 Lavado 1 >
< Calibracion 1
2
Alt F2 F Lavado 2 >
< Calibracién 2 i
F3 A II- . f ¥4 b . -
— Alt E3 ndlisis concentracion baja >
< Monitorizacion
F4 , n
Andlisis concentracion alta >
. Alt F4
< Limpieza canal
F5 o
Aumentar escala grdfica >
Alt F5
< Prueba 1
Fé o .
Alt E6 Disminuir escala grafica >
< Prueba 2
F7 o _
Borrar pantalla grdfica >
Todas las pruebas Alt F7
F8 Guardar datos en fichero >
F9
Realizar blanco
Cualquier otra tecla R
CTRL C
Sadlida programa

Figura 5.29 Nuevo cuadro de peticiones del programa autoadaptativo de gestion de fluidos.

La diferencia principal del sistema de gestion radica en la subrutina de monitorizacion, y
en las subrutinas implicitas de calibracion y calculo numérico. Ahora no sélo se realiza el
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analisis sino que se adaptan de modo automatico las condiciones de éste a la composicion
de la muestra.

Cuando se comienza a trabajar, el sistema realiza un calibrado para cada uno de los
intervalos de concentracion (figura 5.29). Calcula las rectas de calibracion y guarda este
resultado. Durante la etapa de monitorizacion siempre realiza el primer analisis de la
muestra en las condiciones del intervalo inferior de concentracion, es decir 25/150/25 pl.
El valor obtenido de absorbancia se compara con el valor control, y si la absorbancia
supera el valor de 1,5 UA se repite el analisis en las condiciones del intervalo superior de
concentracion (12,5/25/12,5 ul). Una vez finalizado el andlisis en las condiciones 6ptimas
se calcula la concentracion de la muestra en ppm y el resultado se muestra por pantalla
junto con el registro de absorbancia. A todos los valores de absorbancia se les resta el valor
del blanco tanto en los patrones como en las muestras.

Durante el proceso de monitorizacion y cuando el analisis se realiza en las condiciones del
intervalo superior de concentracion, si el valor de absorbancia es menor de 0,3 UA se
repite el andlisis pero en las condiciones del intervalo inferior de concentracion. Una vez
finalizado el analisis de una muestra el programa realiza un ciclo de lavado del canal de
aspiracion con la siguiente muestra, antes del analisis.

1,8 18
1,6 — 1,6
~ 1,4 ~ 14 —
1S | 1S |
e o
0 1,2 9 1,2
Yol B [Te) N
I I
8 08 - S 08 -
= c
8 i 8 i
5 0,6+ 5 0,6
] : ] :
< 04+ < 04+
0,2 L 0.2
010 I I I I T [ 010 1 ‘A\_A“ h‘ I I I I I I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
tiempo (s) tiempo (s)

(@ (b)

Figura 5.30 Respuesta obtenida para los calibrados efectuados en el intervalo superior e inferior de
concentracion, (a) intervalo 0,0-3,0 ppm y (b) intervalo 0,0- 20,0 ppm. Las concentraciones analizadas
son 0,0; 0,05; 1,0y 2,0 ppm para a 'y 0,0; 2,0; 10,0 y 20,0 ppm para b.
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Una vez minimizados los efectos negativos del indice de refraccion, se elimina la
necesidad de aumentar artificialmente el valor del cero de absorbancia cuando circula
solamente el portador por el tubo de reaccion. A partir de este punto siempre se realizaran
los registros sin modificar la linea de base. La concentracion de los patrones utilizados
para la obtencién de las rectas de calibracion son: a) intervalo inferior: 0,0 ppm, 0,05ppm,
1,0 ppmy 2,0 ppm; b) intervalo superior: 0,0 ppm, 2,0 ppm, 10,0 ppm y 20, 0 ppm. En la
figura 5.30 puede observarse la alta repetitividad obtenida con la metodologia
implementada, asi como la disminucion del efecto del indice de refraccion gracias al uso
de la relacion de volumenes Optima.

En la figura 5.31 se muestra el diagrama de flujo del sistema de gestion de fluidos
autoadaptativo desarrollado para la determinacion de ion nitrito, en dos intervalos de
concentracion diferentes. El programa se presenta en el apéndice 9.2.

La subrutina de andlisis dentro del programa viene determinada por la reaccion quimica
que se produce (8 1.6.2) y por el equipo SIA utilizado (figura 5.1). Volimenes variables de
muestra y reactivo son aspirados secuencialmente, acumulados en el tubo de acumulacion
y enviados hacia el detector. Un ciclo completo de medida tiene las siguientes etapas:

1. aspiracion de 25 ul 0 12,5 ul de reactivo 1 en el tubo de acumulacion (puerto 4);

2. aspiracion de 150 pl o 25 ul de la muestra (puerto 2) en el tubo de aspiracion;

3. aspiracion de 25 ul 0 12,5 ul del reactivo2 (puerto 4);

4. aspiracion de 12,5 ul de agua desionizada (puerto 5) en el tubo de acumulacion;

5. inyeccion de la secuencia acumulada reactivol/muestra/reactivo2/agua hacia el tubo de
reaccion a traves del puerto 3;

6. impulsion hacia el detector usando la solucion portadora de H3PO4 al 10%;

7. medida de la absorbancia del colorante azoico formado a 555 nm;

8. después de esta etapa, se repite el ciclo para la siguiente determinacion o en su defecto
se realiza una etapa de lavado.

El tiempo de un ciclo de anélisis completo es de 5 minutos. EIl programa desarrollado
realiza de modo automatico el control total del proceso. Esto incluye desde la adquisicion
de datos hasta la seleccion de la relacion 6ptima gracias al control feedback programado.
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<
O Inicializacién del equipo
S |
N Estabilizacién
* — espectrofotémetro
|
. 8 J Solicitud de patrones (rango bajo)
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NO Inyeccién de patrén Obtencién altura
4 P de pico (UA)

¢Ultima inyeccién ?
(2ppm)

Cdlculos regresién lineal
rango bajo de concentracién

Solicitud de patrones (rango alto)
blanco, 2, 10 y 20ppm

Inyeccién de Obtencién altura de

¢Ultima inyeccién ?
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rango alto de concentracién

Presentacién resultados de
calibrados (pantalla y fichero)

............................................................. I.
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calibracién del equipo

Inyeccién muestra
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¢Fin andlisis? Parar programa
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Figura 5.31 Diagrama de flujo del sistema autoadaptativo desarrollado para el analisis de ion nitrito en dos
intervalos de concentracion. Intervalo 0,0-3,0 ppm, secuencia 25/150/25 ul e intervalo 0,0-20,0 ppm, secuencia
12,5/25/12,5 pl.
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5.6.2 Validacion con muestras sintéticas o patrén

Una vez realizadas las modificaciones necesarias en el programa autoadaptativo y
comprobada su capacidad de autocalibracion, se realiz6 un ultimo estudio preliminar. Este
consistio en verificar el funcionamiento correcto de todo el sistema integrado de gestion de
fluidos, antes de su aplicacion al analisis de muestras reales.

Una vez realizado el calibrado, el sistema realiza un primer anélisis de la muestra en las
condiciones definidas para el intervalo bajo. Si el valor de absorbancia supera 1,5 UA se
repite de nuevo el analisis en las condiciones fijadas para el intervalo alto. Si durante el
proceso de monitorizacion una muestra da un resultado de absorbancia menor < 0,3 UA se
repite el analisis en las condiciones del intervalo superior. En la figura 5.32 se aprecian los
resultados obtenidos en la validacion con dos soluciones patron, de 2,5 ppm de ion nitrito y
5,0 ppm de ion nitrito.

1,8

1,6 —

1,4

1,2

1,0

0,8 —

0,6 —

0,4 —

555 nm)

Absorbancia (A

0,0 . [ R A B w w w w w
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500

tiempo (s)

Figura 5.32 Respuesta obtenida para soluciones patron de 2,5 ppm y 5,0 ppm. Cuando la
concentracion es mayor de 3,0 ppm, supera el valor de 1,5 UA y el analisis se repite en las
condiciones del intervalo alto (picos pequefios).
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5.7 Validacién del sistema con muestras reales

Como aplicacidn final del sistema autoadaptativo desarrollado se han analizado dos series
de muestras. Con el objeto de validar con muestras reales el sistema autoadaptativo de
andlisis de ion nitrito se han estudiado dos situaciones reales bien diferenciadas. Todas las
muestras proceden del estudio del proceso de nitrificacion biologico de una planta
depuradora piloto. Este proceso se caracteriza por tener el ion nitrito como intermedio de
reaccién. En el primer caso, las muestras proceden del estudio de la cinética de inhibicion
por ion nitrito de la reaccion de nitratacion de aguas industriales con alta carga de
nitrégeno. La concentracion de ion nitrito en estas muestras puede oscilar dentro del
intervalo entre 0,0-1500 ppm, por lo que se tuvo que proceder a su dilucién. En el segundo
caso, las muestras pertenecen a un seguimiento respirométrico del proceso de nitrificacién
en un agua residual urbana. Aqui, la concentracion de ion nitrito puede oscilar entre 0,0-
20,0 ppm, por lo se analizaron directamente sin dilucion previa.

5.7.1. Cinética de inhibicion

Las aguas residuales industriales pueden presentar elevadas concentraciones de nitrégeno,
dependiendo del proceso que las genera. Por tanto, es bastante frecuente observar
inhibicion por sustrato de la nitrificacion en el tratamiento biolégico de este tipo de
efluentes.

Tanto las bacterias amoniooxidantes como las nitritooxidantes se ven inhibidas por sus
propios sustratos: amonio y nitrito. La inhibicion es debida a las formas libres de estas
moléculas, que son amoniaco (NH3) y acido nitroso (HNO,) (figura 5.33). El pH influird
directamente en los equilibrios entre las formas idnicas y las formas libres, de tal forma
que si el pH es elevado, los equilibrios se desplazan hacia el NH3 y el NO,", mientras que si
es bajo, aumentaran las concentraciones de NH;" y HNO.

NH, Inhibicién HNO, Tnhibicién

] | Bacterias amonioxidantes | |

NH,* NO, NO,

Nitritacién Nitratacién

Bacterias nitritoxidantes

Inhibicién

Figura 5.33 Esquema de las reacciones e inhibiciones del proceso de nitrificacion.
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Las concentraciones a las que se produce inhibicion en un sistema nitrificante pueden
variar dependiendo de factores como la aclimatacion de la biomasa nitrificante a NH3z y a
HNO,, la temperatura o la concentracion de microorganismos nitrificantes activos. Por otro
lado, la inhibicion por sustrato de los microorganismos nitrificantes es reversible si
disminuye la concentracion de amoniaco o de &cido nitroso.

Se han desarrollado muchos modelos matematicos para cuantificar la inhibicion por
sustrato del crecimiento de los microorganismos [Carrera, 2001]. En muchos casos estas
ecuaciones han derivado de la teoria de inhibicion enzimética. Asi, el primer modelo
cinético para describir la inhibicién por sustrato fue el modelo enzimatico propuesto por
Haldane [Guisasola et al., 2003], que sirvié de punto de partida de muchos otros descritos
posteriormente. EI modelo de Haldane es la base sobre la que se han desarrollado otros
modelos que cuantifican el efecto inhibitorio del sustrato en la cinética de crecimiento de
los microorganismos.

Las muestras analizadas procedian de un estudio de cinética de inhibicidn realizado en una
planta piloto de aguas residuales de alta carga. El procedimiento seguido ha sido realizar
un pulso de ion nitrito de 1500 ppm (1ppm NO;" son 0,3043 ppm N- NOy) en el reactor en
discontinuo, y determinar su concentracion en funcién del tiempo. También se ha
determinado la velocidad de consumo de oxigeno (Oxygen Uptake Rate, OUR). La OUR
se ha determinado parando la aireacion y calculando la pendiente de la bajada de oxigeno
que se producia. Se ha calculado la OUR en el estado enddgeno, sélo respiracion sin
oxidacion de sustrato, para poder restarla y conocer la OUR debida al consumo de oxigeno.
Con estos datos ha podido estimarse la velocidad de nitratacion del proceso y el valor de
las constantes asociadas a esta velocidad.

A continuacion se explica el procedimiento seguido y los resultados obtenidos. Las
muestras analizadas han sido tomadas directamente de la planta piloto, filtradas después
con un filtro de 0,45 micras, diluidas cuando ha sido necesario, y analizadas por dos
métodos: el método SIA propuesto y mediante la técnica de electroforesis capilar. Esta
técnica analitica se utiliza como método de rutina para determinar simultdneamente la
concentracion de diversos iones en la planta piloto.

El total de muestras analizadas ha sido 17. Inicialmente se realizé la autocalibracion del
equipo en los dos intervalos de concentracion y posteriormente se analizaron las muestras.
Las condiciones finales son las optimizadas para los dos intervalos de concentracion (85.5)
en las condiciones de operacion definidas en la tabla 5.9 (§ 5.3.2.2). En la tabla 5.19 se
detallan las caracteristicas definitivas del sistema de gestion de fluidos utilizadas. EI primer
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analisis de una muestra permite determinar si el intervalo de aplicacion es el correcto. Si lo
es, el andlisis se realiza por triplicado y si no se repite en la segunda relacion de
volumenes. Debido a la alta concentracion de ion nitrito las primeras muestras, justo
después del pulso de ion nitrito (1500 ppm), fueron diluidas inicialmente 2/250. Las
ultimas muestras con menor concentracion de ion nitrito se analizaron directamente sin
dilucion.

Tabla 5.19 Condiciones finales utilizadas en el analisis de muestras reales.

Parametro Intervalo 0,0-3,0 ppm Intervalo 0,0-20,0 ppm
Caudal del portador 0,5 ml/min _ 0,5 ml/min
Solucién portadora _ HsPO, 10% _ HsPO, 10%

_ Secuencia 25/150/25 12,5/25/12,5
reactivo/muestra/reactivo _
1*" analisis n analisis
Programa monitorizacion Abs<1,5UA triplicado Abs>0,3 triplicado
9 Abs>1,5 cambio a 22 relacion  Abs<0,3 cambio a 12 relacién
lavado entre muestras lavado entre muestras

Los resultados obtenidos con el método propuesto se han comparado con los obtenidos por
la técnica de la electroforesis capilar. Hay que destacar que la técnica de electroforesis
capilar presenta problemas en el analisis de muestras con alta concentracion de iones,
porque se produce enmascaramiento cuando el ion a determinar esté en baja concentracion.
Presenta, por tanto, dos desventajas importantes la presencia de interferencias debidas a
otros iones presentes y el problema de su alto limite de deteccion para ion nitrito, alrededor
de 8 ppm. Por esta razén, se obtienen resultados con mucho error en concentraciones de
ion nitrito por debajo de 10 ppm.

En la comparacion de resultados se han utilizado los criterios estadisticos mas comunes
como son el test t de Student para muestras por parejas y la comparacion de métodos por
regresion lineal [Miller y Milller, 1993]. En este primero, se adopta la hipotesis nula que
no existen diferencias significativas entre las concentraciones proporcionadas por los dos
métodos, y se compara si la media de las diferencias difiere significativamente de cero con
un indice de confianza del 95%. Si el estadistico calculado (tc) resulta inferior a un valor
critico tabulado se acepta la hipotesis: el método no proporciona valores significativamente
diferentes para las concentraciones medidas. Cuando el intervalo de concentracion de las
muestras medidas es amplio, el método estadistico mas valido es la regresion lineal. En
este método se calcula el valor de la ordenada en el origen, la pendiente y el coeficiente de
correlacion por regresion directa de los valores obtenidos frente a los de referencia. Si cada
muestra presenta un resultado idéntico con los dos métodos analiticos, la recta de regresion
tendra una ordenada en el origen de 0 y pendiente de 1. Para comprobar que la ordenada en

180



Andlisis autoadapatativo por inyeccién secuencial

el origen y la pendiente no difieren significativamente de 0 y 1 respectivamente, se han
determinado los limites de confianza con un nivel de significacion del 95%.

Se ha de tener en cuenta que la recta de regresion se calcula suponiendo que los errores en
el eje de las x son despreciables y, se cumple que todos los errores tienen lugar en la
direccion de las “y”. Generalmente, esto es valido en la generacion de una recta de
calibracién de un unico método, no puede justificarse cuando la recta de regresién se usa
con propdsitos de comparacion. A pesar de ello, simulaciones y experiencias practicas
muestran que los resultados son fiables si se cumplen las siguientes aproximaciones: el
método mas preciso se representa en el eje de las x; el nimero minimo de puntos
experimentales ha de ser 10; y estos han de cubrir el intervalo de concentraciones de
interés de una manera aproximadamente uniforme.

En este caso se ha considerado como método maés preciso el método propuesto, ya que
presenta menos interferencias, un menor limite de deteccion y ademas estd basado en la
misma reaccion del método de estandar para aguas potables y residuales [APHA-AWWA-
WEF, 1999]. Por tanto se trata de la misma determinacion pero realizada mediante un
sistema automatico.

En la figura 5.34 se ha representado la regresion lineal de los dos métodos y en la tabla
5.20 se muestran los resultados obtenidos tanto para la regresion directa como para el
método de comparacién de la t de Student. Se dispone de 17 datos experimentales que
cubren un intervalo de concentracién de 0,16 a 500 mg N-NO,-I* de ion nitrito,
encontrandose distribuidas en todo el intervalo.

Tabla 5.20 Comparacion estadistica de los resultados. Nimero de puntos experimentales n=17.

Método estadistico Valores de los parametros (95%b) ¢ Diferencias significativas
con el 95% de confianza?

Prueba t para muestras

por parejas tear = 0,17, tp = 2,125 tea < tiap no

ordenada en el origen = 0,24 + 13,7
pendiente = 0,95 + 0,05 no
r=0,9946

Regresion directa
electroforesis frente a SIA

De los resultados obtenidos se desprende que los métodos son comparables con un nivel de
significacion del 95%. Por tanto, se concluye que el sistema SIA desarrollado proporciona
resultados satisfactorios en la determinacion de ion nitrito en muestras complejas y que
estos no difieren de los obtenidos a partir de la técnica de la electroforesis. Ademas se ha
podido comprobar que el método propuesto permite analizar muestras en todo el intervalo
de concentracion, mientras que la electroforesis capilar no permite determinar las
concentraciones menores del intervalo.
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Figura 5.34 Comparacion por regresion directa de los dos métodos de analisis.

Para finalizar, se muestra el modelo establecido a partir de las concentraciones de ion
nitrito determinadas con el sistema SIA autoadaptativo desarrollado, y la OUR calculada
simultaneamente. Los resultados obtenidos han permitido estimar los valores de las
constantes que definen la velocidad de nitratacion. La OUR se ha determinado parando la
aireacion y calculando la pendiente de la bajada de oxigeno que se produce. También se ha
calculado la OUR en el estado enddgeno para poder restarla y conocer la OUR debida sélo
al consumo de oxigeno.

La velocidad de nitratacion se calcula a partir de la OUR que se determina en el mismo
momento de tomar la muestra como:

_ OUR - 0OURendodgena
[biomasa]-1,143

ecuacion 5.1

El factor de 1,143 mg O,/mg N-NO, corresponde al coeficiente estequiométrico que
relaciona el consumo de oxigeno y el consumo de ion nitrito. Los datos se han ajustado al
modelo de Haldane que tiene en cuenta la inhibicion por sustrato. EI modelo tiene la forma

siguiente:

182



Andlisis autoadapatativo por inyeccién secuencial

ecuacion 5.2

donde,

r es la velocidad de nitratacion, S es la concentracion de substrato (mg N-NOy™ 1™, rax la
velocidad de nitratacion maxima, Ks es la constante de semisaturacion y Ki es el
coeficiente de inhibicion para substrato de Haldane. Estos parametros son los que se
ajustan a partir de los valores de velocidad y de concentracion de ion nitrito. El resultado

obtenido es:
Mmax = 0,2572 mg N-NO, mg™ SSV ™' dia™
Ks = 1,762 mg N-NO, I'*
Ki = 238,84 mg N-NO, I
0,25

® puntos experimentales
—— ajuste del modelo

Velocidad de nitratacion (mg N-NO,™ / mg SSVdia)

0,00 T T T T
0 100 200 300 400 500

Concentracion de ion nitrito (mg N-NO, /1)

Figura 5.35 Modelo de cinética de inhibicién ajustado con los valores de OUR y la concentracién de
ion nitrito determinada con el método SIA.

En la figura 5.35 se muestra la velocidad de nitratacion calculada y los resultados de las
muestras analizadas, expresados en mg N-NO,/l. EI modelo predice una inhibicion que
ajusta satisfactoriamente a los resultados experimentales.
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5.7.2. Respirometria

La respirometria se define como la medida y posterior interpretacion del consumo
bioldgico de oxigeno de una biomasa (respiracion) bajo unas condiciones determinadas. Es
una técnica muy utilizada para la determinacién de parametros cinéticos caracteristicos de
la biomasa. Es muy Util para la caracterizacién de aguas residuales, por ejemplo se aplica
en la determinacion de parametros como la demanda bioldgica de oxigeno (DBO). Ademas
permite determinar toxicidades tanto para microorganismos heterotrofos como nitrificantes
entre otras aplicaciones. El uso de la respirometria supone una disminucion del tiempo
empleado por otras técnicas para cada una de estas aplicaciones.

El fundamento de esta técnica es la relacion directa de la OUR con el consumo de sustrato
y el crecimiento de la biomasa. La variacién de la concentracion de OD en el sistema
depende del aporte de oxigeno y de su consumo por parte de la biomasa para su
metabolismo enddgeno, y para el consumo exodgeno, es decir, para la oxidacion del
sustrato.

Existen diferentes tipos de respirometrias, dependiendo de donde se realice la medida de
OD (gas o liquido), y de si la fase liquida y la fase gas son estaticas. En este caso se ha
utilizado un sistema LSS (Liquid Static gas Static), con la medida de oxigeno en el liquido,
y con ambas fases estaticas [Guisasola et al., 2002].

Las muestras analizadas presentaban una concentracion de ion nitrito en el intervalo
comprendido entre 0,0-20,0 ppm. Esto ha permitido su determinacién automatica con el
método desarrollado sin necesidad de dilucién previa. Inicialmente las muestras son
pasadas por un filtro de 0,45 micras. El experimento ha consistido en alimentar un reactor
piloto de 2000 ml con un pulso de aproximadamente 16 ppm de N-NH4", y seguir la
variacion de oxigeno disuelto y la concentracion de ion nitrito. La biomasa oxida el N-
NH," a N-NO,’, y después el ion nitrito se acaba de oxidar a ion nitrato (N-NOs’). Durante
el proceso de oxidacion se ha seguido la evolucién del oxigeno disuelto y se ha estimado
su velocidad de consumo (OUR). En la figura 5.36 se muestra la variacion de oxigeno
disuelto y en la figura 5.37 la velocidad de consumo. Puede comprobarse que el OD es
minimo durante la oxidacion del N-NH," a N-NO; y que la velocidad de consumo es
maxima. En base a esta velocidad es posible describir un modelo que explica la variacion
de todas las especies de N en el proceso de oxidacion.

Pueden observarse tres zonas diferenciadas en la figura 5.36, la primera es antes del pulso
de N-NH," en el reactor y marca el consumo enddgeno, la segunda es en la etapa de
oxidacion del ion amonio a ion nitrito, y la tercera la oxidacion final de ion nitrito a ion
nitrato.
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Figura 5.36 Evolucidn del oxigeno disuelto.

110 min

e OUR calculada
—— OUR modelo

OUR (mg OD-I"- min™)
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Figura 5.37 Velocidad de consumo de oxigeno, OUR.

En esta aplicacion no se ha realizado el andlisis de ion nitrito por electroforesis capilar,
debido a la limitacién que tiene para diferenciar concentraciones bajas de ion nitrito en
presencia de otros iones. Por tanto la validacion de los resultados obtenidos s6lo se puede
realizar por comparacion con el modelo predicho a partir de la OUR. Como se puede
comprobar en la figura 5.38 los resultados experimentales se ajustan al modelo estimado.
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Figura 5.38 Resultados obtenidos en la cinética de degradacion de N-NH,". El modelo predicho a partir de la
OUR se ajusta a los valores experimentales de N-NO,".

5.8 Conclusiones

En este capitulo ha quedado demostrada la viabilidad y capacidad operacional de los
sistemas autoadaptativos de analisis basados en la técnica SIA. Se ha desarrollado un
programa de control que ha permitido el analisis de ion nitrito en dos amplios intervalos de
concentracion. Comparada con su predecesora, la técnica FIA, la aportacion mas
importante de la técnica SIA es basicamente instrumental gracias a su capacidad para
alterar sus caracteristicas de funcionamiento sin la necesidad de modificaciones fisicas en
el sistema de gestion de fluidos. Esta ventaja permite el disefio de sistemas
autoadaptativos, lo que significa que el sistema puede autoadaptarse de un modo auténomo
en funcion de la composicién de la muestra para realizar el analisis siempre en las
condiciones experimentales optimas. Ademas, el sistema de gestion de fluidos desarrollado
permite la implementacion de cualquier metodica analitica sencilla con deteccion
espectrofotométrica.

La versatilidad de la técnica SIA no solo permite el desarrollo de sistemas autoadaptativos,
sino que facilita la implementacion de un modo sencillo de variantes utilizadas en las
técnicas de flujo convencionales, como por ejemplo la técnica sandwich. En la que dos
interfases muestra reactivo pueden suministrar informacion quimica diferente. Este hecho
abre otro amplio abanico de posibilidades.
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Otra caracteristica diferencial de este tipo de sistemas es la reduccion de volumenes de
reactivo y muestra consumidos. Las ventajas que se derivan son importantes ya que
permite una reduccion drastica de la cantidad de residuos y la disminucion del
mantenimiento necesario lo que redunda en un aumento de la autonomia de los equipos.
Asi mismo, la drastica reduccion de consumo favorece la tendencia actual hacia la
integracion y miniaturizacion de los sistemas de flujo.

La supervision de procesos on-line es una de las aplicaciones de mayor futuro que presenta
la técnica SIA. A pesar de todas las ventajas que aporta esta técnica en los sistemas de
gestion de fluidos, todavia se ha de superar su principal limitacion que es la necesidad de
funcionamiento automatico y la elaboracion del software de control, problemas que otras
metodologias de flujo no presentan con tanta rigurosidad.
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Capitulo 6

Desarrollo de un sistema SIA de alta sensibilidad para la determinacion de
ion cadmio, con etapa de preconcentracion en linea

6.1 Introduccién

Las técnicas de inyeccion en flujo gracias a su simplicidad y versatilidad han sido
ampliamente utilizadas en la automatizacion de numerosos procedimientos analiticos. Uno
de los factores clave que explican su rapida implantacion es la posibilidad de integrar un
elevado nimero de métodos de deteccion tanto Opticos como electroquimicos. Asi se han
incorporado detectores basados en medidas espectrofotométricas (UV/vis/NIR), de
absorcion atémica, de fotometria de llama, amperométricas, conductimétricas y

potenciométricas, entre muchas otras.

La integracion de detectores potenciométricos en sistemas de flujo continuo fue explorada
ya en los inicios de la técnica FIA por Ruzicka et al. [1977], Ruzicka y Hansen [1978],
Hansen et al. [1977], Pungor et al. [1976] y Fehér et al. [1978]. Esos trabajos llevaron al
desarrollo de una nueva técnica que denominaron “Flow Injection Potentiometry (FIP)”.

Segun la definicion de la IUPAC [1994], los electrodos selectivos de iones (ESI) son
sensores electroquimicos cuyo potencial depende linealmente del logaritmo de la actividad

de un ion en solucion, y estdn basados en filmes finos o membranas selectivas como
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elementos de reconocimiento. Los electrodos selectivos de iones funcionan como
detectores de superficie y, debido a la naturaleza del proceso electroquimico interfacial
generador de la sefial, resultan muy atractivos para su aplicacion en sistemas de gestion de
fluidos [Valcarcel y Luque de Castro, 1987]. Se ha de resaltar que la simplicidad de la
instrumentacion asociada los hace especialmente indicados para el control analitico de
procesos. Adicionalmente, son de facil construccion, sus medidas no se ven afectadas por
el color o turbidez de la muestra, y no necesitan la adicion de un reactivo especifico para

la generacion de la sefial, como ocurre muchas veces en los métodos espectrofotométricos.

Los requisitos exigibles a los electrodos para viabilizar su utilizacion en sistemas de flujo
son, entre otros, una rapida velocidad de respuesta, minimo ruido eléctrico, repetitividad en

la respuesta, compatibilidad con el resto de elementos y, facilidad de integracion.

La insercion de este tipo de detectores en sistemas de andlisis en flujo mejora sus
caracteristicas operacionales, presentando por eso, numerosas ventajas frente a su
utilizacion siguiendo las técnicas potenciométricas convencionales [Frenzel, 1988; Couto y
Montenegro, 2000]. Destacan como ventajas la posibilidad de trabajar de forma
reproducible con pequefios volimenes de muestra, el incremento de la reproducibilidad de
la senal analitica, la disminucidn del tiempo de andlisis y el acondicionamiento continuo de
la membrana sensora. También permite minimizar el problema de la deriva del potencial,
mejorar la selectividad analitica, eliminar la contaminacion debida al electrodo de
referencia, simplificar el pretratamiento de la muestra, que puede ser realizado en linea,
reducir el consumo de reactivos y automatizar con facilidad métodos analiticos [Alegret et
al., 1985].

Teniendo en cuenta las ventajas mencionadas anteriormente, la técnica FIP ha tenido un
gran desarrollo en las tultimas décadas, lo que ha llevado al disefio de nuevos tipos de
sensores potenciométricos, nuevos procesos de construccion y diferentes tipos de
acoplamiento en sistemas de flujo. Resultado de todo ello, la potenciometria ha recibido un
notable impulso como herramienta analitica util para resolver problemas reales dentro de la
Quimica Analitica. La aplicabilidad de los detectores potenciométricos es practicamente
ilimitada y su grado de implementacion tan importante que en este momento existen mas

de 300 publicaciones al respecto [Couto y Montenegro, 2000].

Las mejora de las caracteristicas operacionales de los sensores potenciométricos que
reporta su integracion en sistemas de flujo (FIP) viene acompafiada también por una
mejora de las caracteristicas operacionales de los sistemas de inyeccion en flujo continuo.
Estas ventajas pueden extrapolarse a la técnica de andlisis por inyeccion secuencial (SIA)

propuesta por Ruzicka y Marshall en 1990 [1990] y que tiene como principal caracteristica
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la posibilidad de invertir el sentido del flujo. Estos sistemas presentan una gran ventaja, en
relacion a los sistemas FIA, ya que cualquier alteracion que se desee realizar en el sistema
(volumen de inyeccion, tiempo de reaccidn, dilucion de la muestra o reactivos) puede
efectuarse sin reconfiguracion fisica del sistema mediante el software de control. En estos
sistemas, de momento, la deteccion potenciométrica ha sido poco aplicada. Asi, se ha
descrito un sistema para la determinacion simultanea de iones cloruro y fluoruro en aguas
[Alpizar et al., 1996a], cloruro y pH en aguas residuales [Alpizar et al., 1996b] y, glicerol
y 2,3-butanodiol en vino [Luca et al., 1998]. Recientemente la deteccion potenciométrica
ha sido aplicada también en el andlisis de compuestos farmacéuticos. Ejemplos son la
determinacion de 4cido acetilsalicilico, mediante la deteccion potenciométrica de salicilato
[Pasekova et al., 2001], y la determinacion de captopril mediante valoracion
potenciométrica con Ag (I) [Pimenta et al., 2001]. También se ha determinado fluoruro en
pasta de dientes y vitamina B6 [Lenehan et al., 2002]. Aparte de estas aplicaciones
concretas, la potenciometria no tiene un uso muy extendido como sistema de deteccion en

la técnica SIA.

A medida que las determinaciones potenciométricas se han ido imponiendo como
metodologia analitica de deteccion en sistemas de flujo continuo, se ha registrado un
aumento de las soluciones propuestas para resolver cada vez problemas mas especificos.
La selectividad, es, muchas veces, una de las mayores limitaciones de la potenciometria.
Dotar de mejores caracteristicas operacionales a estos detectores, implica la necesidad de
introducir etapas de separacion, modificacion de matriz o conversion de la especie a
determinar, mediante procesos de extraccion, difusion de gases, didlisis, insercion de

columnas de preconcentracion o reactores empaquetados.

La flexibilidad de los sistemas SIA facilita la integracion de diferentes etapas de
separacion o preconcentracion en linea, y permite la determinacion de analitos en
concentraciones particularmente bajas. Una aplicacion de gran interés es la determinacion
de metales pesados en concentraciones inferiores al limite de respuesta de los detectores.
Para alcanzar este objetivo son utiles los procesos de concentracion en linea mediante
resinas de intercambio i6nico [Rubi et al., 1996]. Su principio se basa en la retencion en
una columna miniaturizada del analito presente en un volumen relativamente grande de
muestra, seguido de una elucidon con un volumen pequefio de solucion, e impulsion final

hacia el detector.

La integracion de columnas de preconcentracion confiere al sistema, por tanto, de una
mayor selectividad y mejora el limite de deteccion aparente. Para alcanzar estos objetivos
se han desarrollado diferentes aplicaciones basadas en la técnica SIA, por ejemplo la

determinacion de ion amonio con etapa de separacion en linea mediante celda de difusion
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de gases y deteccion conductimétrica [Oms et al., 1996], la determinacién de Fe (III)
mediante preconcentracion en linea con una microcolumna de intercambio ionico Chelex
100 y deteccion espectrofotométrica UV/vis [Rubi et al., 1996] o absorcion atomica [Rubi
et al., 1997], o la preconcentracion de Cu (II) usando dietilditiocarbamato de sodio en un
soporte polimérico [Marshall y van Staden, 1997], la determinacion de Pb en aguas
naturales con preconcentraciéon mediante poli(vinilpirrolideno) y deteccién con absorcion
atomica de llama (AAS) [Aragjo et al.; 1999] o la determinacion de Ni (II) con una
microcolumna de intercambio i6nico y deteccion por espectrometria de absorcion atomica
electrotérmica (ETAAS), [Wang y Hansen, 2001].

Las diferentes estrategias descritas proponen soluciones técnicas para resolver los
problemas existentes basadas tanto en alteraciones en el disefio de los sistemas de flujo
como en la incorporacion de diferentes etapas de tratamiento de muestras en linea. A pesar
de que por esta via se han conseguido encontrar soluciones para muchos de los problemas
analiticos planteados, todavia existen algunas limitaciones inherentes al principio en que
se fundamenta la deteccion potenciométrica. Asi, una limitacibn muy importante es la
reducida sensibilidad analitica de las medidas potenciométricas, especialmente cuando se
aplica a especies di y trivalentes. Con el objetivo de resolver estas limitaciones se han
propuesto algunas soluciones aplicables en los sistemas potenciométricos convencionales.
Una de ellas se basa en el método denominado cells connected in series (CCS), que
consiste en la colocacion de un nimero variable de células electroquimicas en serie
[Stepak, 1983; Parczewski y Stepak, 1983] cada una constituida por un electrodo indicador
convencional y un electrodo de referencia. También se ha experimentado la suma de dos
electrodos convencionales frente a un mismo electrodo de referencia [Parczewski, 1987,
Parczewski, 1988] y, como variante de ésta, se han utilizado electrodos con dos
membranas incorporadas en el mismo cuerpo de electrodo de configuracion convencional
[Lapa et al., 1997]. El potencial referente a cada membrana (relativa al electrodo de
referencia) se suma por medio de un dispositivo electronico externo. El desarrollo de
electrodos con geometrias mas apropiadas y con acoplamientos que proporcionaban
montajes mecanicamente mas estables, ha permitido abrir un nuevo camino en busca de
sistemas FIP de sensibilidad mejorada. Los detectores potenciométricos de configuracion
tubular son especialmente practicos en la resolucion de este tipo de problemas, debido a
que no provocan alteraciones de las caracteristicas hidrodindmicas del bolo de muestra a su
paso por el sistema de deteccion y abren la posibilidad de colocar mas de una membrana
sensora en un espacio relativamente corto. El objetivo de estos sistemas ha sido obtener un
aumento de sefial analitica con elementos de gestion de fluidos sencillos e instrumentacion
simple; sin que eso provoque una disminucién de la relacion sefial ruido. Para conseguir

este objetivo se ha recurrido a aplicar técnicas de medida diferencial. Aunque se han

194



Desarrollo de un sistema SIA para la determinacion de ion cadmio

descrito algunos sistemas FIA de este tipo, no se ha encontrado ninguna aplicacion en
sistemas SIA [Couto, 1999].

El cadmio es un metal pesado que aparece normalmente en la naturaleza asociado al zinc.
Este elemento fue descubierto en 1817, pero su utilidad en procesos industriales ha sido
reconocida hace so6lo 50 anos. Entre sus caracteristicas principales destacan su elevada
resistencia a procesos corrosivos y sus propiedades electroquimicas. Desde entonces, ha
sido utilizado bésicamente en procesos de galvanizacion o electrodeposicion, como
pigmento para tintas y plasticos y como material catodico para la fabricacion de baterias de

niquel-cadmio [Rodier, 1997].

El cadmio (II) es una especie quimica de gran toxicidad, con manifestaciones orgénicas,
desde agudas a crénicas. El efecto cronico se debe a su acumulacion tanto a nivel hepéatico
como renal. Debido su toxicidad, genera enfermedad pulmonar obstructiva y enfisema,
insuficiencia renal, interferencia en el metabolismo del calcio, lo que provoca alteraciones
Oseas, y también efectos cardiovasculares, particularmente hipertension arterial [Klaassen,
1996]. Ademas, tiene un tiempo de vida medio bioldgico grande, de 10 a 30 afos, y un

reconocido efecto cancerigeno [Goodman y Giman’s, 1996].

La presencia de cadmio en aguas tiene su origen habitualmente en las lluvias, en los
efluentes industriales, particularmente en los que provienen de galvanoplastias, o
eventualmente de la disolucién de ciertas canalizaciones galvanizadas o plastificadas
[Rodier, 1997]. El anélisis de ion cadmio en aguas residuales y aguas de consumo tiene
mucha importancia tanto desde el punto de vista medioambiental como de salud. Los
metales pesados presentan una alta toxicidad y en concentraciones muy bajas pueden
afectar al sistema respiratorio y, también al renal. El limite legal para aguas de consumo es
0,005 ppm [www.epa.gov; REAL DECRETO 140/2003]. Actualmente existe una demanda
creciente de métodos que permitan determinar niveles de concentracion muy bajos y

metodologias que aporten selectividad junto con resultados fiables [Couto, 1999].

La determinacién cuantitativa de este elemento ha sido efectuada mayoritariamente por
espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) [Baccan et al., 1996] debido a los limites
de deteccion alcanzados por esta técnica, siendo esta la base de los métodos de referencia
establecidos como el método estandar de andlisis en aguas y aguas residuales [APHA-
AWWA-WEEF, 1999].

La potenciometria, a pesar de no tener limites de deteccion tan bajos como EAA, ofrece
considerables ventajas. En particular, el bajo coste, la simplicidad del equipo y la facilidad
de instalacion y de operacion de sus sistemas. A pesar de esto, son pocas las referencias

sobre determinacion potenciométrica convencional de este metal. Ito et al. [1997] se refiere
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a la utilizacion de electrodos de configuracion convencional sensibles a Cd (II) con un
limite de deteccion del orden de 1:10® M, siendo utilizada una solucion enmascarante de
salicilaldoxima, que permitia reducir sustancialmente la interferencia provocada por los
cationes Cu(Il), Pb(II), Fe(III), Ag(I) y Hg(II). Estos electrodos tenian el inconveniente de
poseer solucién interna de referencia, y no se conocian sus caracteristicas de respuesta
cuando eran incorporados en sistemas FIP. Han sido propuestas otras alternativas basadas
en la deteccion potenciométrica, utilizando valoraciones convencionales [Gangaiah y
Naidu, 1988; Motonaka et al., 1984; Buchberger et al., 1991] y el método de la adicién
estandar [Lin et al., 1987]. Con el objeto de eliminar interferencias de la matriz de la
muestra son necesarias etapas de separacion/preconcentacion, basadas en la extraccion
liquido-liquido con una solucion de ditizona en cloroformo [Gangaiah y Nadiu, 1988] o
cromatografia de intercambio i6nico [Buchberger et al., 1991], o también doble titulacion
sobre la misma muestra [Motonaka et al., 1984]. Los sistemas convencionales referidos
permitian la determinaciéon de Cd (II) para concentraciones justo superiores al limite
inferior de respuesta de los electrodos, ademas los tiempos de andlisis eran largos y los

procedimientos complejos.

Por otro lado, las metodologias analiticas basadas en sistemas de analisis en flujo, permiten
tanto aumentar la frecuencia de muestreo como mejorar las condiciones operacionales de
los diferentes detectores, particularmente en lo que respecta a su selectividad analitica.
Algunos de los procedimientos analiticos basados en sistemas FIA incluyen, con
frecuencia, pasos de separacion y preconcentracion que sirven para separar el analito de
componentes potencialmente interferentes, y también para concentrar a niveles que
permitan su determinacion. [Couto, 1999]. Estos sistemas de preconcentracion en linea
presentan numerosas ventajas comparados con los procesos de preconcentracion
convencionales [Porta et al., 1989]. Asi, cabria destacar el bajo consumo de muestra (10-
100 ml, en relacién a 500-1000 ml en batch), la rapidez del proceso (5-25 muestras-h™), y
la minimizacion de contaminaciones ya que la etapa de concentracidon se realiza en

circuito cerrado, en el interior del sistema de flujo.

Son varios los sistemas de flujo que describen la utilizacion de EAA como sistema de
deteccion, a veces asociada a ICP [Hashemi y Olin, 1997] con generacion de hidruros
[Infante et al., 1996], aplicando sistemas de concentracion con resinas quelantes [Fang et
al., 1984; Hashemi y Olin, 1997; Greenway et al., 1996; Liu e Ingle, 1989a, 1989b],
procesos de intercambio idnico [Wang y Hansen, 2000], procesos de precipitacion/

concentracion [Chen et al., 1997] o preconcentracion electroquimica [Bulska et al., 1997].

A pesar de las ventajas antes expuestas sobre el uso de la deteccion potenciométrica, la

selectividad limitada de los electrodos selectivos a iones de membrana cristalina sensible a
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Cd (IT), especialmente en relacion a Cu (II) y Pb (II), es probablemente la razén principal
de la escasa aplicacion analitica de éstos [Trojanowicz et al., 1998]. La mejora de la
selectividad puede ser conseguida mediante el uso de disoluciones ajustadoras de pH y
enmascarantes capaces de eliminar las interferencias presentes en la muestra [Ito et al.,
1997; Trojanowicz et al., 1998], o bien con etapas de separacién /preconcentracion en
linea, por ejemplo mediante la formacion de complejos. Dado que las reacciones de
complejacién son normalmente muy selectivas, la combinacion de la complejacion con el
intercambio 16nico permite la separacion de cationes con propiedades quimicas similares
[Minczewski et al., 1976]. La formacion de complejos anidnicos de cationes ofrece ademas
la posibilidad de separar diferentes cationes por medio de intercambiadores anidnicos. Por
esta razon, algunas separaciones de iones metdlicos han sido realizadas usando resinas
anionicas, que retenian complejos anidnicos de metales [Vandecasteel y Block, 1984]. La
formacién de clorocomplejos de metales cargados negativamente, del tipo [MX4]*, que
pueden ser retenidos en resinas anionicas, ha sido poco explorada. Como técnicas de
deteccion final se han descrito la espectrofotometria UV/vis [Ferreira et al., 1990; Neto et
al., 1995a, 1995b; Hayashibe y Sayama, 1996], la espectrofotometria de absorcion y
emision atomica [Liu e Ingle, 1989a; Tao et al., 1994], la quimioluminicencia [Burguera et
al., 1981] y la potenciometria [Couto et al., 1998]. Los trabajos referenciados recurrieron a
la formacion de clorocomplejos [Ferreira et al., 1990; Neto et al., 1995a, 1995b; Burguesa
et al., 1981, Couto et al., 1998], bromocomplejos [Tao et al., 1994] y yodocomplejos
[Hayashibe y Sayama, 1996] del metal, como paso previo para conseguir la separacion de

los interferentes mediante el uso en resinas intercambiadoras anidnicas.

La determinacion de cadmio basada en sistemas de flujo continuo es muy amplia, pero son
contadas las aplicaciones donde se utiliza la técnica SIA. Hasta el momento existen solo
cuatro aplicaciones, basadas en esta técnica para la determinacion de Cd (I)
[www.fia.com], y en ninguna de ellas se utiliza la deteccion potenciométrica. Tres de estas
aplicaciones estdn basadas en la espectroscopia de absorcidon atomica con atomizacion
electrotérmica (EAAS) y una en la voltamperometria de redisolucion anoddica [da Silva et
al., 2000]. Las que utilizan la EAAS necesitan de una etapa previa de preconcentracion
antes de la deteccion. En un caso, se utilizé un columna de C18 [Xu et al., 2000], en otro,
una columna empaquetada [Wang y Hansen, 2002 a] y en el tltimo, una extraccion on-line
[Wang y Hansen, 2002 b].

Las caracteristicas inherentes a la deteccion potenciométrica, cuando es usada en sistemas
de flujo (§ 1.7), permiten eliminar el efecto de Schlieren [Bettridge et al., 1978], frecuente
en sistemas con deteccion espectrofotométrica [Ferreira et al., 1990; Hayashibe y Samaya,
1996; Gomes Neto et al., 1995a, 1995b], particularmente en sistemas con etapa de

preconcentracion en linea y evita la necesidad de afadir ciclos de lavado entre las
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diferentes muestras [Fang, 1993]. Adicionalmente, los sistemas de deteccion
potenciométrica de sensibilidad aumentada integrados en sistema de gestion de fluidos con
una etapa de separacion/preconcentracion en linea, permiten trabajar en zonas de
concentracion mucho mas bajas, aprovechar la zona de respuesta no lineal de los

detectores, y mejorar el LIRL respecto a las unidades convencionales [Ferreira, 1994].

Teniendo en cuenta todas las ventajas enumeradas se ha desarrollado un sistema de gestion
de fluidos basado en la metodologia SIA para la determinacion de Cd (II) en aguas,
mediante deteccion potenciométrica. Con el objeto de aumentar la selectividad y mejorar el
limite de deteccion del electrodo, ha sido integrada una etapa de preconcentracion en linea.
El Cd (II) ha sido retenido en forma de clorocomplejo por una resina de intercambio
anionico y determinado después en forma de Cd (II) libre mediante un electrodo tubular de
membrana cristalina de Ag,S/CdS [Ferreira y Lima, 1994]. Se han estudiado dos modos de
deteccion distintos, la medida del electrodo indicador tubular frente a un electrodo de
referencia convencional, modo de deteccion normal, y la medida del electrodo tubular
frente a un segundo electrodo tubular de Ag,S/CdS como referencia, modo de deteccion
diferencial [Couto et al., 1997]. La flexibilidad del sistema ha quedado demostrada
mediante el desarrollo de cuatro aplicaciones diferentes conseguidas con minimos cambios
fisicos en el sistema de gestion de de fluidos y, mediante el control de tiempo en el
funcionamiento de los distintos elementos. Los procedimientos con dos modos de
deteccion han sido optimizados para realizar determinaciones con y sin etapa de

preconcentracion en linea.

6.2 Descripcion del sistema SIA

A continuacidon se detallan las caracteristicas de los equipos, materiales y elementos
utilizados en la implementacion de los dos sistemas SIA sin y con etapa de concentracion
en linea. En ambos sistemas han sido utilizadas las dos variantes de deteccion
potenciométrica estudiadas en esta parte del trabajo. El modo de deteccion normal (MDN)
utilizando como electrodo indicador un electrodo tubular de membrana cristalina y un
electrodo de referencia convencional y, el modo de deteccion diferencial (MDD) utilizando

un segundo electrodo tubular como electrodo de referencia.
6.2.1 Instrumentacion

El sistema basico de gestion de fluidos sin etapa de preconcentracion esta constituido por
un sistema de impulsion, una valvula selectora de 8 vias, una valvula solenoide de tres
vias, un potencidometro, un ordenador y un registrador. El sistema con etapa de

preconcentracion on-line es analogo al anterior, pero tiene una valvula selectora de 6 vias
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adicional que permite la gestion de fluidos en la etapa de preconcentracion y elucion. En
ambos sistemas han sido implementados los dos modos de deteccion. Con el objeto de
simplificar la descripcion y evitar repeticiones innecesarias, seran enumerados todos los
elementos de modo global sin detallar a cudl de los cuatro sistemas pertenece. En la figura
6.1 se detalla el esquema basico del sistema SIA con deteccion normal (A) y deteccion

diferencial (B) sin etapa de preconcentracion.

potenciémetro

]

potencidmetro
diferencial

electrodo
referencia

L2
L1

toma de electrodo electrodo
tierra  tubular 1 tubular 2

electrodo

toma d
oma de tubular

tierra

-~ thotagboonctonns |

tubo de
acumulacién

bomba vélvula muestra
peristdltica selectora 1

Figura 6.1. Sistema SIA para determinacion de Cd (II). (A) Modo de deteccion normal, (B) modo

de deteccion diferencial.
En la figura 6.2 se muestra el sistema con etapa de preconcentracion en linea y el modo de
deteccion normal; el sistema con deteccion diferencial es analogo a éste, pero utilizando el
sistema de deteccion de la figura 6.1 B.

potenciémetro

residuc
reactivo

electrodo
referenci

ordenador

eluyente D2

electrodo

columna de
intercambio idnico

agua

muestra

vdlvula bomba

selectora 2 peristdltica vdlvula

i
selectora 1 | Peactivo

vélvula solenoide 3 vias

Figura 6.2. Sistema SIA para determinacion de Cd (II) con etapa de preconcentracion en linea,
con el modo de deteccion normal. El modo de deteccion diferencial es analogo al de la figura 1-B.

Las caracteristicas de los distintos elementos que constituyen ambos sistemas se enumeran

a continuacion:

e Bomba peristaltica: bomba peristaltica Minipuls 3 equipada con tubo de PVC de Elkay
con referencia 116-0549-100 de diametro externo 1,143 mm.
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Vélvula selectora 8 vias: VICI C15-3118EMH 8 de VICI AG, Valco Europe,

Switzerland.

Valvula selectora 6 vias: valvula MVP de Hamilton con cabezal de 6 vias, referencia
HVXM R36760.

Valvula solenoide 3 vias: electrovalvula de 3 vias de 12 Vee Code N10530 de Bioblock

Scientific.

Tubo de acumulacion: tubos de PTFE de Tecator de 0,8 mm de diametro interno, 1, 5
de didmetro externo y 250 cm de longitud.

Tubos de entrada/salida para la vélvula selectora de 8 vias y conexiones entre los
elementos del sistema: tubo de PTFE de Tecator de 0,8 mm de diametro interno y 6 cm
de longitud.

Potenciometros: en el sistema con electrodo de referencia (figura 1 a) un
potenciometro Crison digilab 517 (sensibilidad £0,1 mV) y en el sistema con deteccion
diferencial, un potenciémetro diferencial desarrollado por el Grupo de Sensores de la

Universitat de Vic.
Registrador: Methrom E586 Labograph utilizado en la adquisicion de la sefial analitica

Sistema de control: los sistemas implementados son controlados por un ordenador 286
usando un programa desarrollado en Quick Basic 4.5 (apéndice 9.3) que controlaba el
tiempo, velocidad y direccion de rotacion de la bomba peristaltica, el tiempo de
oscilacion de la valvula solenoide y la posicion de la vélvula selectora de 8 vias. Los
diferentes elementos se comunican a través de una placa A/D, PCL-812-PG. Los
distintos procedimientos de andlisis utilizados se muestran detallados en el apartado
6.2.5.

Electrodo de referencia: de Ag/AgCl de doble union liquida, modelo 90-00-02, de
Orion. El compartimiento interno se llena con una disolucion de KCl saturada de AgCl
suministrada por Orion y, el externo, con KNOs 0,1 M (figura 1A). El fondo i6nico de
esta disolucion es idéntico al de las disoluciones patron y la disolucion portadora del
sistema. En el sistema con deteccion diferencial, se utiliza un segundo electrodo tubular

sensible a cadmio (figura 1b).

Electrodos tubulares: electrodos de membrana cristalina Ag,S/CdS sensibles a ion

cadmio.

Conexiones entre elementos: la uniéon entre los distintos componentes se realiza
mediante conectores y para asegurar la estanqueidad de las conexiones se utilizan

juntas toricas de Viton (Epidor S.A.), de diametro interno 1,78 mm.
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6.2.2 Construccién de electrodos tubulares selectivos a ion cadmio

A continuacion se detalla la metodologia aplicada en la elaboracion de la membrana
sensora y el posterior proceso de construccion de los electrodos tubulares que se ha
realizado de dos modos distintos. No se han observado diferencias entre electrodos

atribuibles a las distintas estrategias de construccion.
6.2.2.1 Preparacion de la membrana sensora

La membrana sensora estd constituida por una mezcla de sulfuro de cadmio y sulfuro de
plata en proporcion molar 1:10. El proceso de obtencion de la mezcla sensora ha sido
semejante al realizado por Ruzicka [1973]. Consiste en la preparacion de soluciones de
Cd(NOs),, AgNO; y Na,S de concentracion aproximadamente 0,1M. Se titularon las tres
soluciones, utilizandose como electrodo indicador un electrodo convencional de membrana
cristalina de Ag,S, siendo asi posible conocer las equivalencias en volumenes de las
soluciones preparadas. Se mezclaron volimenes adecuados de las soluciones de Cd(NO3)»
y AgNO; para obtener una relacion molar de 1:20. Esta soluciéon se adiciona muy
lentamente y con agitacion alta, a un volumen de Na,S con 20% de anion sulfuro en
exceso, para asegurar la precipitacion completa de los cationes presentes en la primera

solucion. El precipitado se deja en agitacion durante 15 minutos.

Después de un tiempo de reposo y la decantacion del liquido sobrenadante, se realiza el
lavado del precipitado varias veces con agua desionizada y se filtra con un embudo
Buckner. El solido obtenido se seca en la estufa entre 80/100 °C durante 24 horas.
Finalmente, se pulveriza en un mortero de agata, y se conserva protegido de la luz en un

desecador con gel de silica.

Para la obtencion final de la membrana sensora se utilizd la técnica de prensado para
aglutinar el sélido sensor. Las membranas sensoras fueron obtenidas por prensado de 0,25g
de precipitado mixto a una presién de 15.000 Kg - cm™. En estas condiciones y con el

pastillador usado, se obtuvieron pastillas de 10 mm de didmetro y un grosor de 0,4 mm.
6.2.2.2 Proceso de construccion de los electrodos selectivos de configuracion tubular

Los electrodos tubulares han sido construidos con dos estrategias distintas. La primera de
ella esta basada en la union de la membrana sensora a una placa de plata que a su vez esta
soldada a un cable eléctrico. La segunda consiste en la union directa de la membrana a un
conector eléctrico. En ambos casos, la membrana se coloca después en un soporte de forma

circular y todo el conjunto es aislado por medio de resina epoxidica. A continuacidon se
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detallan los dos procedimientos de construccion utilizados. El primer procedimiento

[Couto, 1997] de construccion se muestra en la figura 6.3.

cable eléctrico
— plata
membrana
sensora .
cuerpo de metacrilato soldadura con estafio union con
resina de plata
introduccién en el soporte relleno con resina epoxi agujero de 0,8 mm

Figura 6.3. Etapas del primer procedimiento de construccion de los electrodos tubulares de

membrana cristalina homogénea de Ag,S/CdS sensible a cadmio.
Los elementos que constituyen el electrodo tubular son: un cuerpo de metacrilato, un cable
eléctrico, una lamina de plata y la membrana sensora (A). El conductor interno es un cable
eléctrico blindado que se fija a una lamina rectangular de plata, aproximadamente 1,5x 3,0
mm, con soldadura de estafio (B). A esta ldmina se pega con resina epoxidica conductora a
base de plata, un fragmento de la membrana sensora, con una dimensiéon de
aproximadamente 3 X 3 mm (C). El conjunto es alojado en una cavidad paralepipeda
(3,0%4,5%7,5 mm) de un pequeio cilindro de metacrilato de Icm x 7mm (D) y fijado
mediante una resina epoxidica no conductora a la base de metacrilato (E). Una vez
endurecida la resina no conductora, se perfor6 el electrodo, en sentido perpendicular a las
dos caras opuestas del cilindro (E), atravesando la membrana sensora con un agujero de 0,8
mm (F). Los curados de ambas resinas se realizaron a temperatura ambiente durante 24

horas.

En el segundo procedimiento [Barquero, 2001], el electrodo tubular esta formado por un
cuerpo cilindrico de metacrilato de 0,8 cm de longitud por 0,5 cm de diametro donde se
introduce un fragmento de la membrana sensora (figura 6.4 A-B). El conector se introduce
de forma que la membrana quede atrapada entre las pequefias patas (C) de éste. El punto de
contacto entre el conector y disco se asegura mediante resina conductora de plata (C). En

el siguiente paso (E) se acaba de llenar el cuerpo con resina epoxidica no conductora,
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primero un lado y después el otro, curando en la estufa a 40 °C durante 24 horas. La tltima

etapa es la perforacion longitudinal, y perpendicular a las dos caras, de 0,8 mm.

| | ﬁ
Of | @ -

introduccién de la
membrana sensora

cuerpo de metacrilato

unién con resina de plata capa aislante

. N agujero de 0,8 mm
conector / membrana sensora resina epoxi

Figura 6.4. Etapas del segundo procedimiento de construccion de los electrodos tubulares de

membrana cristalina homogénea de Ag,S/CdS sensible a cadmio.
Después de la construccion y antes de su uso, la membrana sensora es pulida con un hilo
de algodon humedecido e impregnado de 6xido de aluminio (Buehler 40-6603-030-016).
Los electrodos son acondicionados durante una hora con una solucion de cadmio 1-10~ M.
Entre ensayos los electrodos se conservaban en solucion de KNO; 0,1 M o al aire. Cuando
no se utilizan durante periodos prolongados, se conservaban envueltos en papel de
aluminio. Durante su uso normal, los electrodos eran nuevamente pulidos cuando
disminuia la reproducibilidad y estabilidad de la sefial. Esto es debido a procesos de
oxidacion en la membrana. Estos pulidos posteriores se realizaban en dos etapas. En la
primera se utiliza papel de lija numero 600 y, en la segunda, papel de alimina de 3pum
suministrado por ORION (ref. 301044-001). Después los electrodos eran nuevamente

acondicionados durante una hora antes de su uso con la misma solucion acondicionadora.
6.2.3 Columnas de preconcentracion

En base a la experiencia del grupo en la integracion de etapas de preconcentracion en
sistemas de flujo, se construyen columnas de metacrilato con el disefio que se muestra en la
figura 6.5. Las columnas tienen una longitud de 23, 0 mm de longitud y un didmetro
interno de 1,85 mm. Al disefiar la columna se pretendié minimizar la dispersion de la

muestra y la sobrepresion que origina el empaquetamiento del material adsorbente. Se ha

203



Nuevas estrategias para la gestién de fluidos

evaluado la influencia de la longitud de la columna en el proceso de preconcentracion ya
que fija la cantidad de resina utilizable y por tanto la posibilidad de alcanzar el limite de
deteccion requerido. En el § 6.5.3 se discute de forma més detallada la optimizacion de la

etapa de preconcentracion en linea.

Las columnas se preparan por empaquetado de una resina de intercambio i6nico AG®1-X8,
constituida por grupos funcionales de amonio cuaternario enlazados a un red formada por
un co-polimero (divinilbenceno estireno) y suministrada por Bio-Rad (AG"1-X8, 200-400
mesh, 45-106 mm, en forma de cloruro). La columna se llena por aspiracion de una
suspension de resina en agua desionizada [C.I.LE.R.I. Manual]. Inicialmente se coloca un
fritado en el extremo superior de la columna. La aspiracion se realiza con una bomba
peristaltica y la resina se empaqueta hasta que se observa que la columna estd
completamente rellena. Por ultimo se coloca un fritado en el extremo opuesto y se
acondiciona la columna durante 10 minutos con la solucién complejante de NaCl 3 M y
HCI 0,03 M antes de su uso. La columna se conservaba con agua después de su uso para
evitar la aparicion de canalizaciones en la resina que harian que el camino recorrido por el
analito no fuese reproducible. Los fritados utilizados son de polipropileno de 90 pum
suministrados por MoBiTec. La vida media de las columnas es aproximadamente un mes

cuando se preconcentran soluciones patron.

% UNF 28

fritado

39 mm
23 mm

. /
resina

Figura 6.5 Esquema de la columna de preconcentracion empaquetada.

6.2.4 Procedimientos de analisis

A continuacién se detallan los procedimientos de operacion definidos en el programa de
control, para la realizacion de los distintos estudios. Todos los procedimientos son

definidos previamente en el programa.
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6.2.4.1 Calibracién

El ciclo de calibracion (figura 1 A-B) utilizado para la determinacion potenciométrica de
ion cadmio con los dos modos de deteccion se muestra en la tabla 6.1. La primera etapa es
la aspiracion de un volumen dado de solucidn patron a través de un puerto de la valvula
selectora. Cada patron es aspirado por un puerto distinto para evitar contaminaciones entre
patrones. El volumen aspirado permanece en el tubo de acumulacion y es enviado en la
segunda etapa del ciclo hacia el detector a través del puerto 1 de la valvula selectora. Esta
secuencia se realiza por triplicado para cada solucion patrén de cadmio. Al finalizar cada
ciclo de calibracion se procede a la limpieza del sistema de flujo. El ciclo de limpieza
consiste en la impulsion de portador a través de cada puerto durante 5 segundos al caudal
optimo.
Tabla 6.1 Etapas del ciclo de calibracion del sistema para el analisis de ion cadmio sin

preconcentracion en linea. Se detallan los dos ciclos de calibracion utilizados en los dos modos de
deteccion.

Etapa Puerto Direccion  Tiempo Caudal Volumen
(s) (ml/min) (u)
Modo deteccion normal

Patron 2-8 Aspiracion 5 2,61 218

Deteccion 1 Propulsién 60 3,00 3000

Lavado® 2-8 Propulsion 5 3,00 250

Modo deteccion diferencial

Estabilizacion linea 1 Propulsion 10 1,99 332

base”

Patron 2-8 Aspiracion 10 2,09 350

Deteccion 1 Propulsion 110 1,99 3940

Lavado® 2-8 Propulsion 10 1,99 350

% Ciclo limpieza final. ® Es requerida sélo al principio del ciclo de calibracion en el primer patron.
Permite la situacion del cero de potencial en la escala de registro en el sistema con deteccion
diferencial.

6.2.4.2 Efecto del pH

La evaluacion del efecto del pH se realizo utilizando el SIA descrito anteriormente (figura
1 A). El ciclo de analisis se compone de cuatro etapas (tabla 6.2) que se repiten después de
cada variacion de pH en el vaso de precipitados. La primera etapa es la limpieza del canal
2 por donde se aspira la muestra hacia el tubo de acumulacién, de este modo se eliminan
los restos de la anterior alicuota aspirada. Este volumen de limpieza aspirado es impulsado
a través del puerto 5 de la valvula selectora hacia el residuo. En la tercera etapa, una vez
limpio el canal 2 por el que se aspira la muestra (lleno ahora de portador) se aspira un
nuevo volumen de muestra. En la cuarta etapa del ciclo de andlisis, la alicuota de muestra
reservada en el tubo de acumulacion es enviada a través del canal 1 de la valvula selectora
hacia el detector.
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Tabla 6.2 Etapas secuenciales para la evaluacion del efecto del pH.

Etapa Puerto  Direccion  Tiempo(s) Caudal (ml/min) Volumen (ul)
Lavado canal 2 Aspiracion 5 2,61 218
Retorno sistema 5 Propulsion 5 2,88 240
Muestra 2 Aspiracion 6 2,61 261
Deteccion 1 Propulsion 120 3,00 6005

6.2.4.3 Preconcentracion

El ciclo de andlisis para la determinacion de ion cadmio con etapa de preconcentracion en
linea, esta compuesto de tres secuencias principales: muestreo, pretratamiento de la
muestra con reaccion en linea y deteccion usando los dos modos, MDN y MDD (figura 2).
Estas secuencias se resumen en la tabla 6.3. El ciclo de preconcentracion es el mismo para

los dos sistemas de deteccion.

Tabla 6.3 Etapas secuenciales para la determinacion de ion cadmio por MDN y MDD.

Etapa VS2 VS1 Tiempo Caudal Volumen Direccion VS3
(s)  (mlmin®  (ml) bomba
Acondicionamiento de la columna?® 1 8 600 1,70 17,0 Propulsion No
Aspiracion de reactivo y muestra 2 3 300 0,71 0,887°*"™°  Aspiracién  Si
2,662muestra

Lavado agua desionizada columnay 3 2 30 1,70 0,850  Propulsion No
conexiones
Descarga exceso agua desionizada 4 4 25 1,70 7,1 Propulsion  No

con eluyente
Elucion del analito hacia el detector 4 1 300-500° 1,70 8,5-14,1° Propulsion  No
300-400° 8,5-11,3°
#S6lo una vez antes de comenzar el ciclo de operacion, antes de la calibracion
® MDN, MDD, VS1:vélvula selectora 1, VS2: valvula selectora 2 y VS3: valvula solenoide de tres vias.

La primera etapa es el acondicionamiento de la columna. Esta etapa s6lo es necesaria al
comienzo del primer ciclo de operacion antes del calibrado. Consiste en el bombeo durante
10 min del reactivo complejante aspirado por el puerto 1 de VS2, pasando a través de la
columna cuando VS1 estd comunicada con el puerto 8 que actua de salida de residuo. La
segunda etapa consiste en la aspiracion de muestra y reactivo a través de la valvula
solenoide, comunicada con la VS1 a través del puerto 3 mientras que el sobrante de mezcla
de reaccion sale por el puerto 2 de la VS2 y va al residuo. La valvula solenoide actfia con
una frecuencia definida en el programa de 0,25s-'. Esto significa que aspira tres fracciones
de muestra por una de reactivo. La tercera etapa es una etapa de limpieza del sistema desde
el canal central de VS2 hasta el canal central de la VS1. Consiste en el paso de agua desde
el puerto 3 de la VS2 a través de la columna hasta el canal 2 de la VS1. Con esta etapa se
consiguen eliminar los restos de mezcla muestra/reactivo y las posibles interferencias. La
cuarta etapa consiste en llenar todo el sistema con el eluyente NaNO3 1,5 M para eliminar
los restos del agua de lavado. De esta manera se evitan las alteraciones en la linea de base

debidas a la presencia de disoluciones de distinta fuerza ionica (agua/eluyente) a su paso
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por el detector. Esta etapa se realiza comunicando el canal 4 de la VS2 a través de la
columna con el canal 4 de VS1. La tltima etapa es la elucion del cadmio retenido hacia el
detector. Se basa en la comunicacion del puerto 4 de la VS2 a través de la columna con el
puerto 1 de VS1 comunicado con el detector. En este canal es donde se implementan los

dos modos de deteccion estudiados.

En todos los casos el ciclo de analisis ha sido definido previamente antes de comenzar la
operacion. En este protocolo se define el acceso a los puertos de las véalvulas selectoras, el
intervalo de tiempo de apertura, la frecuencia de oscilacion de la valvula solenoide de tres

vias y, la direccion de bombeo y velocidad de giro de la bomba.
6.3 Evaluacioén de las caracteristicas hidrodinamicas

Las caracteristicas hidrodinamicas del sistema son las responsables directas de la
dispersion de la muestra. En los sistemas de flujo, la dispersion es constante [Ruzicka,
1975, 1990; Gubeli, 1991; Ivaska, 1993; Marshall, 1992] y viene definida por las
caracteristicas geométricas del sistema, el volumen de muestra y también en menor medida
por el caudal. En el sistema SIA desarrollado, las caracteristicas fisicas deben permanecer
invariables a lo largo del tiempo para asegurar una dispersion controlada y reproducible.
Los elementos fundamentales del este sistema (figura 1a) son la bomba peristaltica y la
valvula selectora de 8 vias (VS2). Se ha realizado una etapa previa de calibracion de la
bomba para asegurar un buen funcionamiento de la misma y determinar el intervalo de

linealidad del caudal de aspiracion e impulsion en el que se puede operar.

Se han realizado dos estudios diferenciados. El primero ha sido la calibracion de la bomba
mediante la determinacién de los caudales de aspiracion e impulsion en distintas
condiciones con el objetivo de definir la zona lineal de aspiracion e impulsion. Se ha
estudiado esta variacion en funcién de las caracteristicas del tubo de bomba y de la
densidad de la solucion aspirada/impulsada. La determinacion del caudal de aspiracion de
cada solucion se ha realizado por evaluacion de la disminuciéon de masa de un volumen de
solucion previamente pesado. El caudal de impulsion se determina pesando la solucion
recogida en un intervalo de tiempo definido. En ambos casos, los valores de peso obtenidos
fueron convertidos en volumen teniendo en cuenta la densidad de la solucion utilizada en
la experiencia. El caudal se calcula después a partir de los tiempos de de
aspiracion/impulsion fijados. El segundo estudio ha sido determinar el volumen minimo
aspirable y la relacion tigpiracion/Tpm Optima. Se ha verificado también la repetitividad del
sistema propuesto realizando andlisis de ion cadmio en distintas condiciones

experimentales (volumen de muestra y caudal).
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6.3.1 Calibracién del sistema

Con el objetivo de establecer las condiciones de operacion donde se obtiene mayor
linealidad del caudal, se ha determinado el caudal de aspiracion/impulsion en funcion de la
velocidad de giro de la bomba para dos tubos de bomba de distinto diametro interno: 1,651
mm (azul-azul) y 1,143 mm (rojo-rojo). En la calibracién del primer tubo de didmetro
1,651 mm se determiné el caudal de aspiracion en 4 series diferentes. En estas series se
mantuvo constante el tiempo de aspiracion y se vario la velocidad de giro de la bomba. Se
determin6 el caudal de aspiracion suministrado por la bomba mediante pesada de un
volumen aspirado de agua. Los ciclos de aspiracion se repitieron hasta obtener un volumen
de agua representativo por pesada, como minimo 1 gramo. A menor tiempo de aspiracion
ha sido necesario un nimero mayor de ciclos de aspiracion. Los tiempos estudiados han
sido 30, 60, 120 y 240 segundos y la velocidad de giro nominal de la bomba se vario en el
intervalo entre 2-44 rpm. En la determinacion del caudal de impulsion se realizaron 2
series. Se estudiaron dos tiempos de impulsion: 30 y 120 segundos, y el mismo intervalo

de giro de la bomba entre 2-44 rpm.
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A tiempo de aspiracion 30 s
A tiempo de aspiracion 60 s
A tiempo de aspiracion 120 s
A tiempo de aspiracion 240 s
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Figura 6.6 Calibracion del caudal de aspiracion e impulsion de agua para un tubo de diametro de 1,651 mm.
En la figura 6.6 se pueden apreciar las graficas de calibracion obtenidas. Se comprobo6 que
el tiempo de aspiracion e impulsion no afectaban al caudal. Se obtuvieron los mismos

caudales de impulsion a distintos tiempos de aspiracion e igualdad de velocidad de giro de

la bomba. La impulsion de la bomba fue lineal en todo el intervalo de funcionamiento. En
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el caso de la aspiracion fue lineal so6lo hasta una velocidad de giro nominal de 32 rpm, a
partir de este punto se obtuvieron desvios de la linealidad.

Se realizd una segunda calibracion con soluciones de densidad mayor de 1 g/ml. Las
soluciones utilizadas fueron glicerina 10 %, 20 % y 30 %. Se realizaron 5 series de
calibracion dos de impulsion y tres de aspiracion. El tiempo de impulsion y aspiracion fue
constante e igual a 60 segundos, y el caudal se determind para todo el intervalo de giro de
la bomba (2-44 rpm). Los calibrados de impulsion se realizaron para dos soluciones de
glicerina 10% y 30 % y los calibrados de aspiracion con soluciones de glicerina del 10%,
20% y 30%. El caudal de impulsion fue lineal para soluciones de diferente densidad en
todo el rango de giro de la bomba. Los caudales de aspiracion obtenidos para soluciones de
glicerina (figura 6.7) fueron inferiores que para agua (figura 6.6). Se observo que el desvio
de la linealidad en la aspiracion es superior al aumentar la densidad de la solucion. El
caudal de aspiracion solo es lineal hasta una velocidad de giro nominal de 28 rpm para la
aspiracion de glicerina 10 % y 20%, y de 18 rpm para aspiraciones de glicerina 30 %. La
zona de respuesta lineal en la aspiracion fue menor para soluciones de densidad mayor de 1
g/ml. Por tanto, se concluye que el sistema debe calibrarse especialmente en el proceso de
aspiracion para conocer exactamente el volumen. Para un mismo tipo de tubo existen

diferencias significativas cuando se aspiran fluidos de diferente densidad.
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Figura 6.7 Calibracion del caudal de aspiracion e impulsion de glicerina de distinta concentracion
para un tubo de diametro 1,651 mm.
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Para estudiar el efecto del didmetro del tubo en la impulsion y en la aspiracion se calibro
un tubo de bomba de 1,143 mm didmetro interno procediendo de modo similar. Se impulsé
y aspird solo agua durante el proceso de calibracion, ya que las soluciones que se han
utilizado tienen densidad aproximada de 1 g/ml. El tiempo de aspiracion se ha mantenido
constante (60 segundos) y se ha estudiado el caudal entre 1-44 rpm de giro de la bomba. La
impulsion y la aspiracion fueron lineales en todo el intervalo, aunque el caudal de
impulsion obtenido fue superior al caudal de aspiracion. La bomba no tiene la misma
eficacia en la aspiracion a través de la valvula selectora que en la impulsion. En la tabla 6.4

se muestran las rectas de calibracion correspondientes.

Tabla 6.4 Rectas de calibracion del tubo de bomba de didmetro 1,143, en el proceso de impulsion
y aspiracion de agua.

Caudal de impulsién
Q (ml'min™") = -0,034 (+0,009) + 0, 1168 (+0,0004) - V (rpm); (n=7, r=0,9999)

Caudal de aspiracion
Q (ml'min™) =0,02 (+0,02) + 0,104 (+0,001) - V (rpm); (n=11, r=0,9995)

A menor diametro del tubo de bomba disminuye el desvio de la linealidad de la aspiracion
respecto de la impulsion. Como consecuencia, si fuese necesario, es posible trabajar en
todo el intervalo de giro de la bomba con respuesta lineal y con buena resolucion entre las

distintas velocidades de giro.

Se concluye que a mayor caudal de operacion y densidad mayor de 1g/1 es mas evidente la
pérdida de linealidad en el proceso de aspiracion. Ademas ésta es mas pronunciada cuanto
mayor es la densidad de la solucién aspirada. Consecuentemente, resulta mas practico

trabajar con tubos de bomba de menor didmetro.
6.3.2 Volumen minimo aspirado

El volumen minimo aspirable es otra variable importante a determinar en un sistema SIA,
porque define el limite inferior en el que se puede trabajar con reproducibilidad aceptable.
En este estudio se ha utilizado el esquema basico del sistema SIA con deteccion normal
que se muestra en la figura 1A. Como solucién portadora se ha utilizado una solucion de
KNO; 0,1M. Dado que en esta experiencia se usa un sistema monocanal se ajustd la fuerza
i6nica de los patrones con KNO; 0,IM. En la disolucion portadora se fijo también una
concentracién 2:10”° M de Cd (II). La composicion de la solucién portadora fue optimizada
en un estudio previo llevado a cabo con el mismo electrodo pero integrado en un sistema
de flujo FIA [Couto, 1999].
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Con el montaje descrito, se pretende determinar el volumen minimo aspirable (e inyectable
después) mediante la estimacion de la repetitividad de la respuesta del electrodo que se
relacionara con la repetitividad de la aspiracion, expresada como RSD. Se aspiraron, en el
sistema SIA sin optimizar, distintos volamenes de una solucién 1-10" M de Cd utilizando
tubos de distinto diametro interno (1,651 i.d. y 1,143 i.d.). Para el tubo de 1,651 mm de
didmetro se ha estudiado la repetitividad por dos vias. En la primera se ha mantenido
constante el tiempo de aspiracion (tiempo: 2, 4, 8, 16) y variable la velocidad de giro de la
bomba (rpm: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30). En la segunda se ha variado el tiempo de aspiracion
(tiempo de aspiracion: 1, 2, 4, 8, 16, 26, 36), manteniendo constante la velocidad de giro de
la bomba (rpm: 1, 5, 10). Cada una de estas parejas de condiciones determina un volumen
aspirado diferente. La secuencia de andlisis ha consistido en la aspiracion del volumen
predefinido de patron, a través del puerto 2 de la valvula selectora 1, hacia el tubo de
acumulacion y la posterior impulsion con portador hacia el detector (electrodo), por el
puerto 1 de la valvula selectora durante 30 segundos a 30 rpm. En ambos casos se
realizaron diez determinaciones en cada una de las condiciones y después se calculé6 RSD

(%). Para las dos series estudiadas se obtuvieron resultados analogos.
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Figura 6.8 Determinacion del volumen minimo de inyeccion para un tubo de didmetro de 1,651 mm.
Cada punto es la media de 10 analisis de una concentraciéon de Cd (II) 1.10"M.
En la figura 6.8, se muestran los resultados de la primera serie evaluada. La respuesta
depende tanto de la velocidad de giro de la bomba como del tiempo de aspiracion. En los
dos casos se ha observado que tiempos de aspiracion pequeiios (1-4 s) combinados con

velocidades de giro bajas (0-10 rpm) y, tiempos de aspiracion grandes (16 s) con
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velocidades de giro altas (30rpm), dan RSD elevadas. Esto es debido a las limitaciones
experimentales de la bomba peristaltica relacionadas con la inercia tanto en la puesta en
marcha como en la parada de esta. Los puntos de partida y parada del movimiento nunca
son los mismos y la presion que ejercen los diferentes rodillos no es igual. Este problema,

obviamente, es mas pronunciado para volimenes extremos.

También se ha estudiado el efecto de la concentracion. Se aspiraron distintos volumenes de
una solucion 1:10° M de Cd manteniendo el tiempo de aspiracién constante a 2s y
variando el intervalo de giro de la bomba desde 1-30 rpm. No se obtuvieron diferencias
significativas por efecto de la diferencia de concentracion. Se ha comprobado que el
volumen minimo reproducible es independiente de la concentracion y se ha verificado que
el volumen minimo para un tubo de 1,651 mm de diametro interno es 50,40+0,35ul, el

5%

error ha sido calculado como In_19 y tiene un valor RSD = 1,66 % para las dos

concentraciones ensayadas.

12
| —@— tiempo aspiracion 1 s
—@— tiempo aspiracion 3 s
10 — —¥— tiempo aspiracion 5 s
] —v— tiempo aspiracion 15 s
—— tiempo aspiracion 20 s
8 —
)
8 6
%)
m —
4 —
2 —
0 T T T ] T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Velocidad de giro (rpm)

Figura 6.9 Determinacion del volumen minimo de inyeccion para un tubo de didmetro de 1,143

mm. Cada punto es la media de 10 analisis de una concentracién de Cd (IT) 1.10"'M.
Se ha procedido de igual modo para el calculo del volumen minimo con un tubo de 1,143
mm. Se ha estudiado la variacion de la respuesta manteniendo constantes distintos tiempos
de aspiracion y se ha variado para cada uno de éstos la velocidad de giro de la bomba. Los
tiempos de aspiracion estudiados han sido 1, 3, 5, 15, y 20 segundos, y la velocidad de giro
de la bomba estudiada 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 rpm. Para este tubo los mejores
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resultados se han obtenido para tiempos de aspiracion menores de 15 s y velocidades de
giro de la bomba mayores de 5 rpm. En estas condiciones el valor de RSD esta entre 0-
1,5%. El volumen minimo aspirado con un tubo de 1,143 mm ha sido 10,6 = 0,21 pul con

un RSD=0,63 %. En la figura 6.9 se muestran los resultados obtenidos.

En vista de los resultados se puede concluir que para obtener una reproducibilidad
adecuada al tomar volumenes reducidos se han de utilizar tiempos de aspiracion y
velocidad de giro pequefias. Seleccionar una velocidad de giro baja para el proceso de
aspiracion en sistemas de SIA es siempre lo mas adecuado. De este modo se minimiza la
generacion de burbujas de aire que después pueden afectar en la medida efectuada por el
sistema de deteccion, ya sea potenciométrico como espectrofotométrico. Por tanto el tubo
mas adecuado para la gestion del sistema SIA es el tubo de menor diametro, porque se
obtiene una mayor linealidad en la aspiracion e impulsion y un volumen minimo util
menor. A partir de este punto serd el que se utilizara en todos los sistemas implementados.

6.4 Desarrollo de un sistema SIA para el analisis de ion cadmio con dos
modos de deteccién

La deteccion potenciométrica ofrece numerosas ventajas respecto a otros sistemas de
deteccion. Entre otras cabria destacar el bajo coste de la instrumentacién necesaria para su
aplicacion, su amplio rango de trabajo y su gran versatilidad analitica. No obstante, la
sensibilidad analitica de los detectores potenciométricos fijada por la ley de Nernst resulta,
en algunos casos, una limitacion que restringe el campo de aplicacion de estos dispositivos.
Debido a la relacion logaritmica que se establece entre la variacion de potencial y la
concentracion del ion primario [Bailey, 1976], la sensibilidad tedérica para un ion
monovalente, es de 59,1 mV-decada™. Un error de + 0,5 mV en la lectura de potencial
conduce a un error relativo de concentracion de cerca del 2%. En el caso de un ion
divalente, detectado con una sensibilidad de 29,6 mV-decada™, para el mismo error de
lectura, el error de concentracion sera de 4%. Para minimizar este problema y conseguir un
aumento de sensibilidad en la deteccion potenciométrica, se han propuesto distintas
estrategias [Couto, 1999].

La sensibilidad de un método analitico viene determinada por la relacion entre la variacion
de la senal analitica respecto de la variacion de la concentracion del analito a determinar.
Para conseguir un aumento de sensibilidad, en potenciometria se necesita incrementar la
variacion de potencial por unidad de concentracién. Dado que la respuesta inevitablemente
dependera de la ecuacion de Nernst, este incremento de la sefial deberd conseguirse
modificando el procedimiento experimental de medida o manipulando la sefial una vez

generada.
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Como punto de partida para estudiar la modificacion del procedimiento experimental de
medida se ha de tener en cuenta que la necesidad de automatizacion de las determinaciones
potenciométricas, con el objeto de mejorar su operatividad, aumentar la frecuencia de
muestreo y disminuir el consumo de muestra y reactivos, ha conducido a la integracion de

esta técnica de deteccion en sistemas de flujo continuo FIA y SIA [Alegret et al., 1985].

En este tipo de sistemas de flujo, el incremento de sensibilidad de los detectores
potenciométricos ha merecido especial atencion por parte de algunos autores. Una de las
estrategias mas utilizadas consiste en la deteccion diferencial, basada en la colocacion de
dos electrodos secuencialmente en el mismo canal. Situados en canales paralelos o el
mismo electrodo mediante la medicion de potencial utilizando los dos lados de la
membrana sensora de un mismo electrodo indicador [Couto, 1999]. Los electrodos
colocados secuencialmente pueden ser sensibles a la misma especie analitica o tener
respuestas a diferentes iones primarios, este ultimo caso se ha aplicado en determinaciones
multiparamétricas. Cuando el objetivo era obtener un aumento de la sensibilidad en la
determinacion potenciométrica se prodecia a colocar en linea dos detectores similares, El
principio de funcionamiento aprovecha la posibilidad de permutar la funcion cada uno de
ellos a lo largo del tiempo, operando alternativamente como electrodo indicador y como

electrodo de referencia uno respecto del otro [Barber, 1992].

La sefial analitica obtenida en los sistemas de flujo con deteccion potenciométrica
diferencial presenta un registro ascendente y otro descendente, como se esquematiza en la
figura 6.10. La amplitud total resulta de la suma de sus respectivas alturas parciales
(h;+hy). La forma y amplitud de la senal analitica, influyen en la sensibilidad analitica del
sistema de deteccion, y dependen tanto de la geometria como de los pardmetros
hidrodindmicos del sistema. Estos son responsables tanto de la dispersion del segmento de

muestra, como del tiempo de respuesta de los propios electrodos.

La sefial obtenida depende de las todas las variables hidrodinamicas del sistema que
afectan a la dispersion que sufre la muestra aunque tienen una gran importancia la distancia
entre electrodos (ver figura 6.10). En A se representa una sefial transitoria ideal, donde las
alturas de pico correspondientes a la variacion de potencial de cada electrodo son
aproximadamente iguales. En estas condiciones el segundo electrodo comenzard a registrar
el paso del segmento de muestra inmediatamente después del retorno a la linea base del
primer detector. En B la sefial descendente es menor que la ascendente ya que la distancia
entre electrodos dg es insuficiente. El segundo detector comienza a detectar el paso de la
muestra antes de que el primer detector haya recuperado el valor de la linea base. Esto

provoca la superposicion de las dos sefiales analiticas y una reduccion de los valores de h;

y h;.
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Figura 6.10 Representacion grafica de las sefiales analiticas tipicas obtenidas con un sistema de

flujo con deteccion diferencial en funcion de la distancia entre electrodos. (A) Seiial analitica ideal

h;~h,. (B) Sefial analitica con superposicion de los dos picos, ascendente y descendiente, (C) Sefial

analitica con disminucion de amplitud del segundo pico, resultado de la elevada dispersion del trozo

de muestra inyectado.
En C, se muestra la sefial obtenida cuando los electrodos estan situados a una distancia,
dc, excesiva entre si. En este caso, la sefal obtenida por el primer detector es idéntica a h;
de A, pero la dispersion en el segundo detector es demasiado elevada, provocando una
disminucién en la magnitud de la sefial analitica para el segundo detector (h;). En estas
condiciones se produce un ensanchamiento de la sefal registrada, con una zona plana
entre el pico ascendente y descendente, correspondiente a una fraccion de tiempo en que

ambos detectores registran el paso de la solucion portadora.

De lo dicho anteriormente resulta evidente la importancia de optimizar la distancia entre
los dos electrodos, colocados secuencialmente, para obtener respuestas analiticas
semejantes que conduzcan a la maxima mejora posible de la sensibilidad de la deteccion
potenciométrica. Para condiciones ideales, la respuesta del sistema de deteccion diferencial

deberia ser el doble de la respuesta Nerstiana tedrica.

En este apartado se ha realizado un estudio comparativo para un mismo sistema SIA con
dos modos de deteccion, normal y con sensibilidad aumentada, aplicados en la
determinacion de ion cadmio. Como se ha explicado antes (apartado 6.2.2), el sistema de
deteccion estd basado en electrodos selectivos de ion cadmio de membrana cristalina
homogénea. Estos electrodos ya se habian utilizado y caracterizado en trabajos anteriores
[Ferreira y Lima, 1994; Couto, 1999].
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Con el objetivo final de obtener la maxima sensibilidad se han optimizado las condiciones
de operacion para los dos modos de deteccion implementados. Para el modo de deteccion
normal se ha estudiado la influencia en el potencial medido del pH, tanto de la disolucion
portadora como de la solucion de ion principal, asi como el efecto de especies
interferentes. Se ha comparado los resultados obtenidos en este sistema al estudiar el
efecto de las interferencias con los obtenidos en un trabajo previo [Ferreira y Lima, 1994]
realizado en un sistema FIA, donde se utilizaron los mismos electrodos de membrana
cristalina sensibles a cadmio y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. Finalmente, se han
evaluado las caracteristicas operacionales de los electrodos construidos (MDN, MDD)
determinando la sensibilidad, estabilidad y reproducibilidad de las sefiales analiticas, el
limite inferior de respuesta lineal (LIRL) el limite superior de respuesta lineal (LSRL) y la

frecuencia de muestreo.

Con el objeto de obtener la méxima sensibilidad analitica con ambos modos de deteccion
se han optimizado las condiciones de operacion, estudiando la influencia de la
concentracion de cadmio, el volumen de inyeccion y el caudal en la sefial analitica. En el

caso concreto del MDD se ha estudiado también la distancia entre electrodos.

En los dos modos de deteccion ha sido utilizada una solucion portadora que contiene una
concentracion muy baja (2:10° M) de ion cadmio. La introduccion de este fondo de ion
principal contribuye a estabilizar la linea de base y facilitar el retorno a esta tras la medida.
Dado que la amplitud de la sefial analitica es medida a partir del valor de la linea de base,
es conveniente tener un valor estable para poder efectuar medidas correctas. La utilizacion
de una solucion portadora constituida solamente por el ion principal y su correspondiente
contra ion no es suficiente para asegurar el contacto eléctrico entre el electrodo indicador y
el de referencia. Por este motivo fue necesaria la introduccion de un electrolito de
concentracion relativamente alta, cuya eleccion fue realizada en base a minimizar su
interferencia en la respuesta del electrodo indicador. Del estudio de los coeficientes de
selectividad potenciométrico frente a diferentes iones para sensores de caracteristicas

semejantes [Ferreira, 1994], se decidié utilizar una solucion de nitrato potasico 0,1 M.

Los dos sistemas SIA evaluados son sistemas monocanales donde no puede realizarse, de
modo automatico, un ajuste de la fuerza idnica del patron inyectado. Por esta razon todas
las soluciones patrén se han preparado en KNOs 0,1 M igual que la solucion portadora. De
esta manera se eliminan los problemas de estabilidad de linea de base y picos negativos
derivados de la diferencia de fuerza idnica entre soluciones. Adicionalmente, cuando la
fuerza i6nica de la solucion se encuentra ajustada, el coeficiente de actividad se mantiene

constante, por lo que, el potencial del electrodo varia linealmente con la concentracion (§
3.3.2).
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6.4.1 Optimizacion del sistema SIA con modo de deteccion normal

Se ha utilizado el sistema SIA de baja dispersion presentado en la figura 1A con el modo
de deteccion normal, con un electrodo tubular potentiométrico sensible a cadmio y un
electrodo de referencia convencional de Ag/AgCl. El didmetro interno del electrodo
tubular es similar al de los tubos de Teflon del sistema de gestion de fluidos (0,8 mm). Las
caracteristicas de operacion de la técnica SIA implican que el flujo es discontinuo y que la
solucion portadora fluye a través del detector solamente durante el proceso de medida.
Aunque la intermitencia del flujo podria llegar a originar variaciones en la sefial de linea de
base generada por el electrodo [Toth et al., 1990], este efecto negativo no se ha observado

en ninguno de los sistemas evaluados.

El objetivo del proceso de optimizacion del sistema SIA con MDN ha sido obtener un
sistema con la méxima sensibilidad analitica, un elevado ritmo de muestreo y una buena
estabilidad. Se ha utilizado el método univariante. En esta estrategia de optimizacién, cada
uno de los pardmetros es alterado independientemente, fijando los restantes. Los
parametros estudiados han sido el volumen de inyeccion de la muestra, el caudal de la
solucion portadora y la distancia desde la valvula selectora hasta el electrodo tubular. Estos
parametros se han optimizado estableciendo un compromiso entre la altura de pico y el
tiempo de andlisis. En este estudio el tubo de bomba utilizado ha sido el de menor didmetro
1,143 mm ya que permite aspirar de manera precisa volumenes minimos repetitivos (10,6
ul). La distancia L; desde la valvula selectora hasta el electrodo de toma de tierra ha sido la
minima posible, 20 cm, para minimizar la dispersion de la muestra antes de llegar al
detector (figura 1A).

El ciclo de operacion utilizado en la optimizacion es similar al mostrado en la tabla 6.2. Se
han variado los tiempos de aspiracion e impulsion, asi como la velocidad de giro de la
bomba, para obtener los distintos caudales y volimenes de patron aspirados. En estas
experiencias se utilizo un patréon 0,1M de cadmio (II). La concentracién escogida ha sido
alta para asegurar que el tiempo de retorno al valor inicial de linea de base es el adecuado
para todo el intervalo de concentracion estudiado (1-107- 1:10"" M). De este modo se ha
optimizado el tiempo de retorno a la linea base simultdineamente. El portador utilizado ha
sido una soluciéon KNOs 0,1 M sin cadmio como estabilizador de la linea de base para

evaluar la respuesta del electrodo y el tiempo méaximo de recuperacion de ésta.

El tiempo de retorno se ha estimado como el intervalo entre el momento en que la valvula
cambia de puerto y el momento en el que la sefial analitica transitoria recupera el 95% del

valor inicial de la linea de base. Los volumenes de inyeccion estudiados han sido entre 50-
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300 pl, y los caudales se han variado entre 1-5 ml'min™". En la figura 6.11 se muestran los

resultados obtenidos.
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Figura 6.11 Optimacion simultanea del volumen de inyeccion y el caudal para el sistema SIA con

MDN, para una [Cd*]=1-10"M. Cada punto corresponde a la media de tres determinaciones

experimentales. El error asociado se ha expresado como el I”°”.
El caudal esta relacionado directamente con el tiempo de retorno a la linea base y afecta
directamente a la frecuencia de andlisis. Para un volumen constante se han obtenido
respuestas mayores a caudales medios, 2 y 3 ml'min”, y alturas de pico menores para
caudales de 1, 4 y 5 ml'min”". Los resultados muestran que este parimetro afecta a la
frecuencia de analisis y a la dispersion de la muestra. La frecuencia de analisis disminuye
cuando el flujo decrece, y la dispersion de la muestra es superior en este sistema a caudales
altos y bajos, ya que en estas condiciones la respuesta disminuye. La dispersion esta
favorecida ademas por el principio de operacion de la propia la técnica, aspiracion de la

muestra en un sentido e impulsion hacia el detector en sentido contrario.

La frecuencia de andlisis es directamente proporcional al caudal e inversamente
proporcional al tiempo de retorno de linea de base. Los tiempos de retorno obtenidos han
sido respectivamente 115, 85, 55,40y 25 sparal,2,3,4y5 ml'min”". Se ha establecido
un compromiso entre frecuencia de analisis (h™) y altura de pico (mV), y se ha elegido un
volumen optimo de 218ul y un caudal éptimo de 3ml'min™". Para volumenes superiores a
218 ul, la sefial permanece constante e independiente del volumen. Para el caudal de 3

ml'min”' se han obtenido los valores de RSD mas bajos (0-0,67%) de todos los volumenes
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inyectados. La sefial mayor se ha obtenido para un caudal de 2 ml'min” en todos los
volumenes, pero en beneficio de una mayor frecuencia de andlisis se ha escogido como
optimo un caudal superior. A expensas de la pérdida de respuesta debida al incremento de
la dispersion, en las condiciones establecidas, se ha obtenido una relacién de altura de
pico/frecuencia de analisis optima. La frecuencia de analisis es 60 h™' para la concentracién
superior del rango de operacion (1-:10" M Cd) y 120 h™' para las inferiores (menores de
1-10% M de Cd).

Finalmente, se ha realizado un estudio de la distancia optima (L1) desde el puerto central
de la valvula selectora (VS1) hasta el electrodo de toma de tierra (figura 1A). Se han
estudiado 5 distancias: 20, 50, 100, 150, 200 cm. Para poder evaluar mejor el efecto de la
distancia en la dispersion, la concentracion analizada ha sido menor en este caso, 5-10*M
de cadmio (IT). Para distancias superiores a 100 cm se ha observado una ligera disminucion
de la senal, menor de 5 mV en todos los casos. Se concluye que las caracteristicas
hidrodindmicas del sistema no afectan significativamente a la dispersion de la muestra. Por
tanto, se puede considerar el sistema propuesto como de baja dispersion y se toma como
idonea la distancia mas corta ya que se asegura de esta manera una mayor frecuencia de

analisis. Los resultados de la optimizacion se muestran resumidos en la tabla 6.7.
6.4.1.1 Coeficientes de selectividad potenciométricos

Se ha realizado un estudio de interferencias para evaluar los coeficientes de selectividad
potenciométrica (KP”) del electrodo tubular de cadmio en el modo de deteccion normal. En
este tipo de electrodos, las interferencias de cationes, especialmente de metales pesados,
son muy comunes debido a la posibilidad de que se formen sales insolubles con el ion

sulfuro presente en la membrana.

Los valores de K**' fueron determinados aplicando el método de las soluciones mezcladas
[Alegret et al., 1985]. Para ello se ha fijado la concentracion de ion Cd (II) y se ha variado
la concentracion de ion interferente. Los interferentes estudiados han sido Cu (II), Pb (I) y
Ag (I). Los resultados obtenidos se ha comparado con el trabajo previo realizado [Ferreira
y Lima, 1994], citado anteriormente. El procedimiento es andlogo al desarrollado en

trabajos previos para un electrodo similar pero en un sistema FIA.

Los ensayos fueron realizados por cuadruplicado para dos unidades tubulares. Para la
determinacién de KP* Cd*/Cu®* se han realizado calibrados en un intervalo de
concentracién 1:10% 1:10° M de Cu®". En la determinacion de KP* Cd*"/Ag" se realizaron
calibrados en un intervalode concentracion 1-10°- 1:10° M de Ag”; en ambos casos la
concentracion de ion Cd*" ha sido 1-10° M. Finalmente en la determinacién de KP*'

Cd**/Pb*" se han realizado calibrados en un intervalo de concentraciéon 1-107%- 1-10° M de
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Pb**, siendo en este caso la concentracion de ion Cd*" en el portador 1-10* M. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.5. Los valores corresponden a la media de 4
determinaciones realizadas con dos electrodos distintos. Se han comparado los valores
obtenidos con los previamente referenciados en el sistema FIA y, con los calculados
teoricamente a partir de la relacion de los respectivos productos de solubilidad (§ 3.3.2.2).
Como se esperaba, los resultados han sido similares a los referenciados, verificdndose que
no existe diferencia significativa entre los valores de K*. Aunque, en el sistema SIA con
MDN, la interferencia provocada por el cation cobre se ha reducido a la mitad. Se observa
que, cuanto menor es el producto de solubilidad (K,) del sulfuro del ion interferente
respecto al sulfuro del cation cadmio de la membrana sensora, mayor es su capacidad
interferente. A pesar de todo, los valores experimentales son inferiores que los previstos
tedricamente. En este caso, los cationes cobre y plata son interferentes importantes del

electrodo de membrana cristalina Cd,S/AgS.

Tabla 6.5 Determinacion de los coeficientes de selectividad potenciométrica (K.

Interferente (Y) MDN FIA® MDNSIA Teobrico®
cu* 100 423 1,0-10°
Ag’ 20 20,7 1,0-10%
Pb*" 1 1 3,0

8K ESI (CdS/Ag,S) en el modo de deteccion normal en un sistema FIA [Ferreira y Lima, 1994].
®Valor tedrico calculado como Ks(CdS)/K,s(YS). Valores de K, obtenidos de Lurie [1975].

6.4.1.2 Evaluacion de la influencia del pH en el valor de potencial

Se ha determinado la influencia del pH en la respuesta de los electrodos tubulares, con el
objetivo de determinar el intervalo de pH en el cual la sefial analitica no depende de este
parametro. Esta evaluacion se ha realizado mediante el trazado de los diagramas Reilley.

Se ha utilizado el sistema experimental con el MDN presentado en la figura 1A.

En un recipiente externo con un volumen elevado (250 ml) se tenia una solucion de Cd
1-10” M preparada en nitrato potasico 0,1 M y 4cido nitrico 0.1 M. De esta manera, el pH
inicial tenia un valor proximo a la unidad y la fuerza idnica estaba ajustada a 0,2 M.
Utilizando esta disolucién como muestra, se ha determinado la respuesta obtenida por el
electrodo tubular cuando se ha variado sucesivamente el pH por adiciones de pequefios
volumenes de una solucion saturada de NaOH. Después de cada adicion se ha esperado a
que la lectura del electrodo de vidrio sumergido en la disolucidon se estabilizara antes de
determinar la variacion de la sefial correspondiente. El ciclo de analisis utilizado es similar
al mostrado en la tabla 6.1, salvo que se ha introducido una etapa previa para recircular el

contenido de los tubos que conectan el sistema SIA con el vaso de precipitados con el
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objeto de que el volumen total de solucion permanezca casi constante, y sélo disminuya en

el volumen inyectado (261 pl).

El uso de un volumen elevado de soluciéon de ion cadmio y la adiciéon de volimenes
pequetios de NaOH saturada asegurar una variaciéon menospreciable de la concentracion de
ion cadmio a lo largo de la determinacion. De esta manera se asegura que las alteraciones
de potencial son debidas exclusivamente a las variaciones de pH. El pH ha sido
determinado después de cada adicion de base. Con un electrodo combinado de membrana
de vidrio Ingold modelo10/402/3092 (Crison).

El intervalo donde no existe variacion de sefial en funcion del pH fue de 3,6 a 8,4. Se
calcul6 haciendo la media de cuatro valores obtenidos con dos electrodos distintos. Estos
se acondicionaron antes y después de realizar cada experiencia. Respecto a estudios
previos [Ferreira, 1994], donde el intervalo de pH util fue 1,6-8,2, se ha observado una
disminucion en éste, resultado de un acortamiento en la zona 4cida y un ligero aumento en
la zona basica. Este tipo de diferencias también han sido observadas cuando se comparan
respuestas de electrodos tubulares construidos con membranas cristalinas sensibles a Pb
(IT) obtenidas en distintas sintesis [Couto, 1999]. En este tipo de electrodos sensibles a
especies catidnicas y para valores de pH menores a 2, la membrana es atacada por el H"
debido a la formacion de HS  y S*. Este fenémeno provoca una variacion del potencial
medido por los electrodos. Para valores elevados de pH, los iones metélicos presentes en la
muestra son complejados por los iones OH™ lo que conduce a una disminucion de la sefal

analitica.
6.4.1.3 Evaluacion de la influencia del pH en la solucién portadora

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad (mV-dec™) en el sistema SIA propuesto se
ha estudiado la influencia del pH en la solucion portadora. La solubilidad condicional de
CdS depende del pH de la solucion porque éste afecta a los equilibrios de protonacion de
los iones S* [Ruzicka y Hansen, 1973]. En trabajos previos muy exhaustivos desarrollados
recientemente por Trojanowicz se han estudiado el efecto de la variacion del pH y la
presencia de ligandos complejantes en el medio de calibracion. Este estudio fue realizado
en discontinuo con un electrodo selectivo de ion cadmio de Orion modelo 94-48 A. Los
resultados obtenidos demuestran que se producen mayor o menor desadsorcion de iones
cadmio presentes en la superficie de la membrana en funcion del pH. Se observo que un
aumento del pH provocaba una disminucion de Cd libre (pCd mayor) y un aumento de

sensibilidad [Trojanowicz et al., 1998].

El estudio realizado en este trabajo ha sido similar pero llevado a cabo en flujo con el

sistema SIA propuesto (figura 1A). Se han realizado calibrados de distintos electrodos
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utilizando soluciones portadoras de KNO; 0,1M a distintos pH. Las soluciones patron de
Cd (II) fueron realizadas en un fondo de igual composicion. Las soluciones portadoras
estudiadas han sido soluciones de KNO; 0,IM preparadas en tampon acético/acetato
pH=5, en agua desionizada (pH=5,2); con adicién de una solucion de borato soédico 0,1M

hasta pH=8,3; y en tampo6n borato a pH=9,1.

Se han realizado calibrados por duplicado con cada una de las soluciones portadoras en
dias diferentes de trabajo para cuatro electrodos diferentes. El ciclo de analisis es el
mostrado en la tabla 6.1 para el MDN. Se ha comparado la zona lineal y la pendiente
media obtenida para cada una de las soluciones portadoras. En la tabla 6.6 se muestran los
resultados obtenidos; donde, n es el nimero de sensibilidades utilizadas en el calculo,

obtenidas a partir de curvas de calibracion con un minimo de 7 puntos.

Tabla 6.6 Resultados obtenidos en el estudio del efecto del pH en la solucién portadora.

pH Pendiente °Estabilidad respuesta n Intervalo lineal r

(mV-dec™?) (mV-dec™?) (M)
50 22,53 +0,77 6 310°-1-10" 0,996
52 24,54 +1,22 7 1-10°-1-10" 0,998
83 2533 + 1,41 7 2:10°-1-10" 0,999
9,1 4745 +1,52 6 510°-1-10" 0,990

®Estimada como s (, 1, para la media de n valores. El intervalo lineal y r son valores de un calibrado tipo.

La mejor sensibilidad mayor se ha obtenido al aumentar el pH, en concreto para 8,3.
Resultados similares se obtuvieron en los estudios antes referenciados [Trojanowicz,
1998]. A pH 9,1 se ha obtenido un resultado anémalo debido al intervalo de pH de trabajo
para el electrodo evaluado (tabla 6.6). La sensibilidad media obtenida a pH 9,1 es superior
que las sensibilidades obtenidas a pH inferiores. Esta respuesta andémala del electrodo
puede esta relacionada con el intervalo de pH optimo en que la respuesta del electrodo no
se ve afectada por el pH. En el trabajo previo referenciado no existié este problema dado el
mayor intervalo de pH de trabajo para el electrodo utilizado. Puede comprobarse que a
pesar del ligero aumento de la pendiente obtenido a pH=8,3, el intervalo de respuesta
lineal disminuye. Se decide trabajar con la solucidon portadora inicial de KNO3 0,1M a
pH=5,2 ya que a este pH se minimiza la posibilidad de que precipiten en el tubo los

hidroxidos de metal.

Los coeficientes de selectividad potenciométrica (K*®) y el efecto del pH en la sefial del
electrodo, s6lo han sido estudiados para el modo de deteccion normal. En trabajos previos
en donde se comparan estos parametros en tres modos de deteccion distintos para

electrodos sensibles a ion cadmio, no se encontraron diferencias significativas respecto al
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modo de deteccion normal [Couto, 1999]. También en este capitulo (tabla 6. 5) se acaba de
comprobar que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos para el
modo de deteccion normal en la técnica SIA frente al mismo electrodo de membrana

cristalina implementado en un sistema FIA.
6.4.2 Optimizacion del sistema SIA con modo de deteccién diferencial

Como se ha comentado en la introduccion del apartado, para incrementar la sensibilidad
(mV-dec) y disminuir el LD del método propuesto, se estudio la alternativa de la
deteccion diferencial. Un control adecuado de la dispersion de la muestra permite una
variacion de potencial en uno de los electrodos, mientras el otro se mantiene a potencial
constante. De esta manera, la sensibilidad del detector, definida como la diferencia de
potencial entre las dos sefiales observadas, correspondera a un valor maximo. En el caso

ideal la sensibilidad deberia ser el doble de la respuesta Nernstiana tedrica.

En sistemas de flujo sin reaccién quimica, la respuesta del detector depende
exclusivamente de la dispersion fisica de la muestra. El proceso de dispersion se ve
afectado sobre todo por parametros hidrodinamicos y geométricos del sistema, pero
también se puede ver afectado por el dispositivo de inyeccion y la configuracion del de la
célula de flujo del detector [Haemmerli et al., 1982]. Sin embargo la eficacia de los
electrodos tubulares para medidas diferenciales en flujo ha quedado demostrada en
diversas aplicaciones [Barber, 1992; Couto, 1999]. El uso de electrodos tubulares permite
mantener constantes las caracteristicas hidrodinamicas de la porcion de muestra inyectada,
minimizando el tiempo necesario para que la sefial del primer electrodo recupere el valor

de la linea de base, y obteniéndose mejores resultados combinados.

Con el fin de obtener la maxima sensibilidad, se estudio la influencia de los distintos
parametros en la respuesta del detector. En todos los casos s¢ determino la altura de ambos
picos (en valor absoluto) y su suma (en valor absoluto). Las variables estudiadas en
sistema SIA (figura 1B) han sido: caudal, volumen de inyeccion, distancia entre la valvula
selectora y el primer electrodo (L1), y la distancia entre los electrodos tubulares (L2). El
ciclo de operacion es el presentado en la tabla 6.1 para el MDD. Aunque durante el proceso
de optimizacion se han variado los tiempos de aspiracion y caudales que permiten definir

los volumenes de muestra analizados.

Las condiciones de operacion iniciales han sido las optimizadas para el MDN (§ 6.4.1), un
volumen de muestra de 218 ul, y L;=20 cm. La distancia L, se ha fijado inicialmente en
200cm. La solucion portadora ha sido KNO; 0,1M con Cd (II) 2-10-5 M. La concentracion
analizada de ion cadmio ha sido 5-10* M para asegurar un menor tiempo de retorno a la

linea base y favorecer la velocidad de muestreo. La optimizacion ha consistido en la
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variacion sucesiva de los distintos parametros que afectan directamente a la dispersion del

segmento de muestra inyectado.
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Figura 6.12 Influencia del caudal en la sefial analitica obtenida con el modo de deteccion
diferencial, para una [Cd*"]=5-10""M. El error esta calculado como s(n-1) para n=2.

El primer parametro estudiado ha sido el efecto del caudal de la solucion portadora. El
caudal ha sido estudiado estableciendo un compromiso entre el tiempo de paso por el
detector y la maxima altura de pico, especialmente para el segundo detector. El intervalo
estudiado de caudales ha sido 0,5-5 ml'min™. Se ha observado que a caudales elevados
existe una disminucion de la sefial. Cuando se usan caudales altos, la velocidad lineal de la
muestra pasando a través del electrodo es tan alta que, para los volumenes de inyeccion
utilizados, la membrana es incapaz de alcanzar el potencial maximo (figura 6.12).
Ninguno de los electrodos es capaz de alcanzar el méximo frente a un potencial constante

suministrado por el contrario.

El volumen de muestra inyectada afecta en el mismo grado a las sefiales de los dos
electrodos y, por tanto a la respuesta total. Se ha observado que a volimenes inferiores a
200 pl, la senal es menor debido a la mayor dispersion que sufre la muestra (figura 6.13).
Para volimenes mas elevados se obtiene una respuesta constante del detector. En estas
condiciones, la sefal del primer electrodo alcanza su valor maximo y suministra un

potencial constante ya que no hay dispersion. Como consecuencia, la sefial debida al
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segundo electrodo permanece constante. La tUnica diferencia observada es una meseta
intermedia entre los picos positivo y negativo, que se hace menor al incrementar el

volumen de inyeccion.
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Figura 6.13 Influencia del volumen de inyeccion en la sefial analitica obtenida en el modo de

deteccién diferencial, para una [Cd*']=5-10"*M.El error esta calculado como s(n-1) para n=2.
La distancia L distancia desde el puerto central de la valvula selectora (VS1) hasta la toma
de tierra, ha sido estudiada también (figura 1 B). Se han estudiado cuatro distancias: 20,
50, 100 y 150 cm. El aumento de distancia provoca una disminucion de sefial para ambas
alturas de pico, al aumentar la dispersion efectiva. Esta disminucién es poco significativa
para longitudes menores de 100 cm. Para 150 cm se observa una disminucién de 10 mV en
la sefial analitica. Se ha decidido fijar la distancia a 20 cm que es la minima distancia

experimental posible.

Finalmente, se determind la influencia sobre la sefial de la distancia entre los dos
electrodos, L, (figura 1B). Se han estudiado 12 longitudes distintas entre 50-600 cm. Para
todas ellas, la sefial correspondiente al primer electrodo permanece constante. Este
resultado era esperable ya que la dispersion permanecera constante si el volumen de
inyeccion y L; son constantes. La sefial del segundo electrodo aumenta con la longitud del
tubo. Esto es debido al menor solapamiento de los dos picos al aumentar la distancia. Este
aumento desaparece, sin embrago, a partir de 400 cm, obteniéndose para longitudes

mayores valores constantes de la sefial.
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Figura 6.14 Influencia de la distancia entre los dos electrodos (L2) en la sefial analitica obtenida

con el modo de deteccion diferencial, para una [Cd*"]=5-10*M. El error esta calculado como s(n-

1) para n=2.
Para longitudes mayores a 400 cm, el aumento de la dispersion contrarresta el aumento de
sefial debida a un menor solapamiento entre picos. Estd situacion, cuando se utilizan
volumenes de inyeccidon muy pequefios, puede provocar una disminucion en la altura del
segundo pico. Como se ve en los resultados la sefial del segundo electrodo siempre ha sido

inferior que la del primero (figura 6.14).

Esto implica que no es posible obtener sefiales no solapadas, incluso utilizando electrodos
tubulares de flujo, y tener simultdineamente una baja dispersion de la muestra. La sefial del
primer electrodo consigue alcanzar un méaximo antes de que la muestra llegue al segundo,
pero éste ultimo siempre mide una sefial solapada, influenciada por la anterior o afectada
por la dispersion, y este hecho provocara siempre una disminucién en el potencial

alcanzado por el segundo electrodo.

Es necesario encontrar una situacion de compromiso entre la dispersion de la muestra en el
sistema y el solapamiento de las sefales, que en la situacion real, permita alcanzar el valor
teérico de 59 mV-dec™. De acuerdo con las figuras 6.12, 6.13, y 6.14, los valores dptimos
seleccionados de los parametros de operacién han sido: caudal, 2ml'min™'; volumen de

muestra, 350 ul; Ly, 20 cm y L,, 400 cm. En estas condiciones, la frecuencia de analisis ha
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sido 30 h™' para la concentracién superior del intervalo de trabajo (1107 M) y 60 h™' para

. . . 3
las concentraciones inferiores (menores de 1-10~ M).

Como conclusién en la tabla 6.7 se muestran las condiciones de operacion optimizadas
para la determinacién de ion cadmio mediante dos modos de deteccion implementados en

un sistema SIA.

Tabla 6.7 Caracteristicas de operacion optimas para MDN y MDD.

Parédmetro MDN MDD
Volumen de muestra (ul) 218 350
Caudal (ml.min™) 3 2
L; (cm) 20 20
L, (cm) 5 400

6.4.3 Caracterizacion de los dos modos de deteccion

Después de la optimizacion de los dos sistemas SIA con MDN y MDD, se han efectuado
las correspondientes curvas de calibracién, con soluciones de ion cadmio de distinta
concentracion con la fuerza idnica ajustada. Las caracteristicas evaluadas han sido los
parametros de calibracion, la repetitividad, la estabilidad del potencial y la frecuencia de
muestreo. Los resultados comparativos de ambos sistemas se muestran resumidos en la
tabla 6.8 del apartado 6.4.5.

6.4.3.1 Modo de deteccion normal

Antes de la determinacion del limite de deteccion se realizé un estudio previo del fondo de
Cd minimo a introducir en la solucién portadora para favorecer la recuperacion de la linea
de base (§6.4). Con este objetivo se analizaron patrones de ion cadmio de concentracion
1-10° M, utilizando como solucién portadora de KNO3 0,1 M con concentracion variable
de ion cadmio. Las concentraciones estudiadas han sido: 0, 1-10° M, 2-10°M, 5~10'6M,
1-10°M. Para concentraciones mayores de 2-10°M se ha obtenido una buena recuperacion
de la linea de base, la misma sefial analitica y una alta repetitividad. Para esta
concentracion y las superiores, la RSD (%) obtenida ha sido menor del 1%, para una

media de tres sefales.

La determinacion del limite de deteccion se ha realizado con los datos procedentes de un
calibrado tipo con 14 puntos. Las curvas de calibracion han sido construidas por
representacion de las alturas de pico obtenidas frente al logaritmo de la concentracion
(asimilado a actividad) para cada patrén analizado por triplicado. La sensibilidad de los

electrodos ha sido obtenida por regresion lineal en el intervalo correspondiente a la zona
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Nerstiana H=K+sxlog (X), donde H, K, S y X son respectivamente, la altura de pico, la
ordenada en el origen, la sensibilidad del electrodo, y la concentracion de ion cadmio. El
calculo del limite de deteccion se ha efectuado mediante un ajuste no lineal de todos los
datos experimentales del calibrado. Se ha utilizado la expresion derivada de la ecuacion de
Nikolskii-Eisenman H=A+B-log(X+C) donde A y B son consideradas, respectivamente,
como la ordenada y la sensibilidad del ISE en todo el rango de concentracion. El pardmetro
C es una modificacion del limite de deteccion que incluye el efecto de las interferencias (§
3.3.2.2). En ausencia de interferencias el pardmetro C puede considerarse el limite de

deteccion aparente del sistema (LDyp).
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Figura 6.15 Fiagrama de las sefales obtenidas en un calibrado efectuado para el modo de deteccion normal.
Los analisis se han realizado por triplicado. Las concentraciones analizadas son de derecha a izquierda: 1-107
2,5:107,5:107,1-10°,2,5-10°, 5-10°%, 1-107, 2,5:10°, 5:10°, 1-10*, 5:10, 1-107, 8,89-10° y 1-10"" M.

Los calculos han sido realizados con un software de Sigma Plot 8.0 basado en el algoritmo
Marquart-Levenberg [Rao, 1987]. Este tratamiento numérico ha sido aplicado en trabajos
previos con deteccion potenciométrica en el Grup de Sensors i Biosensors [Barquero,
2001]. Los valores obtenidos en el resto de calibrados realizados en este estudio son
similares. No se han obtenido diferencias significativas entre ellos. El valor del LDy, es

para este electrodo de 7,98:10° M.
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En la figura 6.15 se muestra las sefiales obtenidas para el calibrado utilizado en la
estimacion del limite de deteccion aparente y en la figura 6.17 (§ 6.4.5) se muestra la curva
de calibracion correspondiente al ajuste no lineal. El limite inferior de respuesta lineal se
ha estimado como la minima concentracion de ion cadmio analizable de un modo
repetitivo dentro de la zona de respuesta Nerstiana del electrodo es 1:10°M. El limite
superior de respuesta lineal, definido como el extremo superior del intervalo de respuesta
Nerstiana, es 1-10'"M. La frecuencia de muestreo se ha estimado en 60-120 h'l,

dependiendo de la concentracion de la muestra.

La repetitividad de la sefial analitica ha sido evaluada realizando dieciséis replicados de 3
patrones intermedios dentro del intervalo lineal de trabajo. Las concentraciones estudiadas
han sido 1:10*,5:10® y 1-10° M de ion cadmio. La desviacion estandar media obtenida
ha sido + 0,435 mV.

La estabilidad de los potenciales ha sido determinada mediante la realizacion de calibrados
sucesivos durante un dia de trabajo. Durante § horas se realizaron pares de calibrados con
una separacion de tiempo de 2h. Los resultados mostraron una buena estabilidad del
electrodo tubular con una variacién en la sensibilidad de + 0,425mV-dec”, estimada como

la desviacion estandar del promedio de sensibilidades.

En general los resultados obtenidos en el sistema SIA con deteccidbn normal son algo
mejores que los obtenidos en el sistema FIA con deteccion normal referenciado [Ferreira,
1994]. En concreto el LIRL, la sensibilidad, la repetitividad y la estabilidad. Los
parametros significativamente diferentes son el intervalo de pH optimo y la frecuencia de
muestro. Aparte de la frecuencia de muestreo que siempre es menor en la técnica SIA, las
diferencias observadas en el rango de pH no parecen estar relacionadas con la técnica,
sino, probablemente, con el proceso de fabricacion de la membrana. En la tabla 6.8 (§
6.4.5) figuran resumidas las principales caracteristicas de respuesta del sistema SIA con

modo de deteccion normal.
6.4.3.2 Deteccion diferencial

Las caracteristicas de la respuesta de los electrodos sensibles a ion cadmio dispuestos en
modo secuencial (figura 1B) han sido determinadas después de optimizar las variables

fisicas del sistema de forma analoga a la descrita en el apartado 6.4.3.1.

En la tabla 6.8 (§ 6.4.4) se muestran las caracteristicas de respuesta del sistema SIA con
MDD, obtenidas para calibrados sucesivos realizados en las condiciones Optimas de
operacion. Se han obtenido diferencias significativas respecto al modo de deteccion

normal. Respecto a la sensibilidad del método, la pendiente de la curva de calibracion es
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superior (tabla 6.8), aunque no se ha alcanzado el aumento de sensibilidad esperado
teéricamente de 59 mV-decada™. Se ha de tener en cuenta que la pendiente obtenida
cuando se trabaja con un electrodo unicamente (MDN) tampoco es la tedrica sino algo
menor. En la estimacion del intervalo lineal de trabajo y el limite de deteccion aparente se
ha procedido de acuerdo con lo descrito en el § 3.3.2.2. El limite inferior de respuesta
lineal para el sistema con modo de deteccion diferencial es menor que en el sistema con
deteccion normal. El LIRL en el MDD es 5-10° M y el LSRL también es menor, en
concreto 1-10”M. En la figura 6.16 se muestran las sefiales obtenidas para el calibrado

utilizado en la caracterizacion.

mV cm
18
100
16
-
80 =
=]
14 g.
60
12
40 10
8
' ' ' 20
I | |
= { b b I bt TR IK L [ y I I A ARARAAL .
\\\W \ \ \\ \\ \ VN'W"‘V MAAAARRRRARRA
4
l | -20 5

40 0

4
‘|IIII|||||||||||IIII||||||IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|||||||||||

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
tiempo (min)

Figura 6.16 Fiagrama de las sefales obtenidas para un calibrado efectuado con el modo de deteccion
diferencial. Los analisis se han realizado por triplicado. Las concentraciones analizadas son de derecha a
izquierda: 1-107, 2,5-107, 5-107, 1-10°, 2,5-10°, 5:10°, 1-10%, 2,5:10°, 5:107, 1-10™, 510, 1107, 8,89-107
y 1-10" M.

La estimacion del limite de deteccion aparente se ha realizado mediante un ajuste no lineal
de todos los puntos de calibracion (§ 6.4.4.1). Se ha obtenido un LD,, menor que en el
sistema con deteccion normal, de 4,66-10° M. El LD,, se ha calculado para un calibrado
tipo con n=13; donde, cada altura de pico es la media de la sefial obtenida en tres
replicados del patron correspondiente (figura 6.17). La frecuencia de muestreo se ha

estimado en 30-60 h™', dependiendo de la concentracién de la muestra. La repetitividad se
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ha calculado como la media de la desviacion estandar, de las medias de 16 replicados de
tres concentraciones distintas de ion cadmio. Se han obtenido variaciones de + 0.834 mV.

La estabilidad de los potenciales durante un dia de trabajo ha sido + 0,746 mV-dec™.

Los resultados del sistema SIA con modo de deteccion diferencial no difieren
significativamente de los obtenidos en el sistema FIA con modo de deteccion diferencial,
desarrollado anteriormente [Couto, 1999]. La diferencia principal estd en el LIRL que con
la técnica SIA ha disminuido un orden de magnitud. El resto de variables no son
significativamente diferentes, excepto la frecuencia de muestreo inferior siempre en esta

técnica de flujo.

6.4.4 Comparacion de los dos modos de deteccion

En este apartado se muestran a titulo comparativo los resultados obtenidos en los sistemas
SIA con los dos modos de deteccion implementados. En la figura 6.17 se muestra la

comparacion de las curvas de calibracion obtenidas y el ajuste no lineal.

160
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> 100 -
Cle
S
= 80 —
Q i
o
% 60 —
= i
40 —
20 —
0 —
I I I I I I I

log [Cd 21T (M)

Figura 6.17 Curvas de calibracion obtenidas para dos calibrados efectuados con el sistema SIA en
el modo de deteccion normal y en el modo de deteccion diferencial. Cada punto es la media de tres
determinaciones. El error se ha calculado como Iose,.
En la tabla 6.8 se muestran los resultados de ambos modos de deteccion. Se puede observar
que la diferencia mas significativa entre éstos es el aumento de sensibilidad que sin llegar

al valor tedrico esperado presenta una mejora sensible. Este aumento resulta mas evidente
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para las concentraciones mas bajas de ion cadmio; esto se debe a que el proceso de lavado
de la membrana es mas lento para altas concentraciones de analito. Este hecho resulta
evidente en la disminucion del LIRL y el LSRL. El LD,, también mejora sensiblemente,
disminuyendo aunque la diferencia no es muy grande. A titulo de ejemplo se ha mostrado
en la figuras 6.15 y 6.16 el registro de las sefiales obtenidas para dos calibrados efectuados

en las condiciones dptimas en ambos modos de deteccion.

Tabla 6.8 Principales caracteristicas del los dos modos de deteccion implementados. La
sensibilidad esta calculada con el ajuste lineal (H=K+s:log (X)) y el limite de deteccion con el
ajuste no lineal (H=A+B-log (X+C), donde C= LD,;,). El error en el LD,, estd calculado como el
error estandar y en la sensibilidad como s¢.1) tn.2).

Parametro SIA con MDN SIA con MDD
Sensibilidad (mV-dec™) 25,3 (£0,6) 39 (£3)
Intervalo lineal (M) 1-10°-1-10" 5-10°-8,89-10°
LDaparente (M) 5,9-10°(£0,4-10°) 4,7-10°(+1,0.10°)
n lineal (r)/n no lineal 8(0,999)/ 14 7 (0,997)/13
Estabilidad (mV-dec™) 0,425 0,746
Repetitividad (mV) 0,435 0,834
Frecuencia de muestreo (h™) 60-120 30-60

6.5 Incorporacién de una etapa de preconcentraciéon en linea

Como se ha comprobado en el apartado anterior (§ 6.4), la sustitucion del modo de
deteccion normal por el modo de deteccion diferencial aporta mayor sensibilidad al sistema
SIA y una pequefia disminucion del limite de deteccion (tabla 6.8). No obstante, esta
mejora no permite la aplicacion del sistema disefiado en la determinacion de ion cadmio en
aguas de consumo donde la concentracion maxima permitida es de 0,005 ppm (aprox.
510" M) [REAL DECRETO 140/2003]. El limite de deteccién del sistema SIA en ambos
modos de deteccion estd por encima de este valor (tabla 6.8). Adicionalmente la presencia
de ion cadmio en aguas de otra procedencia como aguas residuales la mayoria de las veces,
estd acompanada por la presencia de otros metales pesados como plomo y cobre que
presentan interferencia en la respuesta del electrodo. En este caso, la concentracion de
cation cadmio permitida para el vertido a cauce publico es 0,1 ppm (aprox. 9-107 M)
[Directiva 83/513/CEE]. Resulta, por tanto, necesaria la incorporacion de una etapa de
separacion/preconcentracion en linea que permita determinar concentraciones menores de
ion cadmio y, simultdneamente, eliminar las interferencias de otros metales presentes en la

muestra.
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Con este objetivo se ha estudiado la implementacion de una etapa de preconcentracion en
linea de ion cadmio, en forma de clorocomplejo, que permitird solventar las limitaciones
de los sistemas SIA (MDN y MDD) desarrollados. A continuacion en los subapartados

siguientes se describe detalladamente el proceso total de optimizacion.
6.5.1 Descripcion del sistema experimental con etapa de preconcentracion

El sistema SIA utilizado se muestra esquemdticamente en el apartado 6.2.1 de este
capitulo, figura 6.2 con los dos modos de deteccion estudiados. La secuencia final del
programa de gestion de fluidos se ha explicado en la tabla 6.3 (§ 6.2.4.3). Las etapas
basicas de este proceso son: aspiracion simultanea de la muestra y el reactivo durante 300s
a través de la valvula solenoide (VS3); retencion del [CdCl4]* formado en la columna; vy,
finalmente, elucioén del cadmio retenido en forma de clorocomplejo utilizando una solucion
de NaNO; 1,5 M durante 240 s 0 600 s, dependiendo del modo de deteccion.

En primer lugar se ha estudiado la composicion del reactivo complejante Optima para
conseguir la retencion completa del ion cadmio presente en la muestra. También ha sido
estudiada la influencia de la concentracion del eluyente en la eficacia del proceso de
elucion. Estos estudios preliminares han sido realizados en discontinuo en tres etapas. La
primera ha sido la preconcentracion en una columna de intercambio anidnico de soluciones
patron de cadmio, preparadas en NaCl. En la segunda etapa se determiné la concentracion
de Cd (II) por EAA en la solucion de eluato recogida a la salida de la columna durante el
proceso de preconcentracion. En la tercera etapa se ha procedido al analisis de estas
mismas disoluciones en el sistema SIA con MDN (figura 6.1A). La comparacion de los
resultados obtenidos en estas dos Ultimas etapas permite verificar la coincidencia entre las
medidas espectrofotométricos y potenciométricas, y obtener informacion sobre los posibles

estados 16nicos en que se encontraba el cadmio presente.

Una vez optimizada la concentracion del reactivo complejante se estudio la eficacia de la
etapa de elucion para distintas concentraciones de NaNOs. En este estudio también fueron
analizadas alicuotas del cadmio eluido mediante EAA y potenciometria en el sistema SIA

con modo de deteccion normal.

Finalmente, se han comparado los resultados obtenidos en discontinuo con los obtenidos
al realizar la reaccion de formacion de clorocomplejo en linea, estudiando las variables que
afectan a la formacion del clorocomplejo, el proceso de preconcentracion y el proceso
posterior de determinacion del ion cadmio eluido. El objetivo final es obtener registros
analiticos lo mas sensibles posibles, en un amplio intervalo de concentracién con un

maximo de repetitividad y reproducibilidad.
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Se ha estudiado también el tipo de secuencia de preconcentracion y elucion, las
dimensiones de la columna, la longitud del tubo de reaccion (D1+ D2), que es la distancia
entre la VS3 y la entrada a la columna del sistema mostrado en la figura 6.2A, el tiempo de
preconcentracion optimo y la distancia entre los electrodos (L2) en el modo de deteccion
diferencial.

6.5.2 Estudio de la reaccion de complejacién en discontinuo

El ion cadmio forma complejos con diferentes haluros en soluciones acuosas [Marczenko,
1985], siendo menor la tendencia de formacion de complejos cuando menor es el peso
molecular del haluro, I>Br>CI" [Kallmann et al., 1960]. En este trabajo se opt6 utilizar el
anion cloruro como complejante, teniendo en cuenta la estabilidad quimica de las
soluciones de cloruro, en comparacion con, por ejemplo, las soluciones de yoduro. El Cd
(IT) forma complejos con el anion cloruro siguiendo las siguientes reacciones [Snoeyink y
Jenkins, 1995]:

Cd** (ac) + CI (ac) < CdCI" (ac)
CdCI" (ac) + CI (ac) <> CdCl, (ac)
CdCl, (ac) + CI (ac) «» CdCl5 (ac)

CdCly(ac) + CI' (ac) < CdCl* (ac)

Las diferentes estabilidades y la cinética de formacion de los complejos metalicos, asi
como la seleccion de una concentracion adecuada de reactivo complejante y de un
intercambiador i6nico adecuado, permiten separar el Cd (II) de los otros elementos
metalicos, como ya se ha demostrado anteriormente por otros autores [Vandecasteel y
Block, 1984; Ferreira et al., 1990; Neto et al., 1995a, Neto et al., 1995b; Hayashibe y
Samaya, 1996; Burguesa et al., 1988, Couto et al., 1998]. En la figura 6.18 se pueden
observar los diferentes coeficientes de distribucion (log X) en una resina de intercambio
anionico como la de este trabajo [Vandecasteel y Block, 1984], referentes a cobre ((II),
cadmio (II), y plomo (II), en funcién de la concentracion de anién cloruro. De esta manera,
teniendo en cuenta los diferentes coeficientes de distribucion, y la dependencia de la
concentracion Cl” en la formacion de los respectivos complejos, se pretende eliminar la

interferencia de otros metales.
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Figura 6.18 Coeficientes de distribucion (log X) referentes a cobre (II), cadmio (II) y plomo (II), en una

resina de intercambio anidonico Dowex 1-X8, en funcidn de la concentracion de anién cloruro.

La utilizacion de una resina anionica, concentraciones adecuadas de Cl” y relaciones

favorables de caudales y reactores, permitiran establecer condiciones experimentales para
. ., ., . 2- . . .

primar la formacién y retencion del complejo [CdCl4]”, pudiendo eliminar otros cationes

metalicos (especialmente Cu (II) y Pb (II)) en el eluato del proceso de preconcentracion.

Para determinar la concentracion de anion cloruro necesaria para la formacioén del
complejo de cadmio [CdCly] %, se han estudiado disoluciones con distinta composicién de
NaCl y NaCl/HCI en un intervalo de concentracion de 0,01 a 2,00 M. Las concentraciones
de HCI estudiadas han sido 0,01 a 0,1 M. De esta manera, se pretendia estudiar el efecto
combinado de la concentracion de CI" y del pH ya que es necesaria una cantidad minima de
CI" y un gradiente de pH determinado para asegurar la complejacion cuantitativa de todo
el cadmio. Se optd por no estudiar concentraciones mayores de 2,00 M de Cl para evitar la
formacion de cloromplejos con otros cationes metdlicos interferentes [Vandecasteel y
Block, 1984; Ferreira et al., 1990, Couto, 1999], como por ejemplo el cation Cu, Zn, Co,
Fe o Mn. Asi mismo una concentracion elevada de CI, podria provocar la elucion del
complejo de cadmio retenido. Diversos autores [Ferreira et al., 1990; Neto et al., 1995a]
han sefialado la importancia, para la formacion del complejo, de trabajar en un medio acido
(HC),

El procedimiento ha consistido en preconcentrar 5 ml de cada una de las soluciones
preparadas con la misma concentracién de Cd*" 1:10* M vy las diferentes concentraciones
estudiadas de NaCl y HCI. La elevada concentracion de ion cadmio seleccionada permitira
asegurar que, sino existe saturacion a este nivel de concentracidon tampoco existird para

concentraciones menores. Durante la etapa de preconcentracion, el eluato ha sido recogido
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y analizado, tanto por el método de referencia, espectroscopia atdmica de absorcion
(EAA), como por el sistema SIA con modo de deteccion normal. Todos estos ensayos de
preconcentracion en discontinuo fueron realizados por triplicado en el sistema SIA de la
figura 6.2 A, con la misma columna que se utilizara después en la optimizacion del sistema
STA con preconcentracion en linea. A continuacion, después de cada ensayo se ha eluido el
cadmio preconcentrado con una disolucion de NaNOs de concentracion elevada (2M) para

asegurar la elucion de todo el cadmio retenido [Couto, 1999].

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron verificar que para soluciones de NaCl
de concentracion menor o igual a 0,5 M, no habia retencion completa de ion cadmio en la
resina, y para concentraciones mayores de 1,0 M tampoco, ya que en ambos casos se
observé presencia de cadmio en el residuo de preconcentracion. La concentracion optima
parecia estar en el intervalo de concentracion entre 0,5-1,0 M de CI'. Se repitieron los
ensayos para concentraciones entre de Cl'y de HCl entre 0,001-0,1 M, verificandose que la
concentracion minima necesaria para que se produjese de forma cuantitativa la reaccion de
complejacion era de 0,5 M Cl'y 0,01 M HCI. Para concentraciones menores de Cl'y HCI
se producia la pérdida de cadmio en la etapa de preconcentracion. Esta relacion podia
variar en funcion de la concentracion de CI, resultando igualmente efectivas
concentraciones mayores de Cl" y menores de acido. Finalmente, se escogié como Optima
una concentracion superior a 0,5 M de CI para asegurar la retencion cuantitativa del
cadmio en la resina anionica. Esta concentracion es la que deberia obtenerse después de la
entrada de muestra y reactivo por la valvula solenoide (VS3, figura 6.2), para asegurar la
reaccion en linea. Si se tiene en cuenta la frecuencia de oscilacion de la valvula solenoide,
25% aspiracion de reactivo y 75 % aspiracion de muestra, la concentracion idonea para
asegurar la concentracion de Cl" y HCl en la reaccidon de complejacion es 3,0 M de NaCl y
0,03 M de HCI (apartado 6.5.3.2), ademas se establece una situacion de compromiso

evitando que ocurra un gran consumo de reactivo y una elevada dispersion de analito.

Después de optimizada la concentracion de reactivo complejante, se ha procedido al
estudio de la composicion de la solucién de eluyente. Trabajos previos sobre la
preconcentracion de ion cadmio mediante la formacion del complejo [CdCLy]* demostraron
que una disolucion eluyente de NaNOj; proporcionaba una rapida elucion y sefiales mas
reproducibles [Couto, 1999]. Se estudiaron concentraciones variables de nitrato de sodio
entre 1,0-2,0 M, en presencia y ausencia de HNO;. La introduccion del medio acido se
realizo en base a estudios anteriores [Ferreira et al., 1990; Neto y col 1995a] que sugerian
una mejora en el proceso de elucion. El procedimiento ha consistido en preconcentrar 5 ml
de soluciones preparadas con una concentracion de ion cadmio (II) 1-10*M con reactivo
complejante y en eluir después el cadmio retenido con 5 ml de soluciones de NaNO; de

distinta concentracion.
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La elucion con acido no presentd ventajas, y hacia necesaria la incorporacion de un sistema
tampoOn posterior para minimizar posibles variaciones en la respuesta del electrodo por
efecto de gradientes de pH. Ademas, este ajuste provocaria una mayor dispersion del
analito antes de la deteccion. Finalmente la concentracion escogida fue 1,5 M NaNO;,
concentracion suficiente para permitir la elucidén total del cadmio retenido, sirviendo

simultdneamente como solucion ajustadora de la fuerza idnica.

La comparacion de resultados del analisis del eluato, obtenidos por EAA y mediante
deteccion potenciométrica en el sistema SIA con MDN, ha permitido concluir que la etapa
de elucion para la solucion escogida ocurria correctamente con un rendimiento proximo al
100%. Dado que el intercambiador idnico estd constituido por particulas con una
granulometria muy pequefa y para evitar el empaquetamiento gradual, y consecuente la
obstruccion final de la columna, la etapa de elucion se realizo a contracorriente. Ademas el
proceso en contracorriente favorece la elucion del analito porque se mantienen el gradiente

de concentracion méaximo durante el proceso de elucion.
6.5.3 Etapa de preconcentracion en linea

Una vez optimizadas la composicion del reactivo complejante y de la solucion eluyente, se
ha procedido a la implementacion por etapas de las distintas secuencias que configuran el
proceso global en el sistema SIA con preconcentracion en linea. En primer lugar se estudio
el proceso de retencion del cloromplejo, llevando a cabo la reaccidon en discontinuo fuera
del sistema; y la posterior elucion y, deteccion del cadmio retenido mediante el sistema
STA con preconcentracion y modo de deteccion normal (figura 6.2). La distancia entre la
valvula solenoide y la parte inferior de la columna se ha fijado en 27 cm. Esta distancia
(D1+D2) es el reactor donde se forma el clorocomplejo, a partir del analito presente en la
muestra y el reactivo aspirados simultaneamente a través de la valvula solenoide (VS3). La
distancia L1 se ha mantenido en 20 cm (figura 6.1 A) y L2 ha sido optimizada

posteriormente en el sistema con preconcentracion y deteccion diferencial.
6.5.3.1 Reaccion en discontinuo con preconcentracion en linea

En esta primera etapa se ha estudiado la incorporacion de la etapa de preconcentracion y de
deteccion en linea. De esta manera se ha evaluado simultdneamente la eficacia de la
elucion y la deteccion, antes de introducir la variable de reaccion en linea, previa a la etapa
de retencion. Con este objetivo se han preparado soluciones patron con distinta
concentracion de ion cadmio y la concentracion de Cl'y HCI 6ptimas. Se ha establecido
una secuencia de andlisis que incluye la etapa de preconcentracion y la etapa de elucion.
Esta consiste en la aspiracion durante 180 segundos de los patrones y la elucioén posterior

durante 120-240 s, en funcion de la concentracion de ion cadmio. En este estudio se ha
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fijado un caudal de aspiracion a 0,78 ml/min. Este es el caudal maximo de paso que no ha
provocado fendmenos de sobrepresion en el sistema. En este estudio previo, el caudal de

elucion se ha fijado en 1,70 ml/min.

Los resultados obtenidos han confirmado la eficacia del proceso de preconcentracion,
elucién y deteccion en linea. Se ha obtenido respuesta lineal entre 5-107 M -5-107 M de
ion cadmio. No obstante, en la linea de base se han observado problemas de fuerza idnica
debidos a las caracteristicas del sistema SIA implementado que ha sido necesario

minimizar.

Durante el proceso de preconcentracion existe una pequena cantidad de patrén y reactivo
que queda retenida sin preconcentrar en la distancia D2, asi como parte del residuo de la
preconcentracion en la distancia D3 (figura 6.2). Este volumen es impulsado hacia el
detector durante el proceso de elucion del ion cadmio. Esta pequefia fraccion residual de la
etapa de preconcentracion pasa a través del detector potenciométrico en primer lugar, antes
del analito eluido. Por este motivo se produce una oscilacion en la linea de base. Con el
objeto de eliminar esta discontinuidad se ha incorporado una etapa de lavado del canal
(D2+D3) en dos pasos. El primero consiste en el lavado con agua y el segundo en la
impulsion del agua que queda en mediante el llenado de todo el canal con la solucion
eluyente. En la figura 6.19 se muestran los resultados obtenidos en las distintas secuencias
estudiadas. En A se muestra la sefial obtenida sin ciclo de lavado, en B la sefial obtenida
cuando se introduce una etapa de lavado con agua. Se puede observar que aumenta la
discontinuidad debido a la diferencia de fuerza idnica entre el agua y la solucion de NaNO;
1,5M (D). En C se puede apreciar que la introduccion de un segundo ciclo de lavado con
eluyente elimina completamente el efecto de diferencia de fuerza idnica. Este segundo
lavado se realiza con un volumen muy pequefio, estableciendo un compromiso entre
sustitucion del agua contenida en este canal (D2+D3), y pérdida de analito preconcentrado,

ya que tiempos muy altos provocarian perdida de ion cadmio.

El ciclo final propuesto consta de cuatro etapas: 1%, preconcentracion; 2°, limpieza con
agua; 37 eliminacion de agua en D2+D3 y 47 elucion hacia el detector. El tiempo de
limpieza con agua se ha establecido en 30 segundos. En este tiempo y un caudal de elucion
de 1,70 ml/min se elimina toda el agua de lavado. Tiempos superiores a 60 s produjeron
disminucién de la sefal, sobre todo a concentraciones bajas de cadmio (figura 6.20).
También se ha evaluado el tiempo de acondicionamiento con NaNOs, comprobandose que
un tiempo de 25 s es suficiente para eliminar toda el agua sin provocar pérdida de analito.

En todos los casos se ha aplicado este tiempo (figura 6.19 C).
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Figura 6.19 Estudio de la etapa de acondicionamiento necesaria antes de la etapa de deteccion. La
[Cd*']=5-10"M en todos los casos menos D. El tiempo de aspiracion es 180 s para la reaccién efectuada en
linea. Comenzando de derecha a izquierda se tiene: A sin lavado, B con lavado de agua durante 60 s, C con
lavado de agua 60 s y de 25 s con NaNOs. Los tiltimos picos (D) son una comparacién para 5-107M/agua

con una etapa de lavado con agua.
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Figura 6.20 Comparacion de la influencia de tiempos de lavado con agua para dos concentraciones bajas de
cadmio, de derecha a izquierda: (A) [Cd*']=5-107 M. Tiempos de lavado, 30 s y 60 s, y (B) [Cd*'] =510
M. Tiempos de lavado, 28s, 30 s y 60 s. (Obsérvese en ambos casos la disminucion de altura a 60 s)
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6.5.3.2 Reaccion y preconcentracion en linea

Después de estudiada la etapa de preconcentracion con reaccion en discontinuo, la elucion
y la deteccion del ion cadmio retenido, s6lo queda por implementar, como paso previo a la

optimizacion global de todo el proceso, la reaccidon de preconcentracion linea.

En primer lugar se ha verificado que la cinética de la reacciéon de complejacion y de
intercambio i6nico entre el clorocomplejo y la resina son analogas a las obtenidas cuando
la reaccion se realiza en modo discontinuo fuera del sistema (§ 6.5.3.1). Se han estudiado
las variables que afectan directamente a la reaccion de complejacion: caudal de aspiracion,
composicion del reactivo y frecuencia de oscilacion de la valvula solenoide (VS3) y, la

distancia entre VS3 y la entrada a la columna (D1+D2).

Los caudales usados en sistemas de preconcentracion en linea deben establecerse de modo
que no comprometan la cinética de intercambio idnico, ni varien drasticamente la presion
en el sistema, garantizando una retencién cuantitativa del analito. En este caso se ha
estudiado el caudal de aspiracion en funcion de la frecuencia de oscilacion de la valvula, ya
que se ha comprobado que la frecuencia de oscilacion afecta al caudal de aspiracion.
Ademas la frecuencia de oscilacion limita la composicion del reactivo ya que la relacion
anion CI/HCI optima es 0,75M/0,01M. Se han estudiado diversas frecuencias de oscilacion
de la valvula entre 0-100 %. Este factor es de gran importancia porque es necesario
asegurar que, para las concentraciones de cadmio a analizar, la concentracién de cloruro
sera suficiente para complejar todo el cadmio existente y a la vez minimizar el grado de
dilucién de la muestra durante el proceso de mezcla, Para frecuencias de 0 y 50 % el
caudal es 0,77 y 0,75 ml/min respectivamente; mientras que para frecuencias de 10, 25, 75
y 100 %, es constante 0,71 ml/min. Se han estudiado dos frecuencias de oscilacion
distintas 50 y 25 %. Con distintas composiciones de reactivo complejante: NaCl 1,5 M/
HC10,02 M y NaCl 3,00 M/HC1 0,03 M, respectivamente. En ambos casos se han obtenido
buenos resultados, comparables a los obtenidos para la reaccion en discontinuo. Se ha
optado por la menor frecuencia de apertura 25% con el objeto de aumentar la
interpenetracion de muestra y reactivo complejante, disminuir el consumo de éste, y

reducir la dilucion de la muestra.

Finalmente, el caudal de aspiracion se ha fijado en 0,71 ml/min, ya que este es el caudal
mas alto que no provoca sobrepresiones en el sistema y permite el funcionamiento correcto
de la etapa de preconcentracion en lo que respecta tanto a la cinética de la reaccion de
complejaciébn como a la cinética de intercambio id6nico. La oscilacion de la valvula
solenoide en un 25% y la composicion del reactivo escogidas fueron idoneas para realizar
la reaccion en linea. Se han realizado estudios comparativos de calibrados efectuados con

reaccion previa en discontinuo y reaccion en linea, y no se han obtenido resultados
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significativamente distintos. Este hecho permite confirmar ademéas que la distancia
(D1+D2) entre la valvula solenoide (VS3) y la columna es suficiente para que la reaccion
de complejacion se realice en toda su extension. También se ha realizado el andlisis de ion
cadmio, en modo discontinuo, obtenido en el proceso de reaccion/preconcentracion en
linea, con el objetivo de verificar que todo el cadmio es complejado y retenido. Los
analisis se han efectuado con el sistema SIA con MDN presentado en la figura 6.1 A. Se
ha verificado que no existe presencia de ion cadmio en el eluato lo que confirma que la

reaccion de complejacion en linea es dptima.

En la tabla 6.9 se muestran los resultados obtenidos para dos calibrados efectuados para la
misma secuencia de andlisis, con la reaccion en discontinuo y en linea. La secuencia es:
180 s de preconcentracion, 30 s de lavado con agua, 30 s de acondicionamiento con
eluyente y 360 s de elucidon/deteccion. La gestion de fluidos mediante la apertura/cierre de

las valvulas, es la que se muestra en la tabla 6.3 del apartado 6.2.4.3.

Tabla 6.9 Estudio de la reaccion de complejacion en discontinuo/en linea.

[Cd %] (M) Reaccién en discontinuo Reaccién en linea (25%)
5107 32mV 4mV
5-10° 27,2 mV 25,6 mV
5107 52 mV 48,8 mV
510" 68 mV 66,4 mV

Ajuste lineal  H(mV)=140(x16)+22(3) -log [Cd*'] (M)  H(mV)=137(x17)+21(z3)-log [Cd*"] (M)

Estudio de la longitud de la columna

Uno de los parametros mas importantes del sistema propuesto es la longitud de la columna
de intercambio i6nico y la granulometria de las particulas constituyentes. Aunque el
tamafio de la columna es fundamental para la etapa de preconcentracion, el tamafio de
particula utilizado en el empaquetamiento también lo es. Tamanos elevados de columna
pueden no ser convenientes porque aumentan la presion hidrodinamica del sistema y
favorecen la dispersion del analito durante la etapa de elucion. La eficacia de una columna
estd condicionada también por el tamafio del material empaquetado. El uso de particulas
con menor granulometria permite la utilizacién de columnas de intercambio de menores
dimensiones En este caso se ha optado por una resina de granulometria de 200-400 mesh.
Estas dimensiones garantizan una buena eficacia en el proceso de separacion y permiten la
implementacion de una columna lo suficientemente reducida para que no exista un

incremento de presion en el sistema.
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Se han estudiado tres longitudes de columnas: 16, 23 y 46 mm. Las otras dimensiones de la
columna han permanecido invariables. Se ha estudiado la influencia de la longitud en el
proceso de preconcentracion de una solucion de Cadmio (II) de concentracion 5-10°M a
distintos tiempos de preconcentracion. El sistema experimental utilizado es el mostrado en
la figura 6.2 y las condiciones de operacion las optimizadas antes (sub apartado anterior).

En la figura 6.21 se muestran la comparacion de las sefiales obtenidas.
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Figura 6.21 Influencia de la longitud de la columna y tiempo de aspiracion en la sefal analitica.

En ninguno de los casos se ha observado sobrepresion en el sistema, probablemente debido
al tipo de conexiones utilizadas y al empaquetamiento moderado de la columna. Aunque si
se ha observado disminucion de la capacidad de preconcentracion. La columna de 16 mm
longitud es insuficiente para la retencion completa del clorocomplejo, ya que se han
obtenido sefiales analiticas menores que para las longitudes superiores. Para la segunda
columna (23 mm) se ha obtenido un aumento de sefal significativamente mayor que en las
otras dos distancias. En el tercer caso (46 mm) la sefal vuelve a disminuir. Probablemente
debido a la dispersion de la muestra en la columna durante la etapa de elucion. Por otro
lado, la relacion directa entre tiempo de aspiracion y sefial analitica se ha mantenido en las

tres longitudes.

Finalmente, se ha escogi6 como optima una columna de 23 mm de longitud. Para esta
longitud no se ha observado saturaciéon de la columna, salvo para concentraciones muy

elevadas y tiempos de preconcentracion superiores a 300 s (subapartado siguiente). Por
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tanto, permite la retencion cuantitativa del ion cadmio preconcentrado en forma de

clorocomplejo en un amplio intervalo de concentracion.

Estudio del tiempo de preconcentracion

También ha sido estudiada la influencia del tiempo de aspiracion en la preconcentracion de
distintas concentraciones de ion cadmio. Esta variable es muy importante porque determina
tanto el volumen de muestra preconcentrado, como el limite superior de saturacion de la
columna. El estudio se ha realizado para cuatro concentraciones distintas de Cd (II), 5:107,
5-10°, 5-10° y 510" M, a distintos tiempos de aspiracion comprendidos en un intervalo
de 25-360 s. La columna utilizada ha sido de 23 mm de longitud y el caudal de aspiracion

de 0,72 ml'min” para una relacion 1:3 reactivo/muestra.

En la figura 6.22 se muestran los resultados obtenidos. Se ha observado que para tiempos
superiores a 300 s de aspiracion se produce saturacion de la columna. Este hecho resulta
mas evidente a concentraciones altas. Para concentraciones bajas en cambio, se observa
claramente una ligera disminucion de la sefial a tiempos superiores. Este hecho es

significativo para las concentraciones de cadmio 5-107 My 5-10°M.
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Figura 6.22 Estudio de la influencia de tiempo de aspiracién y la concentracion en la etapa de
preconcentracion.

Por tanto, se verifica que, para un tiempo de 300 s, el Cd (II) es retenido cuantitativamente,
mientras que para tiempos superiores se produce saturacion de la columna en las

concentraciones altas de Cd (II). Para concentraciones bajas se produce pérdida de ion
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cadmio ya que el CI presente en el reactivo, conjuntamente como el NO3, actiia también
como eluyente. Por tanto, se ha escogido como 6ptimo un tiempo de aspiracion de 300 s,
valor idoneo para la preconcentracion en todo el intervalo de concentraciones de ion

cadmio estudiado.

Estudio de caudal de elucidn

El caudal de solucion eluyente ha sido establecido para garantizar la eficacia del proceso
de elucion, pero a su vez se ha establecido un compromiso entre frecuencia de analisis y
dispersion de la muestra. Se han estudiado valores de caudales de elucion entre 0,55-3,47
ml/min y su efecto en dos concentraciones ion cadmio, 5107 M y 5:10° M. Se ha
verificado que este parametro tiene influencia especialmente en la presion hidrodinamica
del sistema y en la dispersion del analito sobre todo para concentraciones bajas de éste. En
cambio no presenta una alteracion significativa en la capacidad de elucion. El estudio se ha
realizado en el sistema SIA con preconcentracion y modo de deteccion normal para un
tiempo de aspiracion de 300s y un caudal de aspiracién de 0,71 ml'min™' con un 25% de

aspiracion de reactivo.

En la figura 6.23 se muestra la sefial obtenida en la etapa de elucion a distintos caudales
para las dos concentraciones de ion cadmio analizado, asi como el tiempo de recuperacion
de linea base. Este corresponde al tiempo que transcurre entre el maximo de la senal

analitica y la disminucion del maximo un 95%.
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Figura 6.23 Estudio del efecto del caudal de elucion en la sefial analitica, (a) [Cd*"]=5-10" M y
(b) [Cd*1=5-107 M.

Se ha observado que un aumento del caudal de elucion influye negativamente en la sefial

analitica. Este efecto parece estar asociado a una cinética de intercambio lenta entre la
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resina y el eluyente; a caudales mayores el tiempo de intercambio es menor y disminuye
drasticamente la altura de pico, especialmente a concentraciones menores de ion cadmio.
Para caudales pequefios, menores de 1,70 ml'min”, el aumento de tiempo de elucion es
muy grande del orden de 600 s. Si a este tiempo se afade ¢l de la etapa de
preconcentracion, el tiempo por analisis aumenta hasta 16 minutos por tanto, la frecuencia
de analisis se reduce a 4h”. Estableciendo un compromiso entre sefial analitica y
frecuencia de andlisis, se ha fijado como idoneo un caudal de elucion de 1,70 ml-min'l, a
expensas de perder un poco de sefial a concentraciones bajas. En el caso estudiado la
disminucion es de 9 mV, considerando el menor caudal. Por otro lado, la distancia
operacional L1 se ha mantenido constante e igual a 20 cm, distancia minima y suficiente
para permitir la union entre la VS1 y los electrodos (§ 6.4.1) y que minimiza el tiempo de

analisis.

Secuencia de preconcentracion /elucién

Una vez establecidas las condiciones de operacion Optimas tanto para la etapa de
preconcentracion (caudal de aspiracion, frecuencia de oscilacion de la vélvula y
composicion de reactivo), como para la etapa de elucion/deteccion (caudal de elucion y
concentracion de la solucion eluyente), se ha estudiado la posibilidad de preconcentrar y
eluir en ciclos dobles aprovechando la versatilidad de la técnica SIA. El estudio se ha
basado en dividir cada una de las etapas de preconcentracion en dos subetapas realizadas

en ambos sentidos de flujo.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.24. Se ha experimentado con ciclos de
preconcentracion y elucion en una, y dos etapas. Inicialmente se ha evaluado la respuesta
obtenida al preconcentrar un volumen de muestra dividido en dos fracciones iguales pero
en sentidos opuestos. El primer volumen se ha preconcentrado en la direccion de
aspiracion y el segundo en la direccion de impulsion. Esta variante no aporta ninguna
ventaja ya que se ha obtenido una disminucion de la sefal por tanto, un menor nivel de
preconcentracion. El ion cadmio retenido en la primera etapa en forma de clorocomplejo es
eluido por el CI' libre presente en la segunda fraccion de muestra/reactivo que se

preconcentra en sentido opuesto.

Se ha estudiado también el proceso de elucion en una y dos etapas. En la primera etapa se
ha aspirado la mitad de eluyente a través de la columna en el mismo sentido que el
segmento de muestra/reactivo y se ha reservado en un tubo de acumulacion adicional
colocado a la salida de la columna. En la segunda etapa se ha eluido con la mitad del
volumen de eluyente en contracorriente hacia el detector. Se ha observado una mayor

dispersion en el ciclo doble de elucion, lo que ha provocado picos dobles y sefales un 20%
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menor que para la elucidon en un solo sentido. Finalmente se ha establecido como idoneo un

ciclo de preconcentracion y elucioén en una sola etapa.
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Figura 6.24 Comparacion de la etapa de preconcentracién en una y dos etapas. La [Cd*"] es 5:10*M, y el
tiempo de aspiracion variable. En el ciclo en dos etapas los tiempos de aspiracion e impulsion parciales se

han calculado en funcion del Q,,=0,71 ml'min’! ¥ Qimp=1,70 ml-min™! a través de la columna.

El ciclo final ha quedado definido con las condiciones optimizadas en este apartado y
finalmente queda establecido como se esquematiza en la figura 6.25. La secuencia de

etapas parciales ya se ha mostrado resumida en la tabla 6.3 del apartado 6.2.5.

La primera etapa es la etapa de preconcentracion (A) y consiste en la aspiracion a un
Q=0,71 ml'min”", de una mezcla muestra/reactivo (3:1) a través de la valvula solenoide,
comunicada con la VS1 a través del puerto 3 mientras que el sobrante de mezcla de
reaccion sale por el puerto 2 de la VS2 y va al residuo. La segunda etapa (B) es de limpieza
del sistema desde el canal central de VS2 hasta el canal central de la VSI1. Consiste en el
paso de agua desde el puerto 3 de la VS2 a través de la columna hasta el puerto 2 de la
VS1. Con esta etapa se consiguen eliminar los restos de mezcla muestra/reactivo y las
interferencias que provoca en la linea de base. La tercera etapa consiste en llenar todo el
sistema con el eluyente NaNOs 1,5 M para eliminar los restos del agua de lavado. De esta
manera se evitan las alteraciones en la linea de base debidas a la presencia de disoluciones
de distinta fuerza idnica (agua/eluyente) a su paso por el detector. Esta etapa se realiza

comunicando el puerto 4 de la VS2 a través de la columna con el puerto 4 de VS1. La
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ultima etapa es la elucion del cadmio retenido hacia el detector. Se basa en la
comunicacion del puerto 4 de la VS2 a través de la columna con el puerto 1 de VSI
comunicado con el detector. En este canal es donde se implementan los dos modos de

deteccion estudiados.
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Figura 6.25 Ciclo de analisis propuesto para el analisis de ion cadmio con etapa de preconcentracion en linea
y deteccion en modo normal, para el sistema SIA implementado.

Previamente al ciclo de andlisis es necesario efectuar una etapa de acondicionamiento de la
columna. Aunque normalmente se realiza una vez al dia, esta etapa se repite cuando se
observa una disminucién de la reproducibilidad entre sefiales analiticas. La solucion
acondicionadora utilizada es el mismo reactivo complejante. El acondicionamiento es
necesario ya que el continuo paso de la solucion eluyente de NaNOs, contribuye a la

conversion de Cl"a NOj3™ en la columna de intercambio 16nico.
6.5.3.3 Estudio de la etapa de deteccidn en el sistema con modo de deteccidn diferencial

Después de establecer las condiciones de operacion Optimas para la etapa de
preconcentracion y elucidon, se ha estudiado la influencia del caudal de elucién y la
distancia entre electrodos en el modo de deteccion diferencial. Analogamente al estudio
realizado sin preconcentracion (§ 6.4.3), el principal objetivo de este estudio es establecer
las condiciones idoneas que aseguren una mayor sefial analitica, estableciendo un

compromiso entre sefial y frecuencia de analisis.
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Influencia de la distancia entre electrodos

La distancia L1, como en el estudio sin preconcentracion, ha sido fijada en 20 cm con el
objeto de minimizar la dispersion del analito. En primer lugar se ha estudiado el efecto de
la separacion entre electrodos en la sefial analitica. Las distancias estudiadas estan
comprendidas en un intervalo entre 100-1800 cm (figura 6.26). Se ha estudiado la
variacion de la sefial en funcidn de la longitud manteniendo constante un caudal de elucion
de 0,71ml'min™" y la concentracion analizada, por duplicado, de ion cadmio ha sido 5-107
M. El sistema utilizado ha sido el mostrado en la figura 6.2 con el modo de deteccion
diferencial (figura 6.1 B).

Se ha observado que, a distancias menores de 500 cm, la separacion entre electrodos no es
suficiente, ya que la sefial analitica tedrica se ve reducida debido a pequefia sefial del
segundo pico. A estas longitudes se produce una solapado importante entre sefiales ya que
cuando comienza a salir el segundo pico todavia no se ha recuperado la linea de base. Esto
se hace evidente para la primera sefial que es ligeramente menor a distancias menores de
400 cm respecto a distancias mayores en que se mantiene constante. A partir de 400 cm el
aumento de la segunda sefial es continuo, lo que resulta evidente cuando se verifica que la
sefal total aumenta en la misma cantidad que lo hace la segunda sefial. A partir de 400 se

obtiene separacion entre picos, llegando ha obtenerse importantes incrementos en la sefial a
1400 y 1800 cm.
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Figura 6.26 Influencia de la distancia entre electrodos para el sistema SIA con preconcentracion en
linea y modo de deteccion diferencial.
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Se ha estudiado también la influencia de la distancia entre electrodos para concentraciones
menores de ion cadmio. El objetivo es verificar que la separacion entre electrodos no
provoca la dispersion del analito a bajas concentraciones, lo que provocaria una
disminucién importante de sefial. Se ha estudiado la respuesta obtenida para una
concentracion de ion cadmio 5-107M a tres longitudes, 400, 1000 y 1400 cm. Se ha
observado que es necesaria una distancia minima para evitar el solapamiento entre los
picos, incluso a concentraciones bajas. De las tres distancias ensayadas, la que permite una
diferenciacion mayor entre sefnales es 1400 cm (figura 6.27 (a)). A distancias menores se
observa solapamiento entre picos. Incluso a 1000 c¢m, tanto la primera como la segunda
sefal son, respecto a 1400 cm, menores. A pesar de que la frecuencia de analisis también
se ve influenciada proporcionalmente por la distancia (figura 6.27 (b)), se verifica que,
incluso a concentraciones bajas, la distancia idonea para obtener la maxima sefal analitica
es 1400 cm. En estas condiciones, el aumento de dispersion del analito por efecto de la
distancia queda compensado por el aumento de sefial analitica al producirse una mayor

separacion entre electrodos.
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Figura 6.27 Influencia de la longitud L2, en la respuesta para [Cd*‘]=5:10"M en el modo de deteccion
diferencial. (a) Influencia de la distancia en la sefial y (b) influencia de la distancia en el tiempo de analisis.

Influencia del caudal de elucién

Se ha estudiado la influencia del caudal de elucion en la sefal obtenida en el modo de
deteccion diferencial. Los caudales estudiados estdn comprendidos en el intervalo de 0,55 a
3,47 ml'min”'. Las concentraciones de ion cadmio analizadas han sido 5-10"M y 5-10° M.
En la figura 6.28 (a) se muestran los resultados obtenidos para la menor concentracion
estudiada, 5-10"M de ion cadmio. Se ha comprobado que un aumento de caudal provoca
una disminucidon importante de la sefial analitica. Esta disminucion estd relacionada con

una cinética lenta de intercambio; ya que cuanto mayor es el caudal menor es el tiempo de
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intercambio y menor es la cantidad de cation cadmio eluido. La primera sefial disminuye a
la mitad de su valor inicial para el caudal mas alto, a pesar de que la distancia que existe
desde la valvula (VS1) hasta el primer detector tubular (L1) es minima. La segunda sefal
analitica (hy) casi llega a anularse, porque también contribuye el efecto de la dispersion
debido a la distancia. En la figura 6.28 (b) se comprueba que al aumentar el caudal

disminuye drasticamente el tiempo de analisis casi a la mitad entre los valores limite.
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Figura 6.28 Influencia del caudal de elucién en el modo de deteccion diferencial para
concentraciones bajas de analito, [Cd*"]=5-10"M.

Caudal (ml'min™)

Para concentraciones altas de ion cadmio, el comportamiento observado es el mismo,
aunque la disminucion de sefial analitica al aumentar el caudal no es tan drastica. En la
figura 6.29 (a) se han representado las sefiales analiticas obtenidas para una concentracion
de 5-10°M de ion cadmio. A mayor caudal se produce también una mayor dispersion del
analito en la etapa de elucion/deteccion, pero €sta no provoca una disminucidon importante
de sefial que incluso llega a estabilizarse, en el caso del primer pico y el pico total. La
dispersion es mayor para la segunda sefial como en el caso anterior. En la figura 6.29 (b) se
muestran el tiempo de analisis total y el tiempo parcial de recuperacion de la linea de base.
Los valores son ligeramente superiores que los obtenidos para la concentracion inferior,

pero no existen grandes diferencias.

Finalmente, se ha establecido un compromiso entre frecuencia de analisis y sefial analitica

para ambas concentraciones, estableciéndose como idéneo un caudal de 1,70 ml/min.
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Figura 6.29 Influencia del caudal de elucién en el modo de deteccion diferencial para concentraciones altas
de analito, [Cd*']=5-10"M.

Como resumen del proceso de optimizacion realizado para la determinacion de ion cadmio
en el sistema SIA con preconcentracion en linea y dos modos de deteccion, en la tabla 6.10

se muestran las principales condiciones implementadas.

Tabla 6.10 Caracteristicas de operacion del sistema SIA con MDN y MDD.

Etapa Parametro — Valor 6ptimo
Composicion reactivo: NaCl 3M + HC1 0,03 M
Oscilacion VS3: 25 %
Preconcentracion t aspiracion: 300s
Caudal: 0,71 ml'min™
Volumen muestra / reactivo: 2662 ul / 887 ul
Solucioén eluyente: NaNO;1,5 M

Elucion Caudal: 1,70 ml'min™'
MDN MDD
Deteccion L1 20 cm 20 cm
L2 5cm 1400 cm

6.5.4 Caracterizacion de los modos de deteccidn con preconcentracion en linea

Después de la optimizacion de la etapa de preconcentracion en linea y de las condiciones
idoneas de deteccion para los dos sistemas implementados (MDN y MDD), se han
efectuado las correspondientes curvas de calibracion, con soluciones patrén de ion cadmio
y, se han caracterizado los dos sistemas de deteccion. Los parametros evaluados han sido
los correspondientes a la curva de calibracion, la repetitividad, la reproducibilidad en el
empaquetamiento, la estabilidad del potencial y la frecuencia de muestreo. Los resultados
comparativos de ambos sistemas se muestran resumidos en el apartado 6.5.5, en la tabla

6.11. Todos los parametros han sido evaluados como se detalla en el capitulo 3 y del
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mismo modo que en el § 6.4.4. La descripcion pormenorizada de éstos se detalla a

continuacion.

La caracterizacion de los parametros que definen las curvas de calibracion se ha realizado a
partir de las sefiales obtenidas en dos calibrado tipo realizados con soluciones patrén de ion
cadmio, en un intervalo de concentracion 1-10°%-8,89-10°M para el modo de deteccion
normal y 1-10®-1-10”M para el modo de deteccion diferencial. Las curvas de calibracion
han sido obtenidas por representacion de las alturas de pico medidas frente al logaritmo de
la concentracién (asimilado a actividad) para cada patron analizado por duplicado. La
sensibilidad ha sido obtenida como la pendiente en la zona de respuesta lineal (zona
Nerstiana). E1 LIRL y el LSRL han sido establecidos como los dos extremos del intervalo
lineal (zona Nerstiana de respuesta), para cada uno de los modos de deteccion. El célculo
del limite de deteccion se ha efectuado mediante un ajuste no lineal de todos las datos
experimentales del calibrado exceptuando los puntos en que se produce saturacion de la
columna de intercambio anidnico. Se ha utilizado la ecuacion de Nikolskii-Eisenman,
H=A+B-log(X+C), donde el pardmetro C puede considerarse el limite de deteccion

aparente del sistema en ausencia de interferencias (§ 3.3.2.2).

Los resultados obtenidos han demostrado que existen, también en este sistema SIA con
preconcentracion, diferencias significativas entre los dos modos de deteccion. Para el
MDD se ha obtenido un menor intervalo lineal y LD,, que para el modo de deteccion
normal. El intervalo lineal para MDN es 2,5-10'7M-1-10'3M, con un LDap=1,5~10'7M y una
sensibilidad de 27,6(+1,2) mV-dec” (figura 6.33). Para el MDD el intervalo lineal es
2,5-10"M-2,5-10° M, con un LD,,=1,8:10"M y una sensibilidad de 36,8(x1,9) mV-dec™.
Aunque en ninguno de los dos sistemas de deteccion se ha obtenido la pendiente tedrica de
29,5 mV-dec' (MDN) y 59 mV-dec' (MDD). Los valores obtenidos en el resto de
calibrados realizados en este estudio son similares. No se han obtenido diferencias
significativas entre ellos. La frecuencia de muestreo en ambos sistemas coincide y se

encuentra en 5 andlisis por hora.

A titulo de ejemplo, en las figuras 6.30 y 6.31, se muestran los registros de las sefiales
obtenidas para dos calibrados efectuados en las condiciones optimas (tabla 6.11) en ambos

modos de deteccion para el sistema SIA con etapa de preconcentracion.
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Figura 6.30 Fiagrama obtenido en el sistema SIA con preconcentracion en linea para el modo de
deteccion normal. Los analisis se han realizado por duplicado. Las concentraciones analizadas son de
derecha a izquierda: 1-10%, 2,5-10%, 5-10%, 1-107, 2,5-107, 5107, 1-10°, 2,5:10°, 510, 1-107, 2,5
107, 5-10%,1-10%,5-10*M y 1-10°M.
La repetitividad de la sefal analitica ha sido evaluada realizando 10 replicados de 2
patrones dentro del intervalo lineal de trabajo, efectuados al realizar un calibrado, en cada
uno de los sistemas. Las concentraciones estudiadas han sido 5-107 y 5-10° M de ion
cadmio. La desviacion estandar relativa obtenida en todos los casos esta alrededor del

1,5%.

La estabilidad de los potenciales ha sido determinada mediante la realizacion de calibrados
sucesivos durante un dia de trabajo. Los resultados mostraron una buena estabilidad de los
electrodos con una variacion en la sensibilidad de +0,202 mV-dec” para MDN y +0,894
mV-dec! para MDN. La estabilidad ha sido estimada como la desviaciéon estandar del

promedio de sensibilidades de tres calibrados.
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Figura 6.31 Fiagrama obtenido en el sistema SIA con preconcentracion en linea para el modo de

deteccion diferencial. Los andlisis se han realizado por duplicado. Las concentraciones analizadas son

de derecha a izquierda: 1-10°%, 2,5:10%, 5-10%, 1-107, 2,5:107, 5-107, 1-10°, 2,5:10°%, 5-10°, 1-107,

2,5:107,5:10%,1-10* 5-10*M y 1-10°M.
Uno de las etapas que puede plantear problemas de reproducibilidad en el sistema SIA con
preconcentracion es el empaquetamiento de las columnas utilizadas en esta etapa. La
estabilidad del potencial y la repetitividad de la sefial analitica suministrada por los
electrodos son funcion exclusivamente del estado de estos. Para asegurar su adecuado
funcionamiento, los electrodos son pulidos y acondicionados de nuevo cuando disminuye
su respuesta (§ 6.2.2.2). Por tanto, la variable que puede limitar la reproducibilidad del
sistema con preconcentracion es la preparacion de las columnas. En la figura 6.32 se
muestra la comparacion de las sefales obtenidas para diferentes concentraciones en
diferentes columnas. Se ha verificado que no existen diferencias significativas en el

empaquetamiento de distintas columnas.

El estudio ha consistido en preparar tres columnas y evaluarlas en el sistema SIA con
preconcentracion, en el modo de deteccion normal, mediante el andlisis de tres
concentraciones de ion cadmio. Las concentraciones analizadas por triplicado con cada una
de las columnas han sido 5-107 5:10° y 5-10°M. También se ha aplicado el test t por

parejas a la media de cada una de las series de resultados obtenidos con cada columna y no
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se han obtenido diferencias significativas entre valores, ya que t.;; ha sido menor en todos
casos que el estadistico ti,, para 2 grados de libertad. Se han comparado los resultados para
las tres combinaciones posibles entre columnas: 1-2, 2-3, 1-3. El valor del promedio del
estadistico t.;=1,58 menor a t,,=4,30, por lo tanto se acepta la hipodtesis nula de que no

existen diferencias significativas entre columnas.
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Figura 6.32 Estudio de la reproducibilidad en el empaquetamiento de columnas. La concentraciones
analizadas son iguales para los tres casos, de izquierda a derecha: 5-10"M, 5-10°M y 5:10°M.

La capacidad de la columna ha sido determinada experimentalmente por diferencia de
pesada después de preconcentrar hasta saturacién una solucién 5-10° M de cadmio. El
valor obtenido ha sido 0,6 ng Cd*"/mg de resina. El tiempo de vida de la columna ha sido

de un mes con soluciones patron.
6.5.5 Comparacion de los sistemas de deteccion

En al tabla 6.11 se resumen los resultados obtenidos para ambos sistemas. Se puede
observar que la diferencia mas significativa es la mayor sensibilidad del MDD respecto al
MDN que sin llegar al valor tedrico mejora sensiblemente (tabla 6.12). La pendiente de la
curva de calibracion es superior, aunque el aumento es menos importante que en el sistema
sin preconcentracion y no sélo no se ha alcanzado la sensibilidad teérica de 59 mV-dec™,
sino que esta ha disminuido respecto al sistema sin etapa de preconcentracion (tabla 6.12).
Se ha de tener en cuenta que la pendiente obtenida cuando se trabaja con un electrodo

unicamente (MDN) tampoco es la tedrica sino menor. El LD,, también mejora
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sensiblemente en ambos casos, aumentando en una década respecto al sistema sin
preconcentracion. El intervalo lineal se ha desplazado aproximadamente dos décadas de
concentracion respecto al sistema sin preconcentracion, ya que el LIRL ha disminuido casi
dos ordenes de magnitud en los dos modos de deteccion. Esto se explica si se tiene en
cuenta el factor de preconcentracion alcanzado, aproximadamente del orden de 30 (§ 6.6).
La frecuencia de muestreo se ha estimado en 5 h™' para ambos sistemas. Esta frecuencia de
analisis tan baja es debida al elevado tiempo de recuperacion de la linea de base, que en el
caso mas importante supone casi 500 s. A éste se ha de afiadir el tiempo de
preconcentracion, lo que supone un tiempo total de andlisis de 14 min. en el caso mas
desfavorable. Este efecto esta asociado con la elevada fuerza ionica del eluyente (solucion
de NaNO; 1,5M) que provoca un retardo importante en la recuperacion de la respuesta del

electrodo.

Tabla 6.11 Principales caracteristicas del los dos modos de deteccioén implementados en el sistema
con preconcentracion en linea. La sensibilidad esta calculada con el ajuste lineal (H=K+s:log (X))
y el limite de deteccion con el ajuste no lineal (H=A+B-log (X+C), LD,,=C). El error en el LD ,,
estd calculado como el error estdndar y en la sensibilidad como sq.1) © tn2). En la repetividad
5.10°M y °5-10"M.

Parametro SIA con MDN SIA con MDD
Sensibilidad (mV-dec™) 27,6 (1,2) 36,8 (£1,9)
Intervalo lineal (M) 2,5:107-1-107 2,5:107-2,5-107
LDaparente (M) 1,5-107 (x0,3-107) 1,8:107(+0,4-107)
n lineal (r)/n no lineal 11 (0,998 )/ 16 7 (0,999)/12
Estabilidad (mV-dec™) 0,202 0,894
Repetitividad (% RSD) 1,76/1,57° 1,80%/1,78°
Frecuencia de muestreo (h™) 5 5

En la figura 6.33 se muestran las curvas de calibracion realizadas correspondientes al

ajuste no lineal.

El método propuesto para la determinacion de ion cadmio con dos modos de deteccion
permite su analisis en un amplio intervalo de concentraciones, desde 2,5-107-1-10°M. El
limite de deteccion (LD,p) de 1,5:107 M alcanzado permite la determinacion de ion cadmio
en aguas residuales [Directiva 83/513/CEE]. Las caracteristicas de ambos sistemas de
deteccion no difieren significativamente y pueden utilizarse indistintamente para el analisis

de aguas.
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Figura 6.33 Curvas de calibracion obtenidas para dos calibrados efectuados con el sistema SIA en
el modo de deteccion normal y en el modo de deteccion diferencial. Cada punto es la media de dos

determinaciones. El error se ha calculado como s,.y).

6.6 Caracterizacion de la etapa de preconcentracion en linea

Con el objeto de evaluar la eficacia de la etapa de preconcentracion se ha calculado el
factor de preconcentracion. Este calculo se ha realizado de dos modos diferentes, como la
relacion de los limites de deteccion en el sistema sin preconcentracion respecto al sistema
con preconcentracion (FP), y con el balance de masa comparando la respuesta obtenida en
el sistema SIA con/sin etapa de preconcentracion (FP*). Se han utilizado los ajustes no
lineales, considerando exclusivamente la zona lineal de respuesta con el objeto de
minimizar el error de célculo. Las dos estimaciones se han realizado para ambos modos de
deteccion. Logicamente, los valores obtenidos en los dos casos no han de diferenciarse

significativamente, ya que la etapa de preconcentracion es idéntica.

En la tabla 6.12 se resumen los resultados obtenidos en el célculo del factor de
preconcentracion a partir de la relacion entre los limites de deteccion para los dos modos
de deteccion (ecuacion 3.19). Se puede observar que el factor de preconcentracion es del
mismo orden de magnitud para los dos modos de deteccion, lo que verifica que las

diferencias existentes sdlo son debidas al propio sistema de deteccion.
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Tabla 6.12 Estimacion del factor de preconcentracion como la relacion de limites de deteccion.

Pardmetro de calibracion SPC MDN CPC MDN SPC MDD CPC MDD

Intervalo lineal (M) 1-10°-1-10"  2,5-107-1-10°  5-10°-8,9-10° 2,5:107-2,5-107
Sensibilidad (mV-dec™) 25,3 (£0,6) 27,6 (£1,2) 39 (£3) 36,8 (£1,9)
LD gparene (M) 5,910 1,5:107 4,7-10° 1,8107
Factor de preconcentracion - 39 - 26

SPC: sin preconcentracion, CPC: con preconcentracion.

En la figura 6.34 se muestran a titulo de ejemplo las dos graficas de calibrados

comparativos para los dos modos de deteccion sin y con etapa de preconcentracion en

linea.
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Figura 6.34 Curvas de calibracion comparativas para los sistemas sin/con etapa de preconcentracion en linea,
con ajuste no lineal. (A) Modo de deteccion normal y (b) modo de deteccion diferencial.
El factor de preconcentracion esta en torno a 30 en ambos sistemas, aunque si se compara
la figura 6.34 (a) con la figura 6.34 (b) se puede observar que la respuesta del electrodo es
mas lineal para el modo de deteccion normal (a) que para el modo de deteccion diferencial
(b). Utilizando las curvas de calibracion pertenecientes al ajuste no lineal se ha estimado
para cada método la concentracion equivalente que tiene en el sistema sin preconcentracion
la sefial obtenida en el sistema con preconcentracion. Este célculo se ha realizado en la
zona lineal de la curva obtenida. En tabla 6.13 se muestran los resultados obtenidos. Se ha
podido que en el sistema con MDN la relacion de concentracion (FP*) obtenida se
mantiene del orden de 50 para todas las concentraciones mientras que en el MDD es
funcién de la concentracion y disminuye con ésta. Parece evidente que en las condiciones
de elucion/deteccion utilizadas, el MDD no responde igual en todo el intervalo de

concentracion; este hecho estd provocado por el solapamiento de las sefiales obtenidas en
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el modo de deteccion diferencial a concentraciones mayores de cation cadmio.

Se puede

observar que la sensibilidad empeora comparativamente respecto al modo de deteccion

normal (tabla 6.12). De todas maneras, la versatilidad del sistema propuesto permite la

determinacion de ion cadmio a bajas concentraciones por debajo del limite de deteccion

del electrodo, en dos condiciones distintas.

Tabla 6.13 Ajustes no lineales para las curvas de calibracion mostradas en la figura 6.34. El
estd estimado como el error estindar en las curvas y como s (,.;) para el FP*,

€rror

MDN
SPC E=139,0 (0,9) + 26,8 (¥0,3) - log ([Cd*"] + 5,9-10° (20,5:10°%))
CPC E=194 (¥3) + 28,6 (20,6) - log ([Cd*"] + 1,5:107 (¢0,3-10°))

MDD
SPC E=222 (+6) + 42,2 (+1,5) - log ([Cd*'] +4,7-10° (¥1,0-10))
CPC E=272 (+1) + 40,3 (x1,9) - log ([Cd*"] + 1,8:107 (+0,4-10°))
FP* (MDN) S4+13
FP* (MDD) 25+7

FP*: Estimado por interpolacion de la respuesta obtenida en el sistema CPC en el ajuste lineal del

sistema SPC.

A continuacion en la figura 6.35 se muestran dos registros comparativos de

la sefial

obtenida en los sistemas sin/con preconcentracion en linea, para ambos métodos de

deteccion. Las concentraciones analizadas son de derecha a izquierda: 5-107M,
2,5:10°M, 5-10°M, 1-10°M y 5-10°M.
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Finalmente, a modo de conclusién puede decirse que a pesar del incremento de sefal
obtenido para los dos modos de deteccidn, resulta mas idoneo el método de deteccion
normal para ser aplicado en el anélisis de muestras reales cuando éstas se encuentran en un
amplio intervalo de concentracion. En este sistema, la respuesta del electrodo se acerca

mas al comportamiento ideal durante un intervalo més amplio de concentraciones.
6.7 Analisis de muestras reales

Previamente a realizar el analisis de muestras, se ha realizado un estudio de eficacia del

sistema para la eliminacion de metales interferentes, especialmente ion plomo y cobre.

6.7.1 Evaluacion del grado de interferencia

Los principales cationes con grado de interferencia significativo en la respuesta del
electrodo sensible a ion cadmio, son el plomo y el cobre (§ 6.4.1.1). La presencia habitual
de estos metales junto con cadmio en las posibles muestras a analizar, hace necesaria la
validacion de la eficacia del sistema de eliminacion e impone un estudio sobre la influencia

de la presencia de estos metales en los resultados analiticos.

Se han realizado estudios de verificacion de la interferencia de estos iones en el sistema
con preconcentracion y modo de deteccion normal, para un intervalo de concentracion de

iones interferentes de 1:107 a 1-10°M.

En primer lugar se ha estudiado la ampliacion del ciclo de lavado para eliminar los restos
de patron y muestra, que se realiza después de la etapa de preconcentracion. Se ha
estudiado el tiempo critico a partir del cual disminuye la sefial analitica. Finalmente, el
tiempo de lavado ha quedado establecido en 45 s. Este tiempo resultd ser suficiente, sin
provocar pérdida de sefial, para la eliminacion de todos los restos que quedan en los
intersticios de la columna y en el canal que la comunica con la valvula selectora de 8 vias
(VS1). El ion cadmio permanece adsorbido en los lugares activos de la columna de

intercambio i6nico en forma de clorocomplejo.

Para realizar este estudio han sido analizadas soluciones puras de ion cadmio, en el
intervalo de concentracion 5-107-5-10" M, y soluciones mixtas de Cd*" con Pb*" o Cu’" en
concentraciones variables. Se han realizado calibrados simultdneos en todo el intervalo
lineal de respuesta con distintas concentraciones de ion interferente (1-10'5-1-10'3 M). Se
ha analizado la respuesta obtenida en presencia y ausencia de interferente comparando la
media de las alturas de pico obtenidas en cada uno estos calibrados respecto a un calibrado
de ion cadmio sin interferente. Se ha aplicado el criterio estadistico de la prueba t por

parejas para la media de valores y en ningun caso se ha superado el valor del estadistico t
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tabulado. Por ejemplo, para un concentracion de Cu®" de 1-10°M se ha obtenido un
estadistico t.,=0,84 menor que el valor critico tabulado ti,,= 3,18 y, para un concentracion
de Pb*>"1:10* M se ha obtenido un estadistico tea=1,41 menor que ty,= 3,18; verificandose

que no existen diferencias significativas entre las alturas de pico.

Se puede concluir que segin la composicion de las muestras a analizar, se consigue
eliminar tanto la interferencia debida a ion cobre como a ion plomo sin alterar la
determinacion de ion cadmio. Por lo tanto se confirma la efectividad de la etapa de

preconcentracion y del ciclo de lavado en la eliminacion de estos interferentes.

Existen referencias bibliograficas que presentan otras alternativas a la eliminacion de
interferentes antes de la determinacion potenciométrica de cadmio. Han sido estudiada la
eliminacion de interferentes mediante el uso de soluciones tampdén enmascarantes con
salicilaldoxima [Ito et al., 1997] que permitia reducir la interferencia de Cu®", Pb>", Fe’",
Hg™" y Ag’. Trojanowicz propone diversas alternativas de enmascarantes quimicos e
intercambio i6nico para eliminar las interferencias provocadas por Cu2+, Pb2+, Fe3+, como
la reduccion previa de metales interferentes con hidroxilamina, complejacién con
neocuproina Yy retencion con un intercambiador anionico [Trojanowicz et al., 1998]. La
solucion implementada en este trabajo presenta ciertas limitaciones respecto a las
referencias citadas pero presenta algunas ventajas como por ejemplo la sencillez del

sistema experimental y del ciclo de preconcentracion, elucion y deteccion.
6.7.2 Determinacion de ion cadmio en muestras reales

El sistema SIA utilizado en el andlisis de muestras reales es el mostrado en la figura 6.2 A.
Se ha utilizado el modo de deteccion normal ya que como se ha visto antes presenta unas

mejores caracteristicas de respuesta (§ 6.6).

Las muestras analizadas proceden de una tierra contaminada por diversos metales pesados,
proveniente de la ciudad de Torredn (México). La presencia de una industria metalurgica
en la propia ciudad provocd la contaminacion de zonas proximas, en un radio de 20 km. En
la actualidad la zona estd en proceso de descontaminacion. Desde el afio 2000 hasta la
fecha se ha estado realizando un seguimiento anual de la eficacia de las tareas de
remediacion de las zonas contaminadas. El estudio realizado en el Grup de Sensors i
Biosensors consiste basicamente en el seguimiento de la disminucion de Pb** a lo largo del
tiempo. Se escogieron 7 muestras correspondientes a la primera serie analizada en este
estudio donde la concentracion de ion cadmio se supone cercana al limite de deteccion

(LD4p) del método propuesto.
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Se trata de muestras muy complejas de analizar por la presencia de otros metales en
concentraciones muy elevadas. Los metales presentes en mayor concentracion son Pb*" y
Zn*", a un nivel de concentracion 20 y 100 veces superior a la de Cd*". Hay que sumar
ademas el medio fuertemente acido de éstas (pH=0), ya que son muestras de tierra
mineralizadas con HNO; para obtener la disolucion de los metales. Se plantean dos
problemas importantes para el analisis de estas muestras. El primero es el medio 4cido que
puede modificar la reaccion de formacion del clorocomplejo. El segundo es la elevada
concentracién de Zn®>" que también puede afectar a la etapa de preconcentracion. Este
metal es capaz de formar clorocomplejos y, aunque tienen una constante de formaciéon muy
pequeia, se encuentra en una concentracion 100 veces superior. Por tanto, antes de realizar
el andlisis de estas muestras se ha efectuado un estudio previo para evaluar el grado de

influencia de las variables expuestas en el proceso de complejacion.

El estudio previo realizado ha consistido en efectuar calibrados simultdneos de ion cadmio
en el intervalo de concentracién lineal (5-107°5-10"M), en presencia de Zn*" en una
concentracion 100 veces superior en relacion a cada una de las concentraciones de ion
cadmio en el patron y, también con el pH ajustado con HNO; concentrado. La
combinacion de los dos efectos, Zn>" y pH 4cido ha sido estudiada también conjuntamente.
Los resultados obtenidos han permitido establecer que la variable que mas afecta a la
reaccion de complejacion y a la etapa de preconcentracion es el medio 4cido. En estas
condiciones se ha observado una disminucion de sefial del 30% en presencia de 4cido,
mientras que el efecto de la presencia de Zn>" no representa una variaciéon significativa
respecto a la sefal obtenida s6lo para cadmio. Las sefiales no difieren mas que el propio
valor obtenido de RSD (%) para el método.

Por tanto, antes de analizar las muestras en el sistema propuesto se ha realizado un ajuste
del pH con una disolucion concentrada de NaOH hasta pH=2,0. Este es el pH en el que se
encuentra la mezcla de muestra y reactivo después de la confluencia en la vélvula
solenoide (§ 6.5.2). Se ha utilizado una solucién concentrada para minimizar la dilucion
del analito y se ha tenido en cuenta el volumen final adicionado antes del céalculo de la

concentracion de ion cadmio en las muestras.

Las muestras se han analizado por dos métodos. El sistema SIA propuesto con deteccion
potenciométrica en el modo normal y como método de referencia la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica de llama. Las muestras se han analizado por
duplicado en el sistema SIA, con un calibrado previo con soluciones patrén en un intervalo
comprendido entre 5-107-5-107* M.
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La calidad de los resultados obtenidos por el sistema SIA implementado se ha evaluado
con los resultados obtenidos por el método de referencia. Se han aplicado dos criterios
estadisticos la prueba t por parejas y la comparacion de métodos por regresion lineal
[Miller & Miller, 1993].

Se ha aplicado la prueba t por parejas a las diferencias de las concentraciones obtenidas en
ambas relaciones. Se ha obtenido un valor de t.,=-0,27 y el valor critico de t, para n-1
grados de libertad es 2,45, para un nivel de confianza del 95%. Por tanto como el valor
calculado es menor que éste, se acepta la hipdtesis nula, y puede considerarse

estadisticamente equivalentes los resultados obtenidos por el método STA.

Aunque s6lo se hayan realizado 7 determinaciones experimentales, como el intervalo de
aplicacion es bastante amplio, se ha aplicado el test de la regresion lineal. El resultado
obtenido se muestra en la figura 6.36. Los parametros de la regresion lineal y los
respectivos limites de confianza para un nivel de significacion del 95%, se muestran en la
misma figura, con un factor de correlacion de 0,998. Los valores obtenidos confirman la
ausencia de diferencias significativas entre los dos métodos utilizados. En la situacion
ideal, la ordenada es igual al valor tedrico de 0,0 y la pendiente junto con el coeficiente de

correlacion al valor tedrico de 1,0.
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——— valor tedrico
0 T T T
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Figura 6.36 Evaluacion comparativa de los resultados obtenidos en el analisis de Cd*" en las muestras reales.
Regresion directa del método SIA frente al método de referencia (EAA).
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El sistema propuesto permite la determinacion de ion cadmio para niveles de concentracion
dos décadas por debajo del limite inferior de respuesta lineal del detector usado, hasta un
valor de 2,5-10"M, haciendo posible la determinacion de este cation en el intervalo de
0,0281-112 ppm de Cd*". El sistema SIA permite determinar ion cadmio en un intervalo muy
amplio de concentraciones con un limite de deteccion aparente de 0,015 ppm para el modo de

deteccion normal y 0,02 ppm para el modo de deteccion diferencial.
6.8 Conclusiones

El sistema SIA implementado con los dos modos de deteccion, constituye una buena
alternativa a los métodos antes descritos para la determinacion potenciométrica de ion
cadmio [Motonaka et al., 1984; Lin et al., 1987; Gangaiah y Naidu, 1988; Buchberger et
al., 1991; Ito et al., 1997]. Esta técnica permite la determinacion de ion cadmio para
niveles de concentracion inferiores al limite inferior de respuesta lineal del electrodo. La
incorporaciéon de una columna de intercambio i6nico aporta selectividad al sistema,
eliminando posibles interferencias debidas a Pb*" y Cu®*, ademas de disminuir el limite
practico de preconcentracion. El sistema propuesto permite la determinacion de ion cadmio
en un intervalo muy amplio de concentraciones, mayor que el de la espectrofotometria de
absorcion atémica de llama (0-2 ppm), y permite analizar concentraciones de cadmio
inferiores al LIRL del electrodo con mayor sensibilidad analitica mediante el modo de

deteccion diferencial.

El método implementado permite la automatizacion del andlisis de ion cadmio de forma
sencilla y a un coste reducido tanto si se valora la instrumentacion utilizada, como si se
tiene en cuenta el consumo de reactivos. Es por tanto, una buena alternativa a los métodos

espectrofotométricos mas sofisticados y con mayor coste de mantenimiento.

264



Desarrollo de un sistema SIA para la determinacion de ion cadmio

6.9 Bibliografia

Alegret, S.; Alonso, J.; Bartroli, J.; Lima, J.L.F.C.; Machado, A.A.S.C.; Paulis, J.M. “Flow-
through sandwich PVC matrix membrane electrode for flow injection analysis”, Analytical
Letters, 18 (A18), 2291-2303, (1985).

Alpizar, J.; Crespi, A.; Cladera, A.; Forteza, R. “Simultaneous determination of chloride and
fluoride ions in waters by sequential-injection analysis”, Electroanalysis, 8 (11), 1051-1054,
(1996a).

Alpizar, J.; Crespi, A.; Cladera, A.; Forteza, R. “Simultaneous determination of chloride and
pH in waste waters”, Laboratory Robotics and Automation, 8 (3), 165-170, (1996b).

APHA-AWWA-WEF; “Standard methods for the examination of water and wastewater”, 20th
edition. Ed. APHA-AWWA-WEF, 4500-0;A, (1999).

Araujo, A.N.; Costa, R.C.C.; Lima, J.L.F.C. “Application of sequential injection analysis to the
assay of lead retention characteristics by poly(vivylpyrrolidone): trace analysis of lead in
waters”, Analytical Sciences, 15 (10), 991-994, (1999).

Barber, R. “Técnicas sandwich en analisis por inyeccion en flujo”, Tesis doctoral, Universitat
Autonoma de Barcelona, (1992).

Baccan, N.; Miranda, C.E.S.; Reis, B.F. “Pré-concentragdo empregando extra¢des fase liquida-
fase-solida em sistemas de analise em fluxo com detecgdo espectrofotométrica”, Quimica Nova,
19 (6), 623-635 (1996).

Bailey, P.L. “Analysis with Ton-Selective Electrodes”, Heyden & Son Ld., London, (1976).

Barquero, E.J. “Disseny, construccio i avaluaci6 d’analitzadors per a la monitoritzacid
mediambiental”, Tesi doctoral, Universitat Autonoma de Barcelona, (2001).

Bettridge, D.; Dagless, E.L.; Fields, B., Graves, N.K. “A highly sensitive flow-through
phototransducer for unsegmented continuos-flow analysis demonstrating high-speed

spectrophotometry at the parts per 10° level and a new method of refractometric
determinations”, Analyst, 103, 897-908, (1978).

Buchberger, W.; Haddad, P.R.; Alexander, P.W. “Separation of metal complexes of
ethylenediaminetetraacetic acid in environmental water samples by ion chromatography with
UV and potentiometric detection”, Journal of Chromatography, 558 (1), 181-186, (1991).

Bulska, E.; Walcerz, M.; Jedral, W.; Hulanicki, A. “On-line preconcentration of lead and
cadmium for flame atomic absorption spectrometry using a flow-through electrochemical
microcell”, Analytica Chimica Acta, 357 (1-2), 133-140, (1997).

Burguera, J.L.; Burguera, M.; Townshend, A. “Determination of zinc and cadmium by flow
injection analysis and chemiluminescence”, Anaytical Chimica Acta, 127 , 199-201, (1981).

Chelating lon Exchange Resin Instruction Manual, Bio-Rad Laboratories, 1414 Harbour Way
South, Richmond, CA 94804.

Chen, H.; Jin, J.; Wang, Y. “Flow injection on-line coprecipitation-preconcentration system using
copper(Il) diethyldithiocarbamate as carrier for flame atomic absorption spectrometric
determination of cadmium, lead and nickel in environmental samples”, Analytica Chimica Acta,
353 (2-3), 181-188, (1997).

Couto, C.M.C.C.; Lima, J.L.F.C; Montenegro, M.C.B.S. “Increased sensitivity potentiometric
detectors for FIA”, Analytical Sciencies, 13, 403-408, (1997).

Couto, C.M.C.C.; Lima, J.L.F.C.; Montenegro, M.C.B.S.M., Reis, B.F.; Zagatto, E.A.G.
“Potentiometric flow injection determination of cadmium in waste waters including in-line ion-
exchange separation/concentration”, Analytica Chimica Acta, 366 (1-3), 155- 161, (1998).

265



Nuevas estrategias para la gestién de fluidos

Couto, C.M.C.M. “Desenvolvimiento e aplicacao de sistemas de fluxo continuo de alta
sensibilidade com detecgao potenciométrica”, Dissertacao de Doutoramento. Faculdade de
Farmacia, Universidade do Porto, (1999).

Couto, C.M.C.M., Montenegro, M.C.B.S.M. “Detectores potenciométricos para sistemas de
analise por injecao em fluxo, evaluagao e aplicacao”, Quimica Nova On line, 23 (6), (2000).

da Silva, C.L.; Masini J.C. “Determination of Cu, Pb, Cd, and Zn in river sediment extracts by
sequential injection anodic stripping voltammetry with thin mercury film electrode”, Analytical
and Bioanalytical Chemistry, 367 (3), 284-290, (2000).

Directiva 83/513/CEE del Consejo, de 26 de septiembre de 1983, relativa a los valores limite y a
los objetivos de calidad para los vertidos de cadmio (DOCE n° 291 / 1983-10-24).

Fang, Z.; Ruzicka, J.; Hansen, E.H. “An efficient flow-injection system with on-line ion-
exchange preconcentration for the determination of trace amounts of heavy metals by atomic
absorption spectrometry’”, Analytica Chimica Acta, 164, 23-39, (1984).

Fang, Z. “Flow injection separation and preconcentration”, VCH Publishers, Weinheim, (1993).

Fehér, X.Z.; Tth, G.N.; Pungor, E. “A detailed study of sample injection into flowing streams
with potentiometric detection”, Analytica Chimica Acta, 98 (2), 193-203, (1978).

Ferreira, J.R.; Zagatto, E.A.G.; Zezzi, M.A.; Brienza, S.M.B. “Determination of zinc in plants
by flow injection spectrophotometry with ion-exchange separation”, Analyst, 115 (6), 779-782,
(1990).

Ferreira, 1.M.P.L.V.O. “Construgao, avaliagao ¢ aplicacao de detectores potenciométricos
tubulares para FIA baseados em membranas cristalinas homogéneas”, Dissertacao de
Doutoramento, Faculdade de Farmacia, Universidade do Porto, (1994).

Ferreira, .M.P.L.V.O.; Lima, J.L.F.C. “Tubular potentiometric detector for flow injection based

on homogeneous crystalline membranes sensitive to copper, cadmuim and lead”, Analyst, 119,
209-212, (1994).

Frenzel, X.W. “Enhanced performance of ion-selective electrodes in flow injection analysis: non-
nernstian response, indirect determination, differential detection and modified reverse flow
injection analysis”, Analyst, 113 (7), 1039-1046, (1988).

Gangaiah, T.; Naidu, G.R.K. “Potentiometric determination of cadmium in water”, Proceedings
of the Indian National Science Academy, Part A: Physical Sciences, 54 (1), 114-16, (1988).

Goodman & Giman’s. “The pharmacological basis of therapeutics”, 9" Edition, McGraw-Hill,
New York, (1996).

Greenway, G.M.; Nelms, S.M.; Skhosana, I.; Dolman, S.J. “A comparison of preconcentration
reagents for flow injection analysis flame atomic spectrometry”, Talanta, 51 (14), 1909-1915,
(1996).

Gubeli, T.; Christian, G.D.; Ruzicka, J. “Fundamentals of Sinusoidal Flow Sequential Injection
Spectrophotometry”, Analytical Chemistry, 63, 2407-2413, (1991).

Haemmerli, A.; Janata J.; Brown, H.M. “A flow injection system for measurement of chemical
response time of microelectrodes”, 114, 115-121, (1982).

Hansen, E.H.; Krug, F.J.; Ghose, A.K.; Ruzicka, J. “Rapid determination of nitrogen,

phosphorus and potassium in fertilisers by flow injection analysis”, Analyst, 102 (1219), 714-
722, (1977).

Hashemi, P.; Olin, A. “Equilibrium and kinetic properties of a fast iminodiacetate based chelating
ion exchanger and its incorporation in a FIA-ICP-AES system”, Talanta, 44 (6), 1037-1053,
(1997).

266



Desarrollo de un sistema SIA para la determinacion de ion cadmio

Hayashibe, Y.; Sayama, Y. “Determination of trace amounts of cadmium in a hydrometallurgical
zinc refining process stream by a flow-injection method with on-line preconcentration and
spectrophotometric detection”, Analyst, 121 (1), 7-11, (1996).

http://www.epa.gov, consultada en Febrero de 2004.

http://www.fia.com, consultada en Febrero de 2004.

Infante, H.G.; Fernandez-Sanchez, M.L.; Sanz-Medel, A. “Ultratrace determination of cadmium
by atomic absorption spectrometry using hydride generation with in situ preconcentration in a
palladium-coated graphite atomizer”, Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 11(8), 571-
575, (1996).

Ito, S.; Asano, Y.; Wada, H. “Development of highly sensitive cadmium ion selective electrodes
by titration method and its application to cadmium ion determination in industrial waste water”,
Talanta, 44 (4), 697-704 (1997).

IUPAC, Analytical Chemistry Division on Analytical Nomenclature, Pure and Applied Chemistry,
66, 2527, (1994).

lvaska, A.; Ruzicka, J. “From flow injection to sequential injection comparison of methodologies
and selection of liquid drives”, Analyst, 118, 885-889, (1993).

Kallmann, S.; Oberthin, H.; Liu, R. “Determination of cadmium in zinc concentrates and other
zinc rich materials. A cation procedure”, Analitycal Chemistry, 32, 58-60, (1960).

Klaassen, C.D. “Casarett & Doull’s Toxicology: The basic Sience of Poisons”, 5™ Edition,
McGraw-Hill, New York, (1996).

Lapa, R.A.S.; Lima, J.L.F.C.; Barrado, E.; Vela, H. “Determination of low levels of nitrates in
natural waters by direct potentiometry using an ion-selective electrode of improved sensitivity”,
International Journal of Environmental Analytical Chemistry, 66 (1), 71-78, (1997).

Lenehan, C.H.; Barnett, N.W.; Lewis, S.W. “Sequential injection analysis”, Analyst, 127, 997-
1020, (2002).

Lin, S.; Wang, X.; Wang, Y.; Zeng, Y. “Determination of cadmium in waste waters with an ion-
selective electrode”, Fenxi Huaxue, 15 (9), 861, (1987).

Liu, Y.; Ingle, J.D. “Automated on-line ion-exchange trace enrichment system with flame atomic
absorption detection”, Analytical Chemistry, 61, 520 -524, (1989a).

Liu, Y.; Ingle, J.D. “Automated two-column ion exchange system for determination of the
speciation of trace metals in natural waters”, Analitycal Chemistry, 61, 525 — 529, (1989b).

Luca, G.C.; Reis, B.F; Zagatto, E.A.G.; Montenegro, M.C.B.S.M.; Araujo, A.N.; Lima,
J.L.F.C. “Development of a potentiometric procedure for determination of glycerol and 2,3-
butanodiol in wine by sequential injection analysis”, Analytica Chimica Acta, 366, 193-199,
(1998).

Lurie, J. “Handbook of Analytical Chemistry”, Editorial MIR, Moscow, (1975).

Marczenko, Z. “Separation and Spectrophotometric Determination of Elements”, John Wiley and
Sons, Chichester, (1985).

Marshall, G.D.; van Staden, J.F. “Operational parameters affecting zone penetration in sequential
injection analysis”, Process Control and Quality, 3, 251-261, (1992).

Marshall, G.D.; van Staden, J.F. “Analyte enrichment using sequential-injection analysis”,
Instrumentation Science and Technology, 25 (4), 307-320, (1997).

Miller, J.C.; Miller, J.N. “Estadistica para quimica analitica.” 2* edicion. Ed. Addison-Wesley
Iberoamericana, Wilmington, (1993).

267



Nuevas estrategias para la gestién de fluidos

Minczewski, J.; Chwastowaska, J.; Dybcziynski, R. “Separation and preconcentration methods
in inorganic trace analysis”, Ellis Horwood, Chichester, (1976).

Motonaka, J.; lkeda, S.; Tanaka, N. “Potentiometric titration of mixtures of cadmium, calcium,

and magnesium ions with a cadmium ion-selective electrode”, Bunseki Kagaku, 33 (10), 551-
555, (1984).

Neto, J.A.G.; Bergamin, H.; Sartini, R.P.; Zagatto, E.A.G. “ Determination of cadmium in
foodstuffs and plant materials by flow injection-spectrophotometry including ion exchange”,
Analytica Chimica Acta, 306 (2-3), 343-349, (1995a).

Neto, J.A.G.; Bergamin, H.; Zagatto, E.A.G.; Drug, F.J. “Determination of cadmium in
fertilizers by flow-injection spectrophotometry”, Analytica Chimica Acta, 308 (1-3), 439-445,
(1995b).

Oms, M. T.; Cerda, A.; Cerda, V. “Preconcentration by flow reversal in conductimetric
sequential injection analysis of ammonium”, Electroanalysis, 8 (4), 387-390, (1996).

Parczewski, A.; Stepak, R. “ Random error in the CCS (cells connected in series) potentiometric
method”, Fresenius' Zeitschrift fuer Analytische Chemie, 316(1), 29-31, (1983).

Parczewski, A.”Signal processing with a summing operational amplifier in multicomponent
potentiometric titrations”, Talanta, 34 (6), 586-588, (1987).

Parczewski, A. “Determination of two metals from a single potentiometric titration curve The
application of two indicator electrodes”, Talanta, 35 (6), 473-478 (1988).

Pasekova, H.; Sales, M.G.; Montenegro, M.C.B.S.M.; Araudjo, A.N., Polasek, M.
“Potentiometric determination of acetylsalicylic acid by sequential injection analysis (SIA)
using a tubular salicylate-selective electrode”, Journal pharmaceutical and biomedical, 24 (5-
6), 1027-1036, (2001).

Pimenta, A.M.; Araujo, A.N.; Montenegro, M.C.V.B.S.M. “Sequential injection analysis of
captopril based on colorimetric and potentiometric detection”, Analityca Chimica Acta, 438(1-
2), 31-38, (2001).

Porta, V.; Sarzanini, C.; Mentasti, E. “On-line preconcentration and ICP determination for trace
metal analysis” Mikrochimica Acta, 3 (3-6), 247-255, (1989).

Pungor, E.; Toth, K.; Nagy, G. “Ion and Enzyme electrodes in Biology and Medicine”, Ed. M.
Kessler, Urban ans Schwarzenberger, Munchen, (1976).

Rao, S.S. “Optimization. Theory and Applications”, 2™ ed.; John Wiley & Sons, New Delhi,
(1987).

REAL DECRETO 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la
calidad del agua de consume humano (BOE n° 45-2003 / 2003-02-21).

Rodier, J. “L’Analyse de I’eau”, 8° Edition, Dunod Technique, Paris, (1997).

Rubi, E.; Forteza, R.; Cerda, V. “Preconcentration and colorimetric determination of Fe (III) by
sequential injection analysis”, Laboratory Robotics and Automation, 8 (3), 149-156, (1996).

Rubi, E.; Jiménez, M.S.; Bauza de Mirabo, F.; Forteza, R.; Cerda, V. “Preconcentration and
atomic-absorption determination of iron by sequential- injection analysis”, Talanta, 44 (4), 553-
562, (1997).

Ruzicka, J.; Hansen, E.H. “Part IV. The solid-state cadmium(II) selectrode in EDTA titrations
and cadmium buffers”, Analytica Chimica Acta, 63, 115-128, (1973).

Ruzicka, J.; Hansen, E.H. “Flow Injection Analysis. Part I: A new concept of fast continuous
flow analysis”, Analytica Chimica Acta, 78, 145, (1975).

268



Desarrollo de un sistema SIA para la determinacion de ion cadmio

Ruzicka, J.; Hansen E.H.; Zagatto, E.A. ”Flow injection analysis : Part VII. Use of ion-selective
electrodes for rapid analysis of soil extracts and blood serum. Determination of potassium,
sodium and nitrate”, Analytica Chimica Acta, 88 (1), 1-16, (1977).

Ruzicka, J.; Hansen, A.H. “Flow injection analysis: Part X. theory, techniques and trends”,
Analytica Chimica Acta, 99 (1), 37-76 , (1978).

Ruzicka, J.; Marshall, G.D. ”Sequential Injection: a New Concept for Chemical Sensors, Process
Analisys and Laboratory Assays”, Analytica Chimica Acta, 237, 329-343, (1990).

Snoeyink, V.L.; Jenkins, D. “Quimica del agua”, Ed. Limusa, México D. F., (1995).

Stepak, R. “Application of cells connected in series as a means to enhance the sensitivity of
potentiometric analysis”, Fresenius' Zeitschrift fuer Analytische Chemie, 315 (7), 629-30,
(1983).

Tao, S.; Shijo, Y.; Wu, L.; Lin, L. “Preconcentration of trace amounts of silver and cadmium by
ion exchange and micro-extraction from water for flame atomic absorption spectrometry”,
Analyst, 119 (7), 1455-1458, (1994).

Toth, K.; Lindner, E.; Pungor, E.; Kolev, S.D. ”Flow-injection approach for the determination of
the dynamic response characteristics of ion-selective electrodes. Part 2. Application to tubular
solid-state iodide electrode”, Analytica Chimica Acta, 234, 57-65, (1990).

Trojanowicz, M.; Alexander, P.W.; Hibbert, D.B. “Flow-injection potentiometric determination
of free cadmium ions with a cadmium ion-selective electrode”, Analytica Chimica Acta, 370 (2-
3), 267-278, (1998).

Valcércel, M.; Luque de Castro, M.D. “Flow Injection Analysis, Principles ¢ Applications”, Ed.
Ellis Horwood, Chichester, (1987).

Vandecasteel, C.; Block, C.B. “Modern methods for trace element determinations”, Jonh Wiley
and Sons, Ltd., West Sussex, England, (1984).

Wang, J.; Hansen, E.H. “Coupling on-line preconcentration by ion-exchange with ETAAS: A
novel flow injection approach based on the use of a renewable microcolumn as demonstrated
for the determination of nickel in environmental and biological samples”, Analytica Chimica
Acta, 424 (2), 223-232, (2000).

Wang, J.; Hansen, E.H. “Coupling sequential injection on-line preconcentration by means of a
renewable microcolumn with ion-exchange beads with detection by electrothermal atomic
absorption spectrometry: Comparing the performance of eluting the loaded beads with
transporting them directly into the graphite tube, as demonstrated for the determination of nickel
in environmental and biological samples”, Analytica Chimica Acta, 435 (2), 331-342, (2001).

Wang, J.; Hansen, E. H. “Sequential injection on-line matrix removal and trace metal
preconcentration using a PTFE beads packed column as demonstrated for the determination of
cadmium by electrothermal atomic absorption spectrometry”, Journal of Analytical Atomic
Spectrometri, 17 (3), 248-252, (2002a).

Wang, J.; Hansen, E.H. “Development of an automated sequential injection on-line solvent
extraction-back extraction procedure as demonstrated for the determination of cadmium with
detection by electrothermal atomic absorption spectrometry”, Analytica Chimica Acta, 456 (2),
283-292, (2002b).

Xu, Z-H.; Pan H-Y.; Xu, S-K.; Fang Z-L. “A sequential injection on-line column
preconcentration system for determination of cadmium by electrothermal atomic absorption
spectrometry”, Spectrochimica Acta, Part B, 55 (3), 213-219, (2000).

269






Microsistemas






Capitulo 7

Desarrollo de sistemas miniaturizados de gestion de fluidos. Modelizacion y
aplicacion al analisis de ion nitrito

7.1 Introduccién

El primer microsistema analitico fue desarrollado en 1979 por la Universidad de Stanford
[Terry et al., 1979]. Se fabric un cromatdgrafo de gases en un chip de silicio y, aunque no
fue comercialmente viable, permitio verificar la posibilidad de miniaturizar
instrumentacidn analitica compleja. No obstante hubo que esperar hasta el afio 1990 en que
Manz, A. et al. [1990] adoptaron de nuevo la idea, proponiendo un nuevo concepto en
quimica analitica que denominaron microsistemas de analisis total (micro-total analysis
systems, uTAS). Los uTAS son sistemas analiticos miniaturizados que incorporan todos
los elementos necesarios para la realizacion del procedimiento analitico.

En lo dltimos 10 afios y dentro de este ambito, se ha hecho un considerable esfuerzo
investigador dirigido al desarrollo de microsistemas de gestion de fluidos. Este es el
elemento clave del uTAS ya que constituye la estructura basica de soporte sobre la que se
integraran el resto de elementos. Este esfuerzo se ha concentrado especialmente en el
desarrollo de nuevos principios para una gestion eficiente de fluidos en entornos
miniaturizados (microfluidica), el desarrollo de nuevas técnicas de microfabricacion, o
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adaptacion de las preexistentes, para la obtencion de estas estructuras de soporte [Reyes et
al., 2002] y el estudio y aplicacion de nuevos materiales para su construccion.

Tras esta primera etapa, y una vez accesibles diferentes estructuras de soporte
miniaturizadas para la gestion de fluidos se ha iniciado una segunda fase centrada en el
desarrollo e integracién de elementos activos y pasivos miniaturizados capaces de realizar
una gestion automatizada de los fluidos en dichas estructuras. En esta fase todavia no se
han alcanzado los objetivos marcados, por lo que existe un nimero muy reducido de estos
componentes accesibles comercialmente. Por este motivo, la aplicacion de los UTAS en
muestras reales se ha realizado con sistemas hibridos (Meso Sistemas) donde solo la
estructura soporte de la gestion de fluidos esta realmente miniaturizada.

7.1.1 Elementos bésicos para la gestion de microfluidos

El desarrollo de microsistemas de analisis total exige la integracion de numerosos
elementos pasivos y activos, todos ellos miniaturizados, con un alto grado de
compatibilidad. Hasta el momento, muchos de ellos se han disefiado individualizadamente
y su operatividad experimental, integrados en un microsistema, todavia no ha sido
evaluada. Para validar su funcionamiento se ha acudido, habitualmente, a la realizacion de
simulaciones basadas en modelos tedricos. Estos modelos exigen un conocimiento
profundo del comportamiento hidrodinamico de los fluidos a microescala.

A continuacién se detallan las caracteristicas principales de algunos elementos
miniaturizados, activos y pasivos, utilizados en la gestion de fluidos que se encuentran en
una fase muy avanzada de desarrollo. Asi mismo se describirdn sucintamente algunos de
los fendmenos y propiedades hidrodinamicas de los fluidos a escala micro que han dirigido
el disefio de tales dispositivos.

7.1.1.1 Elementos activos

En los sistemas microfluidicos se utilizan caudales muy pequefios, por tanto el desarrollo
de microbombas capaces de trabajar con precision a caudales muy bajos es critico.
Diversos sistemas, cada uno de ellos con sus ventajas y desventajas particulares, pueden
ser utilizados para controlar el movimiento de los fluidos. La generacién de presién puede
ser inducida mediante ultrasonidos, elementos piezoeléctricos, dispositivos neumaticos en
el chip, bombas de fuerza centrifuga, electrocinéticas, y también por dispositivos externos
al chip como bombas, sistemas neumaticos o a través de reservorios de fluidos. Las
propiedades de los flujos inducidos por presion no estan bien caracterizadas. Esta técnica
genera, normalmente, caudales altos y es un sistema facil de controlar desde dispositivos
externos al chip. Presentan, sin embargo, como limitaciones importantes, la dificultad de

274



Desarrollo de sistemas de gestion de fluidos miniaturizados

integrar los componentes en el microchip y su control fisico mediante valvulas de dificil
escalado que tienen didmetros inferiores a 10 um. Ademads, estos sistemas producen
dispersion de perfiles laminares [Polson, 2001].

Las microbombas se clasifican en dos categorias: mecanicas y no-mecanicas. Las primeras
incluyen diferentes tipos entre los que se encuentran las bombas peristélticas y las de
piston [Shoji, 1999]. El caudal y la presion maximas obtenidas son funcién directa de las
valvulas y actuadores utilizados. La Universidad de Twente ha desarrollado una
microbomba donde se han empleado técnicas de microfabricacion en silicio para obtener
el cuerpo de la bomba y enlace anddico del silicio al cristal. Su funcionamiento es andlogo
al de una bomba peristéltica y esta integrada por tres valvulas piezoeléctricas activas. El
grupo de van Lintel ha construido un bomba utilizando valvulas de silicio antiretorno [van
Lintel et al., 1988]. Esashi y Shoji, han creado bombas de polisilicio fabricadas por
microfabricacion de superficie [Sequeira et al., 2002]. Sin embargo, la realidad, es que no
hay bombas micromecanicas capaces de trabajar durante tiempos largos con suficiente
estabilidad a los caudales bajos requeridos para estos sistemas. Este factor complica su uso
en microsistemas dedicados con funcionamiento autonomo.

Las técnicas de bombeo que no requieren partes mecanicas, utilizan como fuerza impulsora
en la generacion de movimiento interacciones de campo eléctrico. Estas bombas
aprovechan el efecto electrohidrodinamico, electroosmoético y los ultrasonidos. En las
bombas ultrasonicas, el movimiento del fluido es inducido por las ondas. Las bombas
electroosmoticas implican el bombeo de un liquido a través de un tubo capilar al que se
aplica un campo eléctrico externo. El transporte electroosmotico es ideal cuando se quiere
minimizar la dispersion efectiva y se trabaja en canales pequefios, pero presenta la
desventaja de su dificil control. Ademas esta influenciado por las propiedades particulares
del fluido [Tice, 2004] y es dificil mantener constante el gradiente de potencial a grandes
distancias.

Los sistemas de bombeo maés utilizados a escala micro son los basados en fendbmenos
electrocinéticos, o de presion inducida, aunque también se han implementado otras
soluciones comentadas anteriormente.

El flujo de un liquido a través de un microcanal se puede caracterizar por el nimero de
Reynolds (Re), definido este como:

V_.L
Re = P¥nk ecuacion 7.1

U
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donde, L es la cota mas grande del canal, p es la viscosidad, p es la densidad del fluido, y
Vnm es la velocidad media del flujo. En la mayoria de los microcanales, L es igual a 4A/P
donde A es el area representativa del canal y P es el perimetro del canal. Debido a las
reducidas dimensiones de los microcanales, Re es generalmente mucho menor de 100, a
menudo menor de 1. En este régimen del nimero de Reynolds, el flujo es totalmente
laminar y no existe ninguna turbulencia. La transicion al flujo turbulento ocurre
generalmente para numero de Reynolds de 2000. El flujo laminar proporciona los medios
para que las moléculas se pueden transportar de una manera relativamente fiable a través
de microcanales. Sin embargo, se ha de resaltar que incluso en Reynolds por debajo de
100, es posible que se den fendbmenos como la separacion del flujo [Kamholz et al., 2001].

De los métodos de impulsién comentados anteriormente los mas utilizados son aquellos en
los que el liquido se bombea a traves de un dispositivo de desplazamiento positivo como
las microburetas o las bombas peristalticas.

La resolucion de la ecuacion de Navier-Stokes para un flujo laminar en un canal
rectangular impulsado por un sistema de presion, considerando que la velocidad del liquido
en las paredes es cero, determina un perfil parabdlico de la velocidad dentro del canal
(figura 7.1).

Velocidad relativa
B ' R |
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Figura 7.1 Perfil de velocidad caracteristico dentro de un canal de microchip correspondiente a un

flujo laminar, obtenido en un bombeo mecéanico.
Este perfil parabolico de la velocidad tiene implicaciones significativas para la distribucion
de las moléculas transportadas dentro de un canal. Los sistemas de flujo impulsados por
presion puede ser una solucion barata y absolutamente reproducible para el bombeo de
liqguidos en elementos de microfluidica. Actualmente, la tendencia a desarrollar
microbombas funcionales integradas en el microchip, permite prever la utilizacion futura
de estos sistemas de bombeo en aplicaciones de miniaturizacion.
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El bombeo electrosmético es el mecanismo de impulsion mas utilizado en los sistemas
microfluidicos. Si las paredes de un microcanal adquieren una determinada carga eléctrica,
fendmeno habitual en la mayoria de las superficies, en la capa adyacente a dicha superficie
se formara una segunda capa eléctrica de iones de signo contrario. Cuando se aplica un
campo eléctrico a través del canal, los iones en la segunda capa se mueven hacia el
electrodo de la polaridad opuesta. Esto provoca el movimiento del fluido cercano a las
paredes y la transferencia via fuerzas viscosas creando un movimiento convectivo del
liquido en el canal. Si el canal esta abierto en los electrodos, como normalmente ocurre, el
perfil de velocidad es uniforme a través de todo lo ancho del canal (figura 7.2).

A\AAAAAAAAAAAA]
1

Figura 7.2 Perfil de velocidad caracteristico dentro de un canal abierto sometido a un bombeo
electroosmético.
Sin embargo, si el campo eléctrico se aplica a través de un canal cerrado (o existe una
contrapresion en los dispositivos de bombeo), se forma un canal de recirculacion central
donde el liquido se mueve en una direccion opuesta al que esta en las paredes (figura 7.3).
En canales cerrados, la velocidad a lo largo de la linea central del canal es el 50% de la
velocidad en las paredes.
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Figura 7.3 Perfil de velocidad en un canal cerrado o parcialmente obstruido sometido a un bombeo

electroosmético.
Una de las ventajas del flujo electrocinético es que el perfil de velocidad evita las
discrepancias de difusion que ocurren en los sistemas de flujo inducido por presion. Sin
embargo, la dispersion de la muestra en forma de ensanchamiento de la banda sigue siendo
un problema en el bombeo electroosmético. Una desventaja adicional es que el flujo
electrocinético requiere a menudo voltajes muy altos. Esto exige la utilizacion de fuentes
de alimentacion externas y consecuentemente imposibilita la miniaturizacion completa del
dispositivo. Otra desventaja significativa del flujo electrocinético es su dependencia de las
caracteristicas superficiales del canal de flujo. Las proteinas, por ejemplo, pueden fijarse
por adsorcion a las paredes, cambiando substancialmente la carga superficial y, por tanto,
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alteran la velocidad del fluido. Esto puede dar lugar a variaciones imprevisibles, a largo
plazo, del caudal.

En tanto no se consiga que los sistemas de impulsion miniaturizados alcancen un nivel de
prestaciones optimo y un grado de compatibilidad adecuado con los elementos de
microfluidica, los sistemas hibridos constituyen la solucién aplicable de forma maés
inmediata. Estos se basan en sistemas de bombeo neumatico o hidrodinamico, adaptados
externamente a los canales del elemento de microfluidica. Estos sistemas permiten la
insercion y mezcla de disoluciones, asi como, la aplicacién en técnicas de separacion de
alta presion o otras técnicas en que la dispersion pueda ser despreciada o innecesaria
[Polson, 2001].

7.1.1.2 Grado de mezcla a Reynolds bajos

El control del proceso de mezcla puede ser crucial en analisis quimico y en sintesis. En la
quimica convencional, la mezcla se consigue mediante fendmenos convectivos, por
ejemplo mediante agitadores mecanicos. Sin embargo, como se ha mencionado en la
seccion anterior, el numero de Reynolds para el flujo de liquidos en microcanales es
bastante pequefio y, en esas condiciones, la turbulencia no tiene lugar. En los
microsistemas, el flujo es laminar y la difusion es el mecanismo de mezcla. El proceso de
difusion es el resultado de un gradiente de concentracion en un sistema heterogeneo. Esta
evolucion puede ser descrita mediante la primera ley de Fick segun la cual el flujo es
proporcional al gradiente de concentracién (ecuacion 7.2),

oc(x,t)

J(x,t)=-D
(x,1) ™

ecuacion 7.2
donde el J(x, t) es el flujo de especies dada una localizacion x en un tiempo t, y c es la
concentracion de las especies. Una medida de la distancia atil de mezcla es la relacion con
la distancia de difusién, la cual viene determinada por la ecuacion 7.3

L, =+v2Dt ecuacion 7.3

donde Lp es la longitud de difusion y t es el tiempo de mezcla. Como se deduce de esta
ecuacion, el tiempo de mezcla es pequefio y por tanto el factor mas importante en
estructuras pequefias es la difusién. A partir de esta premisa se pueden utilizar diferentes
estrategias para disefiar mezcladores eficientes capaces conseguir el grado de mezcla
necesario a escala micro. Al final de este apartado se mostraran algunos mezcladores
(micromixers) utilizados en sistemas de microfluidica.
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La agitacion con instrumentos mecanicos es otro proceso eficiente que ocurre a nimeros
de Reynolds altos y frecuente para muchas aplicaciones a escala macro. Sin embargo
implementar agitadores en microcanales es tecnolégicamente imposible. Una solucion para
conseguir la agitacion en sistemas microfluidicos es la introduccion de trayectorias
cadticas dentro del flujo mediante la geometria especifica del canal [Ottino et al., 1988]. La
seccion de un flujo cadtico estd constituida por segmentos de flujo transversales que
favorecen el grado de mezcla y se traducen en una importante reduccién de la longitud de
difusion comparada con los sistemas de flujo sin agitacion. En la bibliografia se pueden
encontrar distintas teorias que explican los fendmenos de conveccién cadtica [Ottino et al.,
1988; Aref, 1990, y 2002]. Con el objetivo de producir particulas con trayectoria cadtica,
la velocidad debe ser bidimensional, y dependiente del tiempo. En este sentido, Fountain
visualizo por primera vez una estructura tridimensional de flujo empleando la inyeccion
continua de un colorante fluorescente, demostrando la existencia de trayectorias caoticas
[Fountain et al., 1998]. Méas adelante se describiran algunas estrategias para inducir la
agitacion cadtica en microcanales.

Muchos de los micromezcladores disefiados pueden clasificarse como mezcladores activos
0 pasivos. Los mezcladores activos son aquellos que externamente tienen alguna forma de
control activo sobre el flujo. Normalmente con ellos se obtiene un excelente grado de
mezcla. Sin embargo, lo mas usual es que se utilicen actuadores electrocinéticas o
térmicos, valvulas y bombas que son muy dificiles de fabricar, integrar y manejar en un
sistema microfluidico. En la figura 7.4 se muestra la complejidad de un mezclador activo
fabricado mediante MEMS por Evans [1997].
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Figura 7.4 (a) Bomba de burbujas en un mezclador microfluidico y (b) mezclador en disposicion de Y.
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Los micromezcladores pasivos no utilizan entrada de energia excepto la presion necesaria
para mover el flujo. Las principales ventajas son la simplicidad de construccién y
operacion, y su bajo coste. A pesar de estas ventajas y del aceptable grado de mezcla que
se consigue, el menor nimero de mezcladores pasivos descritos en la bibliografia es
significativamente menor que el de activos.

La estrategia general utilizada para conseguir la mezcla de dos flujos laminares en
microcanales es aumentar el area de contacto entre los fluidos. Bessoth et al. [1999]
aumentaron el tiempo neto de difusion mediante la division de cada flujo en una corriente
multilaminada. Como el tiempo de difusion es proporcional al cuadrado de la distancia de
difusion (ecuacion 7.3), la division de flujos a mezclar provoca una alternancia que lamina
el flujo y provoca una disminucion del tiempo de mezcla. La subdivision de cada flujo en n
capas laminadas aumenta el tiempo de contacto en n® En al figura 7.5 se muestra un
ejemplo de éste micromezclador que, en este momento, ya estd comercializado
[www.c2v.nl].

Figura 7.5 Fotografia de un micromezclador laminado de vidrio-silicio-vidrio constituido por

32 microcanales de 20 um anchura, disefiado por el grupo de Manz y procesado por c2v.
En la bibliografia se pueden encontrar micromezcladores basados en el mismo principio.
El mezclador descrito por Ehrfeld et al., se basa en dos flujos introducidos en sentido
opuesto que circulan por unos canales interdigitales de geometria sinusoidal [Ehrfeld et al.,
1999, 2000]. Otro disefio de micromezclador es el formado por multiples puntos de entrada
de fluido a un compartimiento de mezcla [Miyake et al., 1993].

Béhm et al. [2001] han utilizado un micromezclador vortex para el estudio de reacciones
con cinética rapida. El reactor consiste en 16 entradas tangenciales para inyectar los fluidos
gue se mezclan en la camara circular del vortex y donde la velocidad es lo suficientemente
alta para inducir el remolino del flujo (figura 7.6).

Recientemente se han propuesto nuevos disefios de micromezcladores para promover la
mezcla mediante la conveccion cadtica en el flujo. Un ejemplo es el microcanal en tres
dimensiones en forma de serpentin disefiado por Liu et al. [2000]. El aumento de grado de
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mezcla es debido a la inestabilidad que se produce en el flujo laminar al circular por este
tipo de canal.

ountlet

vortex chamber

liquid B A

Figura 7.6 Geometria del micromezclador vortex disefiado por Bohm et al. [2001].

El micromezclador, estd basado en el concepto de conveccidn cadtica, consiste en un
serpentin tridimensional, en el que los canales cuadrados y rectos de 300 pum estan
dispuestos en planos ortogonales. Han sido microfabricados en silicio mediante la técnica
de grabado anisotrépico himedo usando KOH. Con esta geometria, el flujo que circula se
reorienta continuamente provocando la mezcla. Este fendmeno llamado conveccidn cadtica
puede ser utilizado para conseguir mezcla en micromezcladores pasivos sin la necesidad de
recurrir a complicados mezcladores activos. La conveccion caotica viene determinada por
la distorsion y elongacion de las interfases de material y se traduce en una rapida mezcla.
Este tipo de geometria en tres dimensiones también se ha transferido a otros materiales
como PMDS [Beebe et al., 2001].

La visualizacion de los experimentos con flujo llevada acabo por Liu et al. [2000], se ha
realizado usando una solucion de hidroxido de sodio con fenolftaleina. Para comprobar el
grado de mezcla se utilizé un microscopio con el que se observaron los cambios de color
debidos a la reaccion entre los reactivos. Los resultados de sus experimentos indican que,
tanto para el canal cuadrado como para el canal de serpentin, el grado de mezcla se
incrementa al aumentar el nimero de Reynolds de 6 a 70. Por otro lado, las soluciones se
mezclan con mas rapidez en el canal de serpentin que en el canal cuadrado, por el orden de
magnitud del nimero de Reynolds obtenido.

Mientras que los resultados indican que sucede la conveccion cadtica, la limitacion de la
técnica de visualizacion del flujo representa un inconveniente para conocer la mezcla
efectiva que se produce [Munson y Yager, 2004]. Para optimizar el disefio de los
micromezcladores pasivos en base a la teoria del caos y modelos de prediccion se
requieren medidas experimentales de caudal. Por otro lado, para observar los efectos que
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ocurren en la conveccién caotica, los flujos secundarios, y adquirir un conocimiento del
proceso de mezcla a longitudes de microescala, son necesarios modelos numéricos que
permitan realizar simulaciones de estos flujos. Los modelos pueden ser utiles para
establecer alternativas y escoger, a priori, la mas idonea sin necesidad de experimentacion
[Patalay, 2002].

Como conclusion puede decirse que todas las estrategias utilizadas hasta el momento se
basan en el aumento de grado de mezcla relacionado directamente con un aumento del
contacto entre flujos. Se pueden conseguir distintos grados de mezcla, desde la total de un
vortex hasta la parcial de los otros sistemas comentados. En todos los casos se induce un
aumento de la turbulencia en el flujo derivada de los obstaculos que éste se encuentra en su
circulacién, que se traduce en un aumento del nimero de Reynolds. Existen estudios
recientes que han demostrado la influencia de la geometria y la anchura del canal en el
incremento del numero de Reynolds [Mengeaud et al., 2002].

En esta tesis, el sistema de mezcla utilizado estd constituido por canales lineales que
cambian de direccidn a través de codos consecutivos. La presencia de un codo provoca la
generacion local de un flujo turbulento que se traduce en un aumento de mezcla entre las
soluciones. Las dimensiones de los canales son 200 um de profundidad y una anchura
media de 0,7 mm, con una longitud total de 270 mm. Para esta geometria, los valores de
velocidad lineal y nimero de Reynolds son ligeramente superiores a los referenciados en la
bibliografia. En este microsistema, las velocidades lineales estan comprendidas entre 3-18
cm/s y los nimeros de Reynolds entre 10-25. En otros sistemas MEMS con canales de 200
um, las velocidades de flujo son del orden 10 cm/s y los nimeros de Reynolds de 1-10.

Adicionalmente, se ha de considerar que la utilizacion de técnicas de conmutacion [Zagatto
et al., 1999] utilizadas en la gestion de fluidos en el microchip, ha permitido establecer un
sistema microfluidico que se comporta igual que un reactor de tanque agitado (RCTA). Por
lo tanto, el grado mezcla existente en este sistema hibrido es superior a los referenciados en
la bibliografia.

7.1.2 Ventajas e inconvenientes de los microsistemas

Las principales ventajas de los sistemas microfluidicos estan directamente relacionadas con
su tamafio [Erickson y Li, 2004]. La disminucion de escala permite realizar
determinaciones en menor tiempo ya que disminuyen tanto los volumenes utilizados como
las distancias recorridas. Ello repercute en una reduccion del consumo de muestras y
reactivos y, en una minimizacion de los residuos generados. La reduccion de tamafio
aumenta las posibilidades de automatizar el procedimiento analitico global ya que
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simplifica la integracion de las etapas de pretratamiento necesarias. Adicionalmente, la
miniaturizacion facilita el acceso a nuevas técnicas que no son viables a escala macro. Otra
ventaja muy importante que cabe destacar es la portabilidad que va asociada directamente
con las reducidas dimensiones de los microsistemas.

Una de las principales desventajas de los sistemas miniaturizados es la necesidad de
trabajar con sistemas de deteccion de alta sensibilidad. Este problema esté relacionado con
la pequefia area de lectura accesible y los pequefios volumenes de muestra a detectar. La
manipulacion de muestras biologicas tambien se ve dificultada por la biocompatibilidad de
los materiales utilizados y cuando se trabaja con células vivas, el medio de conservacion
puede ser también una limitacion. Otro inconveniente es la posibilidad de contaminacion
entre muestras debido a procesos de adsorcion/desorcion del analito o reactivos en la
superficie del microsistema. La presencia de burbujas de aire en el sistema es también un
problema, especialmente en el caso de la deteccion espectrofotométrica, ya que pueden
quedarse retenidas en la celda de deteccion. Finalmente otra limitacion de los sistemas
microfluidicos viene determinada por la necesidad de alcanzar un grado de mezcla
adecuado de los fluidos. Este problema es especialmente significativo en microreactores de
sintesis o en sistemas analiticos con reaccion quimica.

7.2 Introduccion experimental

El disefio y construccion de la instrumentacion analitica incorporando elementos
miniaturizados ya disponibles y elementos convencionales compatibles con los primeros,
permite explotar de forma inmediata las ventajas asociadas al binomio
miniaturizacion/integracion en un numeroso abanico de aplicaciones analiticas reales.

El sistema disefiado y estudiado en este capitulo ha sido necesariamente un sistema
hibrido. En este prototipo se pueden diferenciar dos tipos de componentes, los activos,
como el sistema de impulsion/aspiracion de fluidos o el sistema de deteccion, y los pasivos
como el propio elemento de gestion de fluidos. En este caso los actuadores activos
externos de gestion de fluidos utilizados han sido valvulas de tres vias y una microbureta
automatica. Se han utilizado soluciones miniaturizadas, pero convencionales, para los
componentes activos ya que el desarrollo e integracion de microcomponentes activos es un
tema muy complejo que sobrepasa los objetivos de esta tesis. El sistema de gestion de
fluidos es un microchip de silicio con microcanales de 200 um de profundidad.

En el disefio y construccion de los elementos pasivos, como ya se ha explicado antes en el
87.1, existen diferentes tecnologias bien estudiadas y desarrolladas para la miniaturizacion
de sistemas de gestion de fluidos. En este sistema inicial se ha utilizado la tecnologia de
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IC, basada en el silicio como material principal, que aprovecha la infraestructura
preexistente en el ambito de la microelectrénica. Esta tecnologia presenta numerosa
ventajas, como son el elevado grado de estandarizacion de los procesos constructivos, la
posibilidad de fabricacion a gran escala y el bajo coste del dispositivo. Como
inconvenientes, presenta el elevado coste inicial de las infraestructuras de fabricacion, el
elevado tiempo de desarrollo de los prototipos y la inevitable bidimensionalidad de las
estructuras fabricadas.

El objetivo principal de esta parte final del trabajo ha sido el desarrollo de la
infraestructura basica necesaria para implementar un sistema miniaturizado de gestion de
fluidos con actuadores externos convencionales pero miniaturizados y su validacion
posterior. Una vez implementada la instrumentacion basica y desarrollado el programa de
control, el trabajo efectuado a continuacion se puede dividir en tres grandes bloques. La
primera parte ha consistido en la validacion y caracterizacion del microsistema mediante
diversos estudios preliminares sin reaccion quimica. En una segunda fase se ha
desarrollado el modelo que describe el comportamiento del fluido en el microchip
mediante dos abordajes distintos, influencia del volumen aspirado a caudal constante y el
contrario, influencia del caudal a volumen constante. Finalmente, se ha estudiado la
reaccion modelo utilizada en diversos capitulos de esta tesis que es la determinacién de ion
nitrito, pero a escala micro, procediendo, tras la optimizacion de las condiciones
operacionales, a su aplicacion al analisis de muestras reales procedentes de una planta
piloto de aguas residuales urbanas. Los resultados obtenidos se detallan en los apartados
siguientes.

7.3 Descripcion del sistema

En este apartado se realizada la descripcion del sistema desarrollado dividida en dos partes.
La primera es el disefio, construccion e integracion de todos los elementos que constituyen
el microsistema con deteccion Optica implementado. La segunda parte se centra en la
explicacion detallada del programa de gestion que ha sido necesario desarrollar para
controlar de forma precisa y reproducible el funcionamiento de todos los componentes del
sistema, desde el sistema de bombeo y gestion de fluidos hasta la adquisicion de datos.

En la figura 7.7 se muestra un esquema del sistema de gestion de fluidos implementado.
Los detalles particulares de cada componente se detallan a continuacion.
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Figura 7.7 Diagrama del sistema de gestién de fluidos miniaturizado disefiado y construido.
7.3.1. Disefio del sistema

El nucleo instrumental del sistema estd constituido por dos mdédulos principales, los
componentes responsables del movimiento y gestion de fluidos, microbureta y valvulas, y
el sistema de gestion de microfluidos, microchip y detector. ElI ordenador permite la
gestién integrada de todo el sistema, en base a un programa realizado en lenguaje visual-
BASIC y desarrollado integramente para esta aplicacion.

La comunicacion entre los elementos principales del sistema, microbureta y valvulas de
tres vias se realiza de dos modos distintos. La microbureta se comunica mediante un bus
RS-485, para el que se utiliza un conversor RS-485/RS-232, y para las valvulas de 3 vias
se realiza la comunicacion con el ordenador a traves de una placa A/D conectada a una
interfase especifica para las vélvulas.

Las caracteristicas fisicas de los elementos que integran el microsistema aparecen
comentadas a continuacion. Con mas detalle se especifica el disefio y construccién del
microchip y, el sistema de deteccion.

e Microbureta: XP 3000 Modular Digital Pump, CAVRO. El cabezal de ésta es
exteriormente de PTFE e interiormente de Kel-F. La jeringa es de vidrio Pyrex y el
cabezal del émbolo de Kel-F. Las jeringas utilizadas son de volimenes variables: 2500,
1000 y 250 pl. En todos los casos el recorrido del motor es 3000 pasos.
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Microchip: disefiado por el Grup de Sensors i Biosensors y construido por Centro
Nacional de Microelectrénica (CNM).

Tubos conexion al microchip: tubo de PTFE de Tecator de didmetro interno 0,8 mm 'y
diametro externo 1,57 mm., de longitud variable en funcién de las condiciones
experimentales.

Vélvulas: vélvulas solenoides de 3 vias con referencia 161T031 de NResearch
conectadas al ordenador mediante una interfase Cool Drive Valve Drivers for 161
series/12 vdc: 161D5X12 de NResearch. Esta interfase es necesaria porque ayuda a
mantener el voltaje de la sefial de salida desde la placa de A/D constante y ademas,
asegura que las valvulas no se calienten y funcionen de modo reproducible durante
todo el tiempo de operacion.

Sistema de deteccion: LED emisor de A=525 nm y fotodiodo construido por el
Departamento de Ingenieria Electronica y Comunicaciones del Instituto de
Investigacion en Ingenieria de Aragon (13A), del Centro Politécnico Superior.
Conexion del microchip al sistema de gestion: sistema compuesto por una pieza de
PTFE que encaja perfectamente con las entradas del microchip, y queda sellada por un
soporte de acero que permite la fijacion y comunicacion del microchip a las salidas de
las valvulas de tres vias.

Ordenador Pentium IV: control y adquisicion de datos.

Placa de adquisicién de datos: modelo PCL-812PG.

A continuacion se presenta en la figura 7.8 un detalle del sistema desarrollado, donde se
pueden ver la caja de las vélvulas de 3 vias, la microbureta y la caja con el soporte
disefiado especialmente para el microchip y el sistema de deteccion.

[

Figura 7.8 Vista general de los actuadores externos y la caja del microchip con el sistema de deteccion.

286



Desarrollo de sistemas de gestion de fluidos miniaturizados

7.3.1.1 Disefio y construccion del microchip

El disefio y construccion de componentes microfluidicos corresponde a parte de lo
objetivos de un subproyecto, enmarcado dentro de un proyecto de investigacion
desarrollado en colaboracién con el Centro Nacional de Microelectronica (CNM) vy el
GSB. El objetivo final es el desarrollo de dispositivos para aplicaciones en microsistemas
de andlisis por inyeccion en flujo (uFIA).

Los microchips desarrollados tienen cuatro configuraciones basicas. La diferencia entre
ellos estriba en el nimero de entradas/salidas del microchip (4-6) y en el nimero de
ventanas (1-2). Las dimensiones de los canales son las mismas en todos los disefios aunque
varia el recorrido interno de éstos. En la figura 7.9 se muestra un detalle de la oblea de
silicio con los cuatro microchips construidos, donde se pueden observan los microcanales,
las entradas/salidas y las microcélulas de medida dptica.

Figura 7.9 Oblea de silicio con los cuatro microsistemas disefiados.

La tecnologia aplicada en la construccion de los microchips estd basada en la
micromecanizacion del silicio. Las estructuras del microsistema de flujo incluyen
microcanales, las células del detector, y las aberturas de entrada-salida de liquidos. Las
estructuras se han fabricado en obleas de silicio de 100 mm de didmetro, dopado tipo p, y
un grosor de 375 um. Los canales (figura 7.10 A) han sido definidos por grabado
isotropico seco (reactive ion etching, RIE) con una profundidad de 200 um. Se ha
utilizado una capa de aluminio como méscara durante el proceso RIE. Los canales son
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recubiertos por un cristal de Pyrex (Corning 7740), enlazado a la superficie del silicio por
la técnica de soldadura anddica.

A B c

Pyr'e>i/ Pyrex[
\ p)
Silicio / | Silicio : / 4/

Figura 7.10 Estructura de los microcanales en silicio. (A) Canales, (B) entrada/salida y area del detector, (C)
entrada/salida de las conexiones externas.

Las aberturas de entrada-salida y las areas del detector han sido definidas por grabado
anisotrépico humedo del silicio desde la parte posterior hasta la profundidad del canal
usando una solucién de hidroxido de tetrametilamonio (TMAH) [Merlos et al., 1993]
(figura 7.10 B), utilizando didxido de silicio como mascara. El grabado se para con una
capa del dioxido de silicio en el canal, no es mostrado en la figura. Las unicas diferencias
entre la entrada-salida y las areas del detector son las dimensiones y las geometrias de los
canales y los agujeros de la parte posterior. Los tubos metalicos estan conectados con las
aberturas de entrada-salida mediante un soporte disefiado y construido con este objeto para
conectar el microchip con la microbureta y las valvulas externas (figura 7.10 C).

Las estructuras de los microsistemas se han disefiado para ser utilizadas con detectores
Opticos. Las dimensiones de las aberturas de la parte posterior del area del detector son 5,6
x 3,4 mm? Para poder efectuar mediadas basadas en deteccion 6ptica ha sido necesario
unir el microchip con un cristal (también Pyrex 7740) que sella el area del detector para
permitir que la luz pase a través de la estructura (figura 7.11). Se ha desarrollado un
sistema Optico de deteccién miniaturizado que se describe en la seccion siguiente. Esta
basado en la deteccion de cambios de absorbancia del fluido que circula a una longitud de
onda especifica.

Detector

Figura 7.11 Celda del detector para medidas dpticas.
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Han sido disefiadas estructuras de microfluidica con diversas configuraciones (figura 7.9),
que las hacen viables para su uso en diferentes tipos de sistemas de gestion de fluidos
basados en técnicas SIA o FIA. En la figura 7.12 se muestra un ejemplo de una vista de los
dos lados, derecha (cristal) e izquierda (silicio). En la fotografia izquierda, se observan los
cinco puertos de entrada-salida y dos areas de deteccion [Baucells et al., 2001].

Figura 7. 12 Fotografias de uno de los microchip desarrollados. A) Parte superior (cristal) y B) parte inferior
(silicio), en donde se pueden observar lascinco entradas-salidas y las dos areas de deteccion.

Las dimensiones del microchip son un cuadrado de 31,85 x 31,85 mm. Con este tamafio
caben cuatro microestructuras en una oblea de silicio de 100 milimetros de diametro. El
grueso del cristal del pyrex es 1 milimetro. La anchura de los microcanales es 600 um en la
maéscara, lo que ha dado lugar a una anchura real en el silicio de cerca de 800 um. Por tanto
la seccion transversal de los canales es aproximadamente de 800 x 200 um?. Ha de tenerse
en cuenta que las dimensiones del canal no se pueden hacer demasiado pequefias, ya que el
régimen microfluidico es laminar y la pérdida de presion esta influenciada por las fuerzas
viscosas [Gravesen et al., 1993], que se incrementan al reducir la seccién transversal. Esto
significa que el tamafio del canal ha de ser mayor que un cierto valor minimo que se
necesita para tener un flujo Gtil. Esta limitacion en las dimensiones es también Gtil para
minimizar el problema de la formacion de burbujas y los efectos negativos de la tension
superficial del liquido.

7.3.1.2 Disefio y construccion del soporte del microchip

El soporte de sujecion del microchip esté constituido cinco piezas de acero. A la base se
sujeta un soporte en forma de L, sobre el que reposa el microchip presionado por una pieza
de PTFE. Esta pieza conecta los cuadrados de entrada/salida con unos tubos de acero que
se comunican directamente a las valvulas de seis vias. Todo el conjunto es presionado por
una pieza de acero que actlla como una pinza, sujeta por presion mediante un tornillo. En la
figura 7.13 a la izquierda se muestra la pieza de PTFE con las conexiones de acero que la
atraviesan y un detalle de los resaltes cuadrados que encajan perfectamente con las
entradas/salidas del microchip. En la fotografia de la derecha se muestra el soporte con el
microchip montado y las conexiones externas.
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Figura 7. 13 Fotografias del sistema de conexion y fijacién utilizado para comunicar el microchip
con las vélvulas y la microbureta.

7.3.1.3 Sistema de deteccion

El sistema consiste en un emisor de luz tipo LED (modelo RL5-G8045 de Super Bright
LEDs) que emite a 525 nm en un &ngulo de 45° con una intensidad de 8000 mcd para una
intensidad eléctrica de 20 mA. Como V. es de 5V se utiliza una resistencia R de 250 Q
para que la intensidad a través del LED sea de 20 mA. En estas condiciones la potencia de
emision del LED es de 23 mW. Para la deteccion de la luz transmitida a través de la celda
del microchip se utiliza un fotodiodo de silicio (FDS100 de Thorlabs) que tiene un area
activa de 13 mm?. En la figura 7.14 se muestra el esquema eléctrico del emisor-detector.

VCC i
R i
luz
LED \/=—=58/\ | = |
detector ;\-r;\io_lificador' de

transimpedancia

Figura 7.14 Esquema eléctrico del sistema de emisién y deteccion desarrollado.

Para la fijacion de ambos dispositivos se utiliza un optoacoplador al que se le han extraido
los elementos originales para implementar el emisor y detector mencionados, a una
distancia que permita la insercion del microchip. Finalmente se utiliza un amplificador
operacional en que la ganancia es aproximadamente igual al valor de R.. El valor de R, se
selecciona desde el conmutador (10 kQ, 100 kQ, 10 MQ). En este caso se utiliza una
resistencia de 10 kQ. En la figura 7.15 se muestra un detalle del sistema de emision-
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deteccion integrado en el optoacoplador. También se muestra una fotografia del LED vy el
fotodiodo.

Figura 7.15 Esquema fisico de la implementacion del LED vy el fotodiodo en un optoacoplador.

Finalmente, en la figura 7.16 se muestra un detalle del sistema de deteccion ya
implementado fisicamente con el LED vy el fotodiodo en funcionamiento. Y un detalle del
LED visto desde arriba.

Figura 7.16 Detalles del sistema de deteccién implementado.

El cristal de borosilicato (Pirex), grosor 1 mm, utilizado en las células dpticas, permite una
transmision de luz mayor del 90% a través de la ventana, siempre que se trabaje a
longitudes de onda comprendidas entre 400 nm y 2 um. Por lo tanto, no tiene ninguna
influencia en las medidas.

La sefial analitica es el voltaje de salida que es inversamente proporcional a la absorcion de
radiacion producida por el fluido en la celda de medida. Esta sefial es adquirida por la
tarjeta A/D y todo el sistema es controlado por el programa de gestion desarrollado para
esta aplicacion. La absorbancia ha sido calculada, a partir de la relacion de voltajes antes y
después del proceso de absorcion (ecuacion 7.4). Como el cociente del voltaje a la salida
del detector para la solucion problema y el voltaje a la salida para una solucién de
referencia. Segun el estudio realizado, la medida de V, ha sido establecida con agua
desionizada o con el reactivo utilizado, previamente a la medida de la muestra.
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Abs = - IOQ(\\//—j ecuacion 7.4

0

En este caso las soluciones portadoras utilizadas han sido agua desionizada y el reactivo
(capitulo 3). La absorcion de radiacion por parte de ambos fluidos era similar. En ambos
casos, el voltaje de salida has sido del orden de 0,860 voltios, por lo tanto si V,=0,860
voltios, los valores maximos que pueden obtenerse de absorbancia cuando existe paso de
colorante o producto de la reaccion por el detector estan entorno a 2,93-1,93 UA,
determinadas por potenciales de salida (V) de 0,001-0,01 V. Por tanto, disponemos de un
intervalo de medida lo suficientemente amplio para las aplicaciones ha realizar dentro de
este estudio.

7.3.2 Descripcion del programa de gestion
Obijetivos

El objetivo principal ha sido desarrollar un programa robusto y versatil que permita el
control y gestion de todos los elementos instrumentales necesarios para la realizacion de
medidas en flujo continuo con deteccion oOptica en el sistema microfluidico desarrollado.

Caracteristicas

El programa ha sido realizado en lenguaje Visual-BASIC por las ventajas de interfase con
el usuario que aporta este entorno de programacion. Este lenguaje permite definir un
entorno grafico idéneo para controlar de un modo preciso y operativo todos los elementos
del sistema. La aplicacion desarrollada se basa en la definicion de distintas subrutinas para
cada funcion concreta y, simultaneamente, el establecimiento de conexiones simbolicas
con los elementos graficos en la pantalla de la aplicacion. Esto permite establecer tanto
botones para iniciar acciones, como ventanas para mostrar resultados o estados de los
elementos del sistema microfluidico. En la figura 7.17 se muestra el diagrama de bloques
con todos los moédulos que constituyen el programa. A través de este es posible la gestion y
control de todos los elementos que constituyen el sistema de gestion de fluidos (figura 7.7)
lo que incluye la actuacion simultinea de todas valvulas de 3 vias, de la microbureta y de
la adquisicion de datos.

Cada uno de los modulos tiene su utilidad y caracteristicas concretas que se detallan a
continuacion. Todas las posibles actuaciones sobre el sistema se pueden ejecutar a traves
de un entorno gréfico. Esto incluye tanto la accidn sobre un elemento concreto, como un
ciclo completo de analisis. El entorno gréfico se ha dividido en tres pantallas, que dividen
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la informacion/operacion en sistema, monitorizacion y configuracion. Estas interaccionan
simultaneamente y permiten la gestion del sistema a cualquier persona sin conocimientos
previos del programa.

Interaccion con el usuario Subrutinas del programa

Ventana de sistema |

S

médulo de gréficas |

- sindptico del sistema
- manipulacién de vdlvulas

* manipulacién de la | médulo de cdlculos |

microbureta

+ datos nidmericos

* adquisicién datos manual ~ T ;
comunicacién con microbureta

Ventana de monitorizacién

+ seleccidn velocidad de
muestreo sefial

+ inicio y finalizacion de

Ndcleo del

médulo salidas digitales
(vélvulas)

procedimiento

programa

* grabar datos y comentario
a fichero médulo gestion de

procedimientos analiticos

- conversién y manipulacién
datos (absorbancia)

Ventana de configuracién | médulo de control de tiempo |

+ seleccién ficheros de
procedimientos

- seleccién de la jeringa a
utilizar

+ seleccién del caudal de la
microbureta

| médulo de gestion de ficheros |

S

* nlimero de replicados |

médulo de control de datos |

Figura 7.17 Modulos que componen el programa de gestion desarrollado.

Para simplificar la explicacion se han englobado las acciones del programa en bloques y se
han relacionado con las distintas pantallas graficas del programa.

Peticiones por pantalla. Las peticiones por pantalla permiten la interaccion del usuario
con todos los elementos del sistema y la definicion de las acciones individuales que se
pueden realizar desde la base de datos definida previamente.

Se puede actuar sobre todos los elementos del sistema: valvulas, microbureta, sistema de
deteccion, definicion de caudal, etc. En la figura 7.18 se muestra un ejemplo de la pantalla
sistema desde donde se ejecutan las acciones directas sobre las valvulas y la microbureta.
Esta pantalla nos indica el estatus de los distintos elementos y, cuando el sistema esta en
modo automatico, monitoriza en tiempo real el estado de las valvulas, la microbureta y el
ciclo de analisis.
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Figura 7.18 Pantalla de peticiones por teclado y estatus del sistema.

Lectura condiciones de andlisis. Las distintas secuencias de operacion se definen
previamente en una base de datos de Microsoft Office Access. En esta base de datos se
almacenan los distintos programas de gestion (figura 7.19). En éstos se define la
apertura/cierre de las valvulas, el sentido de flujo de la microbureta (aspiracién/impulsion),
la frecuencia de apertura/cierre de las valvulas, el tiempo de apertura y la adquisicion de
datos. En la pantalla de configuracion (figura 7.20) se realiza la seleccion de la secuencia
de analisis y se definen el tamafio de la microbureta y el caudal de operacion.

Por limitaciones de la propia microbureta utilizada ha sido imposible la definicion del
caudal de trabajo directamente en una base de datos. Este ha de ser definido previamente a
cada ciclo de operacion desde el programa base por pantalla. Esto representa una
limitacién importante ya que es imposible trabajar con combinacion de caudales dentro de
un determinado ciclo de operacion, lo que por ejemplo, hace muy dificil la seleccion de
volimenes idénticos a diferentes caudales. EI problema deriva de la discontinuidad de
movimiento del motor de la microbureta. Las diferencias entre distintas velocidades no son
constantes en todo el intervalo de movimiento y s6lo unas determinadas velocidades son
operativas realmente. Para solventar esta limitacion ha sido necesario definir el tiempo de
operacion como real para poder medir volimenes menores e iguales a distintos caudales.
También ha sido incorporada la posibilidad de actuacion de dos valvulas simultdneamente
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en modo de conmutacion a tiempos del orden de milisegundos, esta opcion permite
mejorar el grado de mezcla del reactivo y muestra aspirados.

Microsoft Access gi 7]
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Figura 7.19 Pantalla de MS Access con diferentes procedimientos almacenados y un ejemplo de procedimiento.

Definicion de nuevas secuencias. Las diferentes configuraciones definidas se almacenan
en la base de datos (figura 7.19) y antes de comenzar el ciclo de analisis son seleccionadas
y mostradas previamente por pantalla (figura 7.20).

Monitorizacion grafica. Simultaneamente a la realizacion de un ciclo de analisis por
pantalla se muestra el registro de la variacion de potencial (V) en funcion de la absorbancia
de la muestra. Se realizan 10 lecturas por segundo (existe la posibilidad de variar la
frecuencia de muestreo en la pantalla de monitorizacion), siendo innecesario el filtrado de
los datos adquiridos. Al final del ciclo de andlisis se realiza un cambio de voltaje a
absorbancia y después los datos se graban en un fichero. En la figura 7.21 se muestra la
pantalla de monitorizacion gréafica. Es en ella donde se ejecuta la orden de analisis, una vez
definidas las condiciones de trabajo en la pantalla de configuracion (figura 7.20).

Almacenamiento de informacion. Los registros se almacenan en una base de datos
también de Microsoft Office Access desde la que se pueden importar después. La
informacion grabada es el ndimero de datos, el tiempo, voltaje y absorbancia. La
codificacion del nombre del fichero de datos se realiza de modo automatico en funcion del
dia y la hora y permite la introduccion, en el fichero, de comentarios sobre la experiencia
que seran almacenados conjuntamente a los datos.
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=. Programa para la gestidn de fluidos GSB Mireia Baeza
Sistema T Monitorizacidn T Configuracidn
Velocidad de | buret, L
’—U Volumen de la |Erlnga’m S ‘elocidad de la microbureta E 4 1BEEE  microl s
Al | 5]
Nimero de andlisis 1
P ﬂ Procedimiento analitico w1 0-400/200 j
bempo arcion | micoburets | aspimcion vl (shierta) | v2 (shierta) w3 (shiertn) | (shientn) [0 (abionta) | adquisicion. [ combirmcion. | Hempo 4 mili| Hempow S mili
orden 1 10| Verdaders | Werdadero [ Falso TFalso Falso Falso Verdndero | Verdadero | Falso 0 a
orden 2 10| Wrdaders | Werdadero [ Faleo TFalso Falso Falso Falso Werddero | Wardadern 400 200
orden 3 30| Verdadero | Vendadero | Falso Falso Falso Falso Werdadero | Verdadero | Fako [ [
orden 4 50| Vedadero | Fakeo Fako Falso Falso Falso Falso Falso Fako ofo

Tabla de iempos y acciones del método activa

Figura 7.20 Pantalla de configuracidn. En esta y a través de una ventana desplegable, se
selecciona un procedimiento analitico entre los almacenados en la base de datos y se definen el
caudal, el volumen de la jeringa y el nimero de repeticiones a realizar.

Comunicaciones. Las comunicaciones entre los distintos elementos permiten controlar la
apertura/cierre de valvulas, el sentido de operacion de la microbureta y la adquisicién de
datos. Se ha aplicado un criterio de control para verificar que, entre acciones, la
microbureta realiza las tareas asignadas y no existe pérdida de 6rdenes.

& Programa para la gestion de fluidos Mireia Baeza
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Figura 7.21 Pantalla de monitorizacidn gréafica, desde donde se inicia el analisis y se realiza la adquisicion de datos.
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El accionamiento de las valvulas se realiza a través de una placa PCL-812PG que permite
16 salidas digitales, 6 de las salidas digitales se han reservado para la actuacion sobre un
dispositivo (Cool Drive) que se encarga de mantener abiertas las diferentes valvulas en
funcién de las entradas digitales, asegurando el correcto funcionamiento de las mismas.

El caudal de la microbureta se calcula automéaticamente en la ventana de configuracion
teniendo en cuenta la jeringa instalada y la velocidad seleccionada de la microbureta. La
adquisicion de datos se realiza a través de un conversor de 12 bits de la placa de
adquisicion de datos. El programa utiliza un calibrado realizado previamente que permite
conocer el voltaje de salida del fotodiodo.

7.4 Caracterizacion del sistema sin reaccion quimica

En este apartado se resumen los estudios previos de caracterizacion del sistema de
deteccion y gestion implementado. A continuacion se detalla un segundo estudio mas
ampliado donde se evalta la variacion de la sefial sin reaccion quimica en funcién del
volumen de muestra, caudal y concentracion.

De los cuatro microcircuitos de fluidica construidos, se ha utilizado el que tiene 4
entradas/salidas y una ventana de deteccion, tanto para los estudios sin reaccion quimica
como para los estudios con reaccion quimica. La conexion al soporte se realiza a través de
la cara posterior donde se encuentran los orificios de entrada/salida. El modo de operacion
utilizado en todos los casos ha sido similar. Se ha operado siempre en modo aspiracion
desde el canal conectado directamente a la celda de deteccion E/S 4, dejando las E/S: 1, 2
y 3 (comenzando de derecha a izquierda) como entradas. Cada una de estas entradas esta
conectada a una valvula de tres vias (V5, V4, V3). Esto permite la aspiracion de distintos
fluidos (patrones, agua o reactivo) segun la aplicacion llevada a cabo.

Figura 7.22 Esquema del microchip utilizado con 4 E/S y una celda de deteccion. Se indica la
funcion concreta de cada E/S mediante el sentido del flujo que circula.
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En la figura 7.22 se muestra un esquema del microchip utilizado a lo largo de esta
caracterizacion con las funciones E/S para cada canal. Las conexiones de entrada al
microchip se denominan puertos (P1-P4), y los recorridos desde los puertos a la celda de
deteccion son los canales (C1-C4).

7.4.1 Sistema de deteccion
7.4.1.1 Calibrado comparativo en escala micro/macro

Como se ha explicado en el capitulo 1 los métodos colorimétricos han sido ampliamente
aplicados en el analisis quimico de rutina. En la actualidad y gracias a la integracion de
componentes Opticos y sistemas miniaturizados de flujo es posible construir versiones
portatiles de analizadores de laboratorio basados en deteccion colorimétrica. La
combinacion de estos métodos colorimétricos con equipos portatiles que consumen
volimenes minimos de reactivo y producen volimenes muy pequefios de residuo son una
combinacion interesante y resultan muy atractivos frente a la demanda actual de sistemas
automaticos de control para aplicaciones diversas. Sin embargo, en los sistemas
miniaturizados con deteccion Optica existe un problema intrinseco de dificil solucion
[Denninger et al., 2000]. La ley de Beer-Lambert predice una reduccion de la sefial
proporcional a la reduccién del camino éptico (ecuacion 7.5).

Abs=¢-C-L ecuacion 7.5

donde A es la absorbancia, ¢ es el coeficiente de absortividad molar (I/mol-cm), C es la
concentracion (mol/l) y L es el camino dptico (cm).

Teniendo en cuenta este problema, se han implementado distintas estrategias en la
construccion de celdas de medida en dispositivos de microfluidica. Normalmente estas
celdas estan basadas en una ventana realizada en la oblea, pero existen otros disefios en los
que la luz atraviesa todo el canal de flujo de modo horizontal en lugar de transversal. Los
estudios realizados en esta tesis, utilizando la primera configuracion citada, demuestran
que un camino éptico de 200 um es suficiente para obtener resultados satisfactorios.

En primer lugar se han realizado dos calibrados comparativos a macroescala (L=1cm) y a
microescala (L=200um), las determinaciones se han realizado respectivamente en
discontinuo y en el sistema de flujo desarrollado. En el primer caso se ha utilizado un
espectrofotdbmetro Novaspec I1. El objeto de estudio es establecer y definir la diferencia de
respuesta en funcion del camino éptico, considerando que, en el momento de la medida en
el sistema de flujo no existe dispersion. En esta situacion, H=Hy (81.3.2). Los calibrados se
han efectuado con soluciones basicas de rojo de fenol de distinta concentracion, preparadas
a partir de una solucion patrén concentrada de 0,0112 M en NaOH 0,1M (8 3.2.1).
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Las condiciones de estos estudios previos han sido: jeringa de 2500 ul y caudal de 25 pl/s.
El procedimiento de anélisis llevado a cabo en el microchip se detalla resumido en la tabla
7.1. La primera etapa se realiza para estabilizar la linea de base.

Tabla 7.1 Procedimiento analitico realizado en el microchip para el primer calibrado efectuado.

Tiempo (s) Solucion (A/l) Canal microchip Adquisicion
10 Aspiracion agua Canal 4 Si
10 Aspiracién patron Canal 3 Si
10 Aspiracion agua Canal 4 Si
30 Impulsién vaciado jeringa Canal 1 No

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.23 (a). Se puede observar que el
volumen aspirado, 250 pl, es lo suficientemente grande como para que en la parte central
del pico no exista dispersion. Por lo tanto el valor de absorbancia medido es equivalente a
la medida que se realizaria si s6lo se hubiese aspirado colorante.
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Figura 7.23 Resultados obtenidos en el calibrado con rojo de fenol. (a) Sefiales obtenidas en el
microchip en condiciones dindmicas, (b) comparacion de la respuesta obtenida para medidas
efectuadas en flujo y en discontinuo.
En la figura 7.23 (b) se muestra la comparacién de calibrados para el microsistema de flujo
y las medidas en discontinuo con espectrofotdémetro. En ambos casos se produce desvio de
la linealidad a concentraciones altas, pero en el caso de las medidas efectuadas con camino

Optico menor (200 um) el desvio comienza a concentraciones mayores.

En la tabla 7.2 se muestra la comparacién de resultados obtenidos. Se puede comprobar
que tanto el intervalo de respuesta lineal como la sensibilidad difieren. La sensibilidad esta
directamente relacionada con el camino Optico, la concentracion y el coeficiente de
absortividad molar. En este estudio las dos Gltimas variables son constantes por lo tanto la
sefial obtenida sélo es funcién del camino oOptico.
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Tabla 7.2 Resultados comparativos de los dos sistemas de medida.

Tipo de medida Intervalo lineal Regresion lineal

Microchip (L=200um) 1,1310°%-1,1310°M  H(UA)=0,001(+0,004)+319(x7)-[RF](M)

Espectrofotémetro(L=10000 um)  1,13-10°-1,13.10“M  H(UA)=0,01+(0,08)+13161(+1355)-[RF] (M)

Se ha observado una disminucion de la sensibilidad proporcional al camino optico. En este
caso, existe en términos de sensibilidad una diferencia de dos 6rdenes de magnitud, que es
idéntica a la relacion que existe entre los caminos Opticos. Por otro lado la disminucién de
sensibilidad en el microchip se traduce en un incremento de una década del intervalo lineal
de respuesta.

7.4.1.2 Secuencias preliminares

Finalmente, antes del estudio hidrodindmico sin reaccion quimica, se ha realizado un
estudio preliminar para verificar el funcionamiento correcto de las valvulas y evaluar la
respuesta en flujo para voliumenes menores de patron aspirado. El estudio se ha basado en
determinar la respuesta del sistema para un tiempo de aspiraciéon de 5s para segmentos de
agua y colorante, a dos caudales distintos. La concentracion de rojo de fenol utilizada ha
sido 1,13-10°M, y los caudales ensayados 25 y 12,5 pl/s.

El procedimiento de operacion ha sido similar al mostrado en la tabla 7.1. La aspiracion de
patrén y agua se ha realizado por las mismas entradas, la Unica diferencia esta en la
secuencia de volimenes aspirados. Esta ha consistido en la aspiracion de agua/colorante
cinco veces durante un tiempo de 5 s.

| |

| |

60 40 20 5 0
tiempo (s)

A
>

Figura 7.24 Esquema de la secuencia de segmentos aspirados de solucidn patrén de rojo de fenol

y de agua. La flecha indica la direccién del flujo. La Gltima aspiracién de agua se realiza durante

190 segundos para lavar el microchip.
En la figura 7.24 se muestra un detalle de la secuencia de segmentos aspirada. Como el
tiempo es constante, puede observarse que, a menor caudal (figura 7.25 (b)), el volumen
aspirado es menor lo que provoca una disminucion de sefial y de la eficacia de lavado. Al
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reducirse el volumen de agua aspirado no llega a recuperarse totalmente el valor de la linea
de base.
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Figura 7.25 Estudio preliminar de la respuesta para la misma secuencia de operacion y dos caudales
distintos. (a) Q=25 ul/sy (b) Q=12,5 nl/s.

7.4.2 Caracterizacion hidrodindmica del sistema

Una vez caracterizado el sistema de deteccion y verificado el funcionamiento de los
elementos encargados de la gestién de fluidos, se ha realizado un estudio preliminar de la
influencia del caudal, el volumen aspirado y la concentracion en la sefial sin reaccién
quimica. Con este objetivo se han realizado calibrados de soluciones patrén de rojo de
fenol en distintas condiciones experimentales.

Este estudio se ha dividido en tres partes, en la primera se ha estudiado la influencia
simultanea del caudal, volumen y concentracion en la sefial. En la segunda se ha estudiado
la influencia del caudal y la concentracién manteniendo constante el volumen. En el tercer
estudio se ha determinado la influencia del volumen aspirado manteniendo constante el
caudal, para dos caudales distintos 2,5y 25 pul/s.

A continuacion se comentan los resultados obtenidos en cada uno de estos estudios. En
todos los casos se ha realizado la representacion grafica de las sefiales obtenidas y se han
comparado estas, mediante ajustes lineales y polinémicos, frente a la concentracion, para
observar y explicar tendencias de comportamiento. De esta manera se ha definido de un
modo cualitativo el comportamiento del sistema frente a las variables fisicas evaluadas.
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En todos los casos, las concentraciones estudiadas de rojo de fenol han estado
comprendidas dentro del intervalo de 1,12:10°-5,65-10°M. Los caudales estudiados han
estado comprendidos entre 25-2,08 ul/s y los volumenes entre 75-20 ul. El procedimiento
analitico ha sido similar al mostrado en la tabla 7.1, salvo la variacion de tiempos de
aspiracion de colorante en la segunda etapa y de aspiracion de agua en la tercera. El tiempo
de aspiracion de colorante ha tenido que modificarse en funcion del caudal de operacion y
el volumen buscado. El tiempo de aspiracion de agua ha tenido que ajustarse al caudal de
trabajo. Para caudales menores, el tiempo de aspiracion ha tenido que ser necesariamente
superior para poder extraer todo el colorante aspirado en el sistema. Esto se refleja en el
aumento de tiempo de analisis observado al disminuir el caudal utilizado en todos los casos
estudiados. Se ha trabajado con dos jeringas distintas, para los caudales altos se ha
utilizado la de 2500 pul y para caudales bajos la de 250 pl.

En la primera parte se ha estudiado la variacion de la sefial para distintas concentraciones,
variando simultdneamente el caudal y el volumen aspirado. Los resultados obtenidos de
muestran en la figura 7.26.

Las graficas mostradas en la figura 7.26 estan ordenadas de mayor a menor caudal y
volumen. EI tiempo de aspiracion de patron de rojo de fenol ha sido el mismo en todos los
estudios: 10 segundos. Como ya se ha comentado anteriormente (8 7.3.2), debido a
limitaciones instrumentales, no es posible definir un caudal para cada una de las etapas.
Eso implica que al mantener constante, en este caso, el tiempo de aspiracion se han
aspirado distintos volumenes en funcién del caudal.
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Figura 7.26. Estudio de la influencia de caudal y volumen aspirado de colorante en la sefial analitica. Los
caudales estudiados son (A) 7,083 ul/s, (B) 6,25 ul/s, (C) 5 ul/s, (D) 4,166 wl/s, (E) 2,91 ul/sy (F) 2,083 ul/s.
Los volimenes correspondientes corresponden a una aspiracion de 10 segundos de colorante por lo tanto son
70,83- 20, 83 pl.
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Se ha verificado que el sistema microfluidico se comporta igual que un sistema
macroscopico. Si se observa la figura 7.26, se puede comprobar que, en todas las
condiciones estudiadas, la sefial varia proporcionalmente en funcién de la concentracion.
Si se consideran las condiciones hidrodinamicas (caudal y volumen) del sistema se observa
la misma tendencia. A mayor caudal y volumen, mayor es la respuesta obtenida. La
variacion mas importante se observa cuando se comparan las anchuras de los picos, se
puede observar que, a menor caudal, la forma de los picos es mucho mas ancha debido al
aumento de dispersion.

14 ® caudal 6,25 pl/s, vol 62,5 pl e
: caudal 5 pl/s, vol 50 ul //*
T caudal 4,16 pl/s, vol 41,6 pl P
1,2 4 v caudal 2,91 ul/s, vol 29,1 pl ///
| ajuste lineal P
~ 104 caudal 7,08 pl/s, vol 70,8 ul i
< - caudal 2,08 pl/s, vol 20,8 pl a
by ——~- ajuste polinémico orden 2 - =
2 08
@ ,
©
S 064
< |
04 - Y
, /=
0,2
0,0 T T T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Concentracion de rojo de fenol (M)

Figura 7.27 Ajuste lineal y polindmico de las sefiales obtenidas en funcidn de la concentracion, para
caudales y volimenes variables.

En la figura 7.27 se puede comprobar que existe una proporcionalidad entre concentracion
y sefial para todas las condiciones estudiadas menos para dos, las extremas. El caudal
superior 7,083ul/s y el inferior 2,083 ul/s. En el primero, el desvio puede asociarse con un
mayor volumen de aspiracion y en el segundo con un aumento de la dispersion efectiva.
Por otro lado, es dificil plantear conclusiones porque las dos variables (volumen y caudal)
han sido estudiadas conjuntamente.

En la figura 7.28 se muestran los resultados obtenidos en la segunda parte de esta
caracterizacion. En este caso, se ha variado el caudal y se ha mantenido, en todos los casos,
constante el volumen de aspiracion.

304



Desarrollo de sistemas de gestion de fluidos miniaturizados

A B
1,6 . 1,6 -
— 1,1210°M
—— 1,1210*M
=S 1,1210°M
So1.2 A —— 33010°M 1,2
N —— 5,6510°M
%I/
8
g 0,8 - 0,8
8
S
3
0,4 0,4 k
0,0 \IILILI 0,0 ||L|||
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
C D
1,6 1,6
E
o 1,2 1 1,2
(V]
®
<
©
e 0,8 0,8
3
S
3
< 04 0.4 - k
00 T |ﬂ| |E\|‘ OrOAL%LIII
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
F
1,6 E 1,6
E
o 1,2 1 1,2
Py
1 |
& i
<
2 08+ 0,8
8
S
3
< 04 - & K 0,4 -
O e R I&MI L 00 T T T T T T ' T '
0 25 50 75 100 125 150 0 50 100 150 200 250
tiempo (s) tiempo (s)

Figura 7.28 Estudio de la influencia del caudal en la sefial para un volumen constante de
aspiracion de 50 pl. Los caudales estudiados son (A) 50 ul/s, (B) 25 pl/s, (C) 12,5 ul/s, (D) 7,083
ul/s, (E) 5 ul/sy (F) 2,5 ul/s.
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Los caudales estudiados abarcan un intervalo muy amplio, desde 50 a 2,5 ul/s. EI volumen
es, en todos los casos, de 50 ul y las concentraciones de los patrones de rojo de fenol son
las mismas que en el caso anterior. El procedimiento analitico ha tenido que ser
modificado también para ajustar tiempos de aspiracion y caudales con el objeto de
mantener constante el volumen aspirado. En este caso también se ha ajustado el tiempo de
aspiracion de agua final.

Como se puede apreciar en las graficas mostradas en la figura 7.26, a mayor caudal la
frecuencia de anélisis es mayor y la dispersion efectiva menor. Los picos obtenidos son
mas estrechos. Por el contrario, a caudales bajos se observa una mayor dispersion ya que,
aunque se conserva la altura de pico y la forma de estos, se verifica un aumento de la
anchura en la base. Por tanto a menor caudal, si se mantiene constante el volumen y la
concentracion, se obtiene comparativamente una mayor dispersion en el sistema.
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Figura 7.29 Ajuste polinébmico de orden 2 para las respuestas obtenidas a caudal variable y un

volumen aspirado de 50 ul de solucién patrén de rojo de fenol.
En la figura 7.29 se muestra el ajuste polinémico realizado con las sefiales obtenidas en
funcién de la concentracion. Se puede observar que la respuesta a todos los caudales sigue
la misma tendencia respecto de la concentracion y no se observa una gran diferencia en las
alturas de pico respecto del caudal. Por tanto, en las condiciones estudiadas resulta mas
evidente el efecto de la dispersion cuando se comparan directamente las sefiales obtenidas
(figura 7.28).
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Figura 7.30 Influencia en la sefial del volumen de aspiracién a dos caudales.
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Las condiciones

utilizadas de caudal y volumen son las siguientes, (A) 25 wl/s, 75 ul; (B) 25 wl/s, 50 ul; (C) 25 ul/s,
25 ul; (D) 2,5 ul/s, 75 wl; (E) 2,5 wl/s, 50 ply (F) 2,5 pl/s, 25 pl.
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En la figura 7.30 se muestran los resultados obtenidos para el ultimo estudio realizado a
dos caudales y tres volumenes de aspiracion. Los volumenes utilizados son 25, 50 y 75 ul,
y los caudales 25 y 2,5 ul/s. Los calibrados han sido efectuados en dos dias consecutivos.
Por esta razén, las alturas de pico obtenidas en los dos caudales son diferentes debido a que
se produce degradacion de las soluciones no siendo atribuibles las diferencias a un efecto
de la dispersion. Si se comparan las parejas de graficas correspondientes al mismo
volumen pero distinto caudal (A con D; B con E y C con F), se observa un aumento de la
dispersion efectiva evidente por la anchura del pico. También se observa en todos los casos
gue a menor volumen mayor es la dispersion ya que tanto las alturas de pico como las
anchuras disminuyen proporcionalmente.
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Figura 7.31 Ajuste lineal para todos las condiciones estudiadas excepto el caudal de 2,5 ul/s con el
volumen mayor (75 pl).
Se puede observar que la tendencia general de respuesta es lineal respecto a la
concentracion en todas las condiciones estudiadas salvo para el volumen mayor y el menor
caudal (figura 7.31). En este caso, se obtiene un desvio de la linealidad debido al mayor
volumen aspirado que provoca una disminucion de la dispersion efectiva para todas las
concentraciones.
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7.4.3 Determinacién del volumen atil

Con el objetivo de determinar el volumen util del microchip utilizado, se realizd una
experiencia gque ha consistié en estimar el tiempo que tardaba una solucion de colorante en
llegar desde cada uno de los canales de entrada hasta el detector Optico. La solucion
colorante utilizada es una disolucién de rojo de fenol 5,65-10°M en medio béasico. La
determinacidn se realiz6 por triplicado a tres caudales distintos: 1,25ul/s, 1,66ul/s y 2,083
ul/s, para cada uno de los tres canales del microchip (figura 7.22). De este modo se pudo
verificar que no existian diferencias significativas en el calculo del volumen en funcion del
caudal pero si l6gicamente en funcion de la distancia, es decir del canal de aspiracion.

Los programas utilizados en la operativa del sistema para la determinacion del volumen
fueron diferentes en funcion del caudal y del canal ensayado. En la figura 7.32 se muestra
un esquema del microchip donde se sefiala con detalle cada uno de los segmentos (canales)
del tubo para los que se ha determinado el volumen.

6t c2 3 c4 ¢t c2 3 4 ¢t c2 3 c4
A B c
—1
L L L
L . L . L .
L ) L ) L )

Figura 7.32 Canales del microchip utilizados: (a) canal 2, (b) canal 3 y (c) canal 4.

En la tabla 7.3 se resumen los procedimientos analiticos base utilizados, uno para caudales
menores (1,25 y 1,66ul/s), y otro para el caudal superior. Las Unicas diferencias estriban en
el puerto desde el que se ha procedio a realizar la aspiracion de colorante y el tiempo de
aspiracion, superior a caudales bajos. Los estudios se han realizado con la jeringa de menor
volumen ya que permite trabajar con caudales méas pequefios.

Tabla 7.3 Procedimientos analiticos utilizados en funcidn del caudal y el canal de aspiracion.

Caudal (pl/s) Volumen Volumen Volumen Objetivo
canal 2(C2) canal 3 (C3) canal 4 (C4)
30saspaguaC4 30saspaguaC4  30saspaguaC3 establecer LB

1,25; 1,66

120 s asp col C2
150 s impulsién

120 s asp col C3
150 s impulsion

120 s asp col C4
150 s impulsion

escaldn respuesta
vaciado jeringa

2,083

30 s asp agua C4
70 s asp col C2
100 s impulsion

30 s asp agua C4
70 s asp col C3
100 s impulsion

30s asp agua C3
70 s asp col C4
100 s impulsién

establecer LB
escaldn respuesta
vaciado jeringa
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A titulo de ejemplo en la figura 7.33 se muestra un registro de los escalones obtenidos para
el calculo del volumen util del microchip. La determinacion del volumen entre el puerto 3
y el detector (canal 3) es el mas importante, ya que este segmento de tubo se utilizara como
reactor tanto en los estudios sin reaccion quimica (estableciendo el modelo de respuesta)
como en los que existe reaccion. El procedimiento experimental consistido en establecer el
tiempo que tarda en llegar hasta el detector el primer segmento aspirado de colorante. En la
figura 7.33 se han representado todas las experiencias realizadas. Se puede observar que la
repetitividad del sistema es buena porque se obtiene siempre la misma respuesta al repetir
la experiencia para un caudal determinado.
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Figura 7.33 Estimacién del volumen atil entre el puerto 3 y el detector (canal 3). Escalones obtenidos
mediante la aspiracion de colorante a los tres caudales.

En la tabla 7.4 se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los canales en
funcién del caudal. Se puede comprobar que los volimenes estimados desde el puerto 4
(canal 4) y desde el puerto 3 (canal 3) son muy parecidos. Esto es debido a la diferencia de
longitud tan pequefia que existe entre los dos canales (7,75 mm) y al modo en como se ha
realizado la experiencia. En la primera secuencia del programa siempre se llena todo el
microchip de agua y en la segunda se aspira, durante un tiempo suficiente, el colorante
hasta que todo el canal esta lleno de éste y llega al detector dando la sefial. Cuando se
determina el volumen del canal 4, se llena previamente de agua el microchip desde el canal
3, entonces la distancia desde el puerto 4 hasta el puerto 3 esta llena de colorante antes de
comenzar a aspirar y realizar la medida (ver figura 7.32). Como resultado los tiempos
obtenidos son casi iguales. Esto no supone un problema ya que el volumen que es
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necesario conocer es el volumen del canal 3. Como se ha comentado antes éste sera el
volumen de reactor utilizado y modelizado posteriormente.

El volumen datil para cada canal ha sido calculado como el valor medio de 9
determinaciones, tres a cada caudal. Se ha aplicado el criterio Q, para verificar la no
existencia de valores anomalos [Miller & Miller, 1993], no encontrandose diferencias
significativas entre los tiempos obtenidos para un mismo caudal. El error en la
determinacion ha sido calculado como 1,.1°°%.

Tabla 7.4 Determinacion del volumen util del reactor utilizado para cada uno de los canales.

Caudal (pl/s) Canal 2 (ul) Canal 3 (ul) Canal 4 (ul)

14,0603 23,9545 18,4866

2,083 13,8853 21,7465 18,7470
14,4508 22,2173 19,2678

14,0603 24,7141 18,8825

1,66 13,8853 23,6085 20,8413
14,4508 21,7875 18,8825

14,3856 23,3325 19,6875

1,25 14,3856 24,3750 19,4438
14,7541 23,7500 20,3125

Volumen atil (ul) 14,3+0,2 23,3+0,8 19,4+0,6

7.5 Modelizacion del sistema microfluidico

Existen en la literatura [DeLon et al., 1992; Kolev, 1995; van Akker et al., 1998; Buhler et
al., 2001] numerosos ejemplos de modelizacion de sistemas de analisis en flujo sin o con
reaccion quimica [Montesinos et al., 1991]. No obstante, sus resultados no son
directamente aplicables a los sistemas miniaturizados diseflados en esta tesis. Las
caracteristicas hidrodinamicas de las conducciones en un microchip, rectangulares, difieren
sensiblemente de las que existen en los tubos cilindricos utilizados habitualmente en los
sistemas de andlisis en flujo convencionales [Culbertson et al., 2002]. Ademas se han de
considerar dos factores adicionales, primero el hecho de que el volumen tanto de muestra
como de reactivo, es decenas de microlitros y, segundo, que las conducciones son
tortuosas, con angulos de 90° o 180° lo que modifica sensiblemente el grado de mezcla y
las caracteristicas del flujo.

En un sistema de flujo basado en la técnica FIA, la muestra es transportada a través del
sistema desde el punto de insercién hasta el detector. Durante el transporte, la muestra se
mezcla fisicamente con el portador y también puede existir interaccion quimica
dependiendo de la composicion de la disolucién portadora [Horvai y Pungor, 1986].
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El intervalo de caudales utilizado habitualmente en los sistemas FIA aseguran la existencia
de un régimen laminar. La diferencia basica entre el flujo laminar y turbulento esté en el
grado de mezcla final. En el caso del flujo turbulento, el bolo de muestra insertado es
transportado sin practicamente mezcla con su portador. Por el contrario, cuando el flujo es
laminar, la muestra y el portador interpenetran mutuamente por efecto del gradiente de
concentraciones y, consecuentemente, se da el fenémeno de la dispersion.

Inicialmente se ha intentado la modelizacion del sistema de flujo en las condiciones mas
sencillas posibles, es decir, flujo no segmentado sin reaccion quimica. Para la
caracterizacion inicial del sistema se han utilizado los datos obtenidos del sistema
microfluidico utilizando como portador agua desionizada y, como muestra, el colorante
azodico formado en la reaccion del ion nitrito con sulfanilamida y diclorohidrato de NED.
Esta es la reaccion que se pretende utilizar en la aplicacion final del microchip.

Si se considera el sistema de flujo mas simple, es decir una conduccién recta en la que se
inserta un bolo de muestra (figura 7.34), y se consideran los dos tipos de régimen posible,
se tendra que en el caso de un flujo turbulento, la muestra se desplazara sometida a un
perfil de velocidades plano. En estas condiciones se producird un ensanchamiento de la
zona de tubo ocupada por la muestra debido a la difusién axial (en la direccion radial la
concentracion se puede considerar constante). En el caso de un sistema con flujo laminar
(figura 7.34) el bolo sera deformado por efecto del perfil de velocidades y, aparecera la
difusion molecular debida al gradiente de concentraciones radial que se forma.

perfil de insercién perfil
velocidad de la muestra del soluto
>
flujo >
turbulento ‘:
>
>
direccién del flujo
flujo — Lo
laminar > T A
f W
1=0 t

Figura 7.34 Perfil de velocidad y evolucion de una insercién de muestra para un flujo turbulento y laminar.

En el caso de sistemas de flujo en microchip, los perfiles de velocidad son siempre
laminares con Reynolds muy bajos. Los valores de Re, calculados con la ecuacion 7.1, a
partir de los datos de los experimentos realizados para la modelizacion estan comprendidos
entre 2 y 4, habria que exceptuar las pruebas a mayor caudal en que el Reynolds ha sido de
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9,5. Con estos valores de Re, el perfil de velocidades del sistema utilizado tendra la forma
de la figura 7.1.

Para un reactor tubular lineal con flujo laminar, si se considera, como fendmenos de
transporte, difusion y conveccidn, la ecuacion que describe el proceso es:

2
(jj_ct: + (U/L)g_f = (Dm szi(_g ecuacion 7.6

donde, C es la concentracion de muestra (M), t es el tiempo (s), u es la velocidad lineal en
la direccion del flujo (cm/s), L es la longitud total de la conduccién (cm), X’ es la distancia
axial dividida por la longitud total (adimensional) y Dy es el coeficiente de difusion
molecular (cm?/s).
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Figura 7.35 Regiones de validez de las diferentes soluciones a la ecuacion difusién-conveccion
propuestas por diferentes autores para sistemas de inyeccion en flujo, representadas en funcion del
ntmero de Peclet (Pe) y del tiempo adimensional t [Hull et al., 1992].

Varios autores han propuesto diferentes soluciones para la ecuacion 7.6. Taylor [1953]
propuso soluciones a situaciones correspondientes a los dos extremos del grafico (figura
7.35) en funcion del Peclet, nimero adimensional que indica la relacion entre el transporte
convectivo y la difusién, y del tiempo adimensional t=Dyt/a?. En un extremo se asume que
el tiempo de transporte es minimo. Consecuentemente, la contribucién de la difusion
molecular a la dispersion de la muestra es despreciable y la conveccion es el efecto
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dominante. En el otro extremo, donde la difusion molecular es el efecto dominante, Aris
[1956] propuso una modificacion de la aproximacion de Taylor considerando un
incremento sustancial de la mezcla radial por difusion. Gill y Ananthakrishnan [1968] y
Bate et al. [1973] aproximan la solucion en una zona comprendida entre flujo laminar y
difusion molecular. De cualquier forma, como se puede observar en la figura 7.35, la zona
normal de trabajo de los sistemas por inyeccion en flujo esta fuera de las zonas en las que
se dispone de una solucion matematica concreta.

Para el caso B propuesto por Taylor (tiempo adimensional elevado) y siendo la difusion el
fendmeno de transporte dominante, la solucion matematica a un escalon creciente es:

e
Cn =Solyterf ( uL J (t=te) ecuacion 7.7
2 4D, ) (t-t,)"

Para estimar la respuesta a un pulso se consideran dos escalones, uno positivo y uno
negativo, obteniéndose:

% % :
C. — %o Jorf [ u, J (t=ta) —erf ( ul, J (t-t:) ecuacion 7.8
2 4D|_1 (t-tR)% 4D,_2 (t-tR')%

donde, u es la velocidad media en la conduccion (Q./A); L la longitud de la conduccién; tr
es el tiempo de inyeccion (Q/Vin); tr el tiempo de residencia (L/u); tr’ es el tiempo para el
segundo frente (tr+t); se consideran dos difusiones axiales diferentes (por delante y por
detras) D1 y Dio; L1y L, son las longitudes hasta cada uno de los frentes (L,=L1- Utg).

Para los casos en que la difusion sea despreciable y en el sistema tenga lugar una
combinacion de los procesos de mezcla, la forma de resolverlo es considerar la conduccién
del microchip como una combinacion de reactores ideales. En concreto, como si fuera uno
0 varios reactores continuos de tanque agitado (RCTA) y un reactor de flujo piston (RFP)
sin dispersion. Para el modelo de un RCTA se realiza el balance de materia y una vez
integrado para este caso se obtiene:

—gt V
C=C,|1-¢eV O<t<6s ecuacion 7.9

Vs —gt V
C=C,leV -1V t> 65 ecuacion 7.10
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donde, C(t) es la concentracion en el detector para un tiempo t, C, es la concentracion de la
muestra insertada, Q es el caudal del sistema, V es el volumen del reactor, Vs es el
volumen de la muestra insertada.

Para el caso de un RFP sin dispersion el sistema se comporta como un retraso perfecto de
la sefial, es decir:

C(t+7)=C,(1) t>0 ecuacion 7.11

7.5.1 Estudio experimental

7.5.1.1 Preparacion del colorante azoico

Como se ha comentado anteriormente, en las experiencias realizadas se ha utilizado una
solucion del colorante azoico obtenido mediante la reaccion de ion nitrito con
sulfanilamida y diclorhidrato de NED. Se ha utilizado esta solucién para que no existan
diferencias atribuibles al uso de otro colorante cuando se realicen posteriormente los
estudios con reaccion quimica.

Se ha realizado un estudio previo para establecer la composicién de esta solucion. El
estudio ha consistido en obtener el colorante azoico mediante reaccion en discontinuo de
20 ml de solucién patrén de ion nitrito de 100 ppm a la que se ha afadido distintos
volimenes de reactivo y después se ha enrasado hasta 100 ml, con agua desionizada. El
intervalo de volimenes de reactivo estudiado ha estado comprendido entre 1-50 ml. Se ha
obtenido saturacién de la respuesta, por tanto exceso de reactivo, a partir de 10 ml.
Finalmente, se ha establecido como idénea una solucion patrén madre de colorante azoico
obtenida con 20 ml de solucién patrén de 100 ppm y 10 ml de reactivo. Esta solucién
madre corresponde al producto obtenido para una concentracion de ion nitrito de 20 ppm.
En todo el estudio se han utilizado soluciones patron obtenidas por dilucion sucesiva a
partir de una solucién madre de esta concentracion.

Inicialmente, con el objeto de definir si la respuesta del sistema es lineal para
concentraciones comprendidas entre 0-20 ppm se ha realizado un calibrado utilizando
patrones preparados por dilucion a partir de la solucion madre de colorante azoico descrita
anteriormente.

El procedimiento analitico utilizado ha sido la aspiraciéon por el canal 3 durante 20 s del
patron correspondiente y la aspiracion posterior por el canal 4 durante 60 s de agua, a un
caudal de 25 pl/s. En la figura 7.36 se muestra los resultados obtenidos en funcién de la
concentracion por triplicado (a) y la correlacion obtenida (b).
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Figura 7.36 Calibrado previo para soluciones patron de ion nitrito (colorante azoico), con reaccién en
discontinuo. Las condiciones de operacion han sido caudal 25 ul/s y volumen aspirado 500 ul. (a)

Respuesta obtenida y (b) recta de regresion, H(UA)=0,003(+0,012) + 0,017(+0,001) [NOZ-] (ppm).

Una vez verificada la linealidad de la respuesta en funcion de la concentraciéon se ha
decidido trabajar en el estudio de modelizacion con las soluciones de 20 y 10 ppm. La
respuesta obtenida es lo suficientemente significativa como para que con volimenes de
aspiracion pequefios se obtenga sefial. A continuacion se detallan los experimentos y
resultados obtenidos para ajustar el modelo.

7.5.1.2 Determinacion de Cq

El procedimiento general utilizado en todos los estudios ha sido la aspiracion de colorante
azoico por el canal 3 y la aspiracion posterior de agua desionizada por el canal 4. Los
tiempos de aspiracion son funcién del caudal y el volumen necesarios para cada caso. En la
estimacion del valor de Cy, para cada concentracion se aspird durante 30 segundos
colorante. En la tabla 7.5 se recoge de un modo generalizado el procedimiento seguido. No
obstante, cabe recordar que cada una de las condiciones estudiadas requiere un
procedimiento especifico.

El primer estudio realizado ha sido la determinacion del valor Cy para poder calcular, en
todos los casos, el valor de la absorbancia normalizada. EIl procedimiento ha consistido en
realizar escalones crecientes y decrecientes para los cuatro caudales y las dos
concentraciones analizadas. En la figura 7.37 se muestran lo resultados obtenidos.
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Tabla 7.5 Procedimientos generales definidos en el programa de gestién para el estudio de modelizacion.

Estudio Procedimiento Objetivo
10 s aspiracién agua C4 establecer LB
Co/DTR 30 s aspiracion patron C3 escalon de subida
4 caudales 30 s aspiracion agua C4 escaldn de bajada
70 s impulsién vaciado jeringa
~ 10 s aspiracién agua por C4 establecer LB
Sefiales . Lo g L )
t; variable aspiracion patron C3  aspiracion patron
4 caudales, R . .
. t, aspiracion agua por C4 bajada del pico
4 volumenes . g . -
10 s + t; + t, impulsion vaciado jeringa

Puede observarse que el valor de absorbancia maximo para una concentracién dada es
independiente del caudal. La Unica variacion significativa es el tiempo de subida y bajada
que coincide, en funcion del caudal, para las dos concentraciones.

0,5
— Q=25 pl/s, 20 ppm
i Q = 16,6 pl/s, 20 ppm
Q =6,25 pul/s, 20 ppm
0.4 7 —— Q=4,16 pl/s, 20 ppm
€ i —— Q=25 pl/s, 10ppm
5 Q = 16,6 pl/s, 10ppm
S 03 - Q = 6,25 pl/s, 10ppm
Il — Q=4,16 pl/s, 10ppm
= i
3
[&]
S 02 -
O
S
g i
<
0,1 +
0,0 —
| | | | |
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (s)

Figura 7.37 Determinacion experimental de C, para 10 ppmy 20 ppm a los cuatro caudales.

Los valores obtenidos de Cy para cada concentracion son los que se utilizaran en todas las
normalizaciones posteriores. De este modo, la respuesta normalizada sera independiente de
la concentracién. La normalizacion de los valores se realiza dividiendo la respuesta
obtenida por el valor de Cy correspondiente. Los valores obtenidos son, Co (10 ppm) =
0,1685+0,0009 y Cy (20 ppm) = 0,339+0,003.

El siguiente paso para estudiar la respuesta del sistema, ha sido realizar un estudio de
distribucion de tiempo de residencia (DTR). Se han realizado escalones positivos y
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negativos para los diferentes caudales (tabla 7.7), cuatro escalones agua/patrén y cuatro
escalones patron/agua para las dos concentraciones de colorante. Este mismo estudio
servird para la determinacion de la difusion del sistema. En las figuras 7.38 y 7.39 se
presenta el resultado normalizado (C/Cy) para las dos concentraciones.

1,2
1,0 - Q4
0,8 —
S 06 Q1= 4,16 plls
| Q3 Q2=6,25 ul/s
Q3= 16,6 ul/s
0,4 Q4= 25,0 wlfs
| C, =10 ppm
0,2
0,0 T T T T ]
0 5 10 15 20 25 30

tiempo (s)

Figura 7.38 Valores normalizados para las DTR en funcion del caudal para 10 ppm.

1,2
1,0 = Q4 . v .
- Q4
0,8
8 0,6 - Q1= 4,16 ul/s
. Q2=6,25 plfs
Q3 Q3= 16,6 plfs
04 Q4= 25,0 plfs
1 C, =20 ppm
02
0,0 T T — T T T
0 5 10 15 20 25 30

tiempo (s)

Figura 7.39 Valores normalizados para las DTR en funcion del caudal para 20 ppm.
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Superponiendo las dos figuras se puede observar que, en los dos casos estudiados, las
respuestas normalizadas son similares lo que confirma que la sefial normalizada es
independiente de la concentracidn. Esto es evidente tanto para el escalon de subida como
para el de bajada.

7.5.1.3 Determinacion de la difusividad

Si se considera que la dispersion de la muestra es debida a la difusion axial, la
determinacion de la difusion segin Levenspiel [1979] ha de seguir el siguiente
procedimiento: primero, integrar la respuesta obtenida para cada uno de los escalones
normalizados segun la ecuacion 7.12, posteriormente calcular, con la ecuacion 7.13, el
ntmero de Peclet y, por ultimo, se calcula la difusividad con la ecuacién 7.14. En este caso
se ha calculado que el area de paso por el microcanal es 0,14 mm? (anchura media 700pum
y profundidad 200 um) y la longitud de canal de 16,64 cm, calculada como volumen total
del reactor divido por la seccion de paso.

2

i _[Oltde

1 2
Utdc)
0
_ 1+ N1+ 802

2
(o3

ecuacion 7.12

Pe ecuacion 7.13

uL
" Pe
A partir de los resultados mostrados en las figuras 7.38 y 7.39 y siguiendo el
procedimiento descrito, se ha calculado el nimero de Peclet y la difusividad para los dos
frentes que se presentan en la tabla 7.6 para todas las condiciones estudiadas.

D ecuacion 7.14

Tabla 7.6 Difusividades experimentales para las 16 condiciones estudiadas.

Co =10 ppm Co =20 ppm Co =10 ppm Co =20 ppm

u Q Pe, D, Pe, D, Pe, D, Pe, D,
(cm/s)  (ulfs) (cm?/s) (cm?/s) (cm?/s) (cm?/s)
2,97 4,16 | 0,3016 164 1 0,3033 163 | 0,4515 1101 0,4523 109
4,46 6,25 | 0,250 2971 0,249 2981 0,4831 154 10,4872 152

11,86 16,6 | 0,182 1089 | 0,1681 1174 | 0,5185 381 0,5182 381
17,86 25,0 | 0,1496 1987 | 0,1397 2128 ] 0,5312 560 | 0,5297 561

Con el objetivo de realizar la modelizacion del sistema sin reaccion quimica, se ha
efectuado un disefio de experimentos, donde se han considerado como factores: el caudal,
el volumen de patron aspirado y la concentracion introducida. En la tabla 7.7 se presentan
los diferentes experimentos realizados (32 condiciones por triplicado).
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Tabla 7.7 Experimentos realizados por triplicado para estudiar la respuesta del microchip.

Volumen (ul) Caudal (ul/s) Concentracion (ppm)
15,0 4,166 10
30,0 6,25 20
45,0 16,6
60,0 25,0

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para la menor concentracion
analizada. Se han omitido las replicas para mostrar mejor el tipo de respuesta obtenida. Los
resultados se han agrupado de dos modos distintos. En la figura 7.40, se muestran las
respuestas en funcion del volumen, manteniendo constante el caudal y, en la figura 7.41 las
respuestas en funcién del caudal manteniendo constante el volumen.

1,0 1,0
0,8 1 0,8 -
0,6 0,6
oy o
o o
04 0,4
0,2 1 0,2 -
0,0 0,0
12 0
tiempo (s) tiempo (s)
(@) (b)
1,0 1,0
—— v, =154
V,=30ul
0,8 V, =45 ul 0,8 -
— V,=60pl
0,6 0,6 -
J o
o o
0,4 + 0,4
0,2 0,2
0,0 : : 3 : : 0,0
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
tiempo (s) tiempo (s)

() (d)

Figura 7.40 Respuestas de absorbancia normalizadas [NO,] de 10 ppm, obtenidas para caudal constante y
volumen de aspiracion variable. (a) Caudal 25 pl/s, (b) caudal 16,6 pl/s, (c) caudal 6,25 ul/s y (d) caudal 4,16
ul/s.
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En la figura 7.40 se muestra la influencia del volumen aspirado en la respuesta del sistema
a distintos caudales. Los volumenes aspirados para los diferentes caudales son los mismos.
Las figuras (a) y (b) corresponden a los mayores caudales y las figuras (c) y (d) a menores.
Si se comparan caudales grandes y pequefios por separado, se puede apreciar que la
dispersion aumenta al disminuir el caudal. Ademas en todos los casos, los picos se
ensanchan comparativamente respecto al caudal superior. Se observa también una ligera
disminucion de la altura de pico en funcién del caudal que es més evidente a caudales altos
(a, b) y volumenes bajos (15 y 45 pnl).

10

0,8

— Q,=25ulis
Q,=16,6 plfs
Q,=6,25 plfs

—— Q,=416plis

40

0,6 +
Qo
(3]
0,4
0,2 —
0,0 1 T T T
0 10 20 30
tiempo (s)
(@)
1,0
—— Q,=25ulls
Q,=16,6 ulis
0,8 1 Q=625 ulfs
—— Q=416 plls
0,6 +
L\)O
[S]
0,4
0,2 +
0,0 —+

tiempo (s)

©

cic,

cic,

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

1,0

0,8

0,6

—— Q,=25ulis
Q,=16,6 plfs
Q,=6,25 lfs

—— Q=416 ulis

20 30 40
tiempo (s)
(b)
—— Q,=25ulis
Q,=16,6 ulis
Q,=6,25 ulis
— Q,=4,16 pl/s

40

tiempo (s)

(d)

Figura 7.41 Respuestas de absorbancia normalizadas para [NO,] de 10 ppm, obtenidas a volumen constante
y caudal de aspiracion variable. (a) Volumen 60 pl, (b) volumen 45 ul, (c) volumen 30 ul y (d) volumen

15 ul.
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En la figura 7.41 se puede evaluar, de un modo cualitativo, la influencia en la sefial del
volumen aspirado a caudal constante. Cuanto mayor es el volumen aspirado mayor es la
altura de pico y también su amplitud. Se observa también que el tiempo de salida del pico
estd relacionado directamente con el caudal y coincide para todos los volimenes en
funcién de éste.

Con los datos obtenidos y utilizando la funcion de error de la ecuacién 7.6 se puede
realizar la prediccion de la respuesta frente al tiempo (figura 7.42). Se observa, no
obstante, que la respuesta del modelo no describe el comportamiento de los picos reales,
los picos modelados predicen un comportamiento “gaussiano” que no se asemeja al
comportamiento real.

1,0
| V=15 pl
0,8 - V=30 ul
V3= 45 yl
V4=60 ul
0,6
o l
) C, =10 ppm
0.4 - Q=6,25 ulis
0,2
0,0
0 30 40

tiempo (s)

Figura 7.42 Ajuste con funciones de error calculado con las difusividades estimadas a partir de los resultados
experimentales obtenidos en cada una de las condiciones estudiadas.

Observando el tipo de respuesta experimnetal, un retraso al inicio del pico y un pico
puntiagudo se puede pensar que el comportamiento seria una camara de mezcla (RCTA)
con un retraso (RFP). Para poder realizar este tipo de ajuste es necesario estimar el grado
de contribucion de cada reactor, el tiempo de residencia y de retraso en la salida de la
respuesta. Para modelizar el sistema se considerara que el volumen del sistema esta
repartido en dos reactores un RCTA o camara de mezcla completa y un RFP ideal que
equivale a un retraso en la salida. La introduccién de una muestra es considerada como un
pulso de volumen conocido.
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C(1)=36,79% C,

>

tiempo Tlo og tiempo
Figura 7.43 Respuesta a un escalén positivo (a) y negativo (b) en la entrada de un RCTA.

La respuesta de un RCTA a un escaldn positivo (figura 7.43a) es:

t
_C () =]l-e-° T = ! ecuacion 7.15
C, Q
La respuesta de un RCTA a un escaldn negativo (figura 7.43b) es:
c@ % y
7/ _par° r=— ecuacion 7.16
C, Q

La respuesta a un pulso (figura 7.44 A) es la combinacion de un escalon positivo y otro
negativo (figura 7.44 B), la solucién matematica esta descrita en las ecuaciones 7.9 y 7.10.
Finalmente, en la figura 7.44 C se observa la respuesta considerando un retraso atribuido al
reactor de flujo piston (ecuacién 7.11).

A 3 A

'
» ' >

T:IO ﬁemp'o -r:IO ﬂempa TLO'r:ItM ﬁempg

Figura 7.44 Pulso (A), respuesta de un RCTA (B) y respuesta de una combinacion de RCTA'y

RFP “retraso ty,” combinados.
El tiempo de residencia t se puede calcular tanto para el escalén de subida como para el de
bajada. Cuando se considera la subida, t corresponde a una variacion en la sefial inicial del
63,21%. Por tanto, graficamente puede calcularse como el tiempo en que la respuesta llega
a este valor. Como se esta trabajando con absorbancias normalizadas, el valor de t se
obtendra para cada caudal como el tiempo en que el escalén asume un valor de 0,6321. El
tiempo muerto (tm) se calcula también graficamente como el tiempo que transcurre desde
que comienza el pulso (tp) hasta que C/Cy es mayor que cero. Se han estimado los valores
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1Y tm para ambas concentraciones obteniéndose los mismos valores. A titulo de ejemplo
en la figura 7.45 se muestra sefializada la linea de corte donde el valor de C/Cy = 0,63 y el
valor del ty para el caudal mayor. Se han incluido las figuras para las dos concentraciones.

1,2 ‘ 1,2 t
| M‘
1,0 1,0 - Q4
0,8 0,8
(e o
O 06 A N A C 06 T/ / T T T T T~
© Q1=4,16 ulis © | 1 Q1=4,16 pl/s
Q2=6,25 plfs \ Q2=6,25 plfs
0,4 Q3=16,6 plis 0,4 | Q3=16,6 ul/s
Q4=25,0 ulis 1 o/l Q4=25,0 plis
= | C,=20
02 - C, =10 ppm 02 - Qf 0 ppm
Q1 i ‘,
0,0 T ' 00 =TT 7
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (s) tiempo (s)
(a) (b)

Figura 7.45 Estimacion de t para las dos concentraciones en todas las condiciones estudiadas. (a) 10 ppm y
(b) 20 ppm.

En la tabla 7.8 se detallan los resultados obtenidos en la estimacion de t y ty para el
escaldn de subida para las dos concentraciones y todos los caudales. Con el valor de Ty tu
puede calcularse el volumen de cada uno de los reactores y, a partir de estos, calcular la
contribucion de cada uno de ellos.

Tabla 7.8 Resultados de tyy t, para la estimacion del modelo.

Co =10 ppm Co =20 ppm Co=10ppm | Cy=20 ppm

Q (ul/s) tm (S) Vee | tu(S) Ve | T(s) Vreta | T(8) Vrera
Q1 4,16 |5,12 21,3 15,12 21,3 | 4,98 20,7 | 4,98 20,7
Q2 6,25 | 3,6 22513,6 22,5 3,18 19,9 | 3,02 18,9
Q3 16,6 | 2,05 34,01 1,85 30,7 | 1,32 21,9 1,28 21,2
Q4 25,0 | 1,07 26,8 | 1,07 26,8 | 1,07 26,8 | 0,95 23,8
media 26,15 25,32 22,35 21,15
media Q1 Q2 21,9 21.9 20,3 19,8

Considerando que, en el caso de los caudales altos, el error por la imprecision en la lectura
de la gréfica es elevado, se han utilizado los datos de la media de las dos concentraciones
para los dos caudales bajos. Por tanto, el volumen medio obtenido para el RCTA es de
20,15 ul y el de FP 21,9 ul. El volumen total del microsistema calculado por el modelo es
de 42,05 ul considerando el microchip y el efecto de las conexiones.
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Finalmente, el modelo propuesto de una combinacion de RCTA y un RFP, ecuaciones 7.9
7.10 y 7.11, se ha utilizado para describir la respuesta del sistema en las diferentes
condiciones estudiadas. A continuacion y para verificar las predicciones del modelo, se
detallan, de un modo resumido, los resultados obtenidos con el ajuste realizado.

En la figura 7.46 se muestran los resultados normalizados obtenidos para un volumen
grande, un pulso de 188 ul de 10 y 20 ppm de ion nitrito. Los valores de absorbancia estan
normalizados para ambas concentraciones y por lo tanto coinciden. La linea discontinua en
rojo corresponde al modelo propuesto. Se puede comprobar que el modelo se ajusta
perfectamente en las 8 determinaciones.

1,2

Q,= 4,16 ul/s
Q,= 6,25 ul/s
Q,= 16,6 l/s
Q,= 25,0 pl/s

C, =10 ppm
C, =20 ppm

cic,
o
(o]
|

V =188 pl

75 90

tiempo (s)

Figura 7.46 Ajuste del modelo para una DTR de las dos concentraciones a todos los caudales
estudiados para un volumen de 188 pl.
En la figura 7.47 se muestra el efecto del volumen de inyeccidn para una concentracién de
10 ppm a un caudal de 6,25 pl/s. Se puede observar que el modelo predice exactamente el
comportamiento del microsistema en funcion del volumen. La prediccion de la subida del
pico es perfecta y sélo se produce ligero desajuste en la cola del pico aunque no es
significativo.
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1,0
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V3= 45 yl
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0,6 -
S Cp=10
=~ 1 = m
S 0 pp
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0,0
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Figura 7.47 Efecto del volumen para la concentracion de 10 ppm a caudal constante de 6,25 pl/s.
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Figura 7.48 Efecto de la concentracién a volumen variable y caudal constante de 4,16 ul/s.
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En la figura 7.48 se muestra la influencia de la concentracién en la respuesta. En este caso,
el caudal es el menor de todos los estudiados. Se puede observar que la respuesta obtenida
es independiente de la concentracion ya que los valores obtenidos de C/Cy coinciden en
ambas concentraciones. Consecuentemente, el fendmeno de transporte de materia principal
en el microsistema es la dispersion, pudiéndose considerar despreciable la difusion.

En la figura 7.49 se ha valido el modelo propuesto para describir la influencia del caudal
en la respuesta. Se ha considerado Unicamente uno de los volumenes estudiados, 30 ul, y
se ha estudiado la respuesta obtenida en funcion del caudal. Se puede observar que, en este
caso, el modelo se ajusta bien salvo la forma de la cola del pico.

1,0
08 Qo= 6,25 pl/s
| Q3= 16,6 pl/s
i ll | Q4= 25,0 ul/s
0,6 — \
9‘3 | \ Cp = 10 ppm
o \ V =30 ul
0.4 \
0,2 \ N\
\\ \\\
1 \\ \\\
N S o
0,0 A e — — | |
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (s)

Figura 7.49 Efecto del caudal para un volumen constante de 30 ul y una concentracion de 10 ppm.

Se puede concluir que el modelo descrito permite ajustar y predecir perfectamente la
respuesta obtenida en las distintas condiciones experimentales estudiadas. En estudios
posteriores, que ya no son objeto de esta tesis, se modelizara la respuesta obtenida cuando
la reaccion quimica se realiza en modo continuo en el microchip.

7.6 Estudio de la reaccién en linea en el microchip

El objetivo principal de esta parte de la tesis es el estudio de la respuesta del sistema
cuando existe reaccion quimica utilizando la reacciébn modelo de ion nitrito. Se ha
estudiado la influencia del caudal, el volumen aspirado y la relacién de muestra/reactivo en
la sefial aprovechado la posibilidad de conmutacion de las valvulas.
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Como se ha descrito en el apartado anterior, el modelo ajustado se corresponde con el
comportamiento de un RCTA con retraso, por tanto se comporta como un reactor ideal y se
puede predecir que el comportamiento en los estudios con reaccion quimica sera el mismo
y se conseguira el grado de mezcla necesario. Con el objeto de favorecer el grado de
reaccion se ha optado por aprovechar la posibilidad de oscilacion de las valvulas a una
frecuencia alta. En la figura 7.50 se muestra un esquema del efecto de la conmutacion en la
secuencia aspirada de patron y reactivo. Si la aspiracién se hace conmutada se consigue
una interpenetracion mayor de todos los segmentos en que se divide un mismo volumen y
por tanto se mejorara el nivel de respuesta. Se ha detallado la evolucion de los frentes de
reaccion desde el momento de la aspiracion conmutada hasta el momento de la deteccion.
La reaccidn esta favorecida por el gradiente de concentracion y la propia difusion debida al
desplazamiento de la secuencia.

tnsercion [ [[[[I NI HAANM TLETRERRNRNNNL
MMWAA

MM

Tiempo de mezcla y reaccion

1T

Deteccidn

Sentido del flujo en el canal del microchip

>

Figura 7.50 Resultado de la conmutacion de las valvulas de entrada de reactivo y muestra a el microchip.
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La optimizacion se ha divido en dos partes, la primera ha consistido en la definicion de las
variables susceptibles de optimizacién y la segunda en el estudio concreto de estas
variables. EI microchip utilizado en este apartado es idéntico al utilizado en el estudio
anterior e incorpora cuatro canales y una celda de deteccion. EI modo de operacion ha sido
similar pero en este caso se ha utilizado como portador el mismo reactivo aspirado a través
del canal 4 mediante la apertura de la valvula 5. El patron ha sido aspirado por el canal 3
mediante la apertura de la valvula 4. Se ha optado por esta configuracion mas sencilla para
utilizar el mismo microchip que en los estudios previos.

Inicialmente se ha determinado la frecuencia de oscilacion minima de las valvulas. Este
estudio se ha realizado mediante aspiracién de durante 20 s de de una solucion de colorante
azoico correspondiente a una solucion de 10 ppm de ion nitrito a un caudal de 4,166 pl/s.
Las relaciones de muestra/reactivo estudiadas han sido: 500/500, 200/200, 150/150 y
100/100 ms. Se ha verificado que tiempos de oscilacion menores de 150 ms no son
repetitivos y, por tanto, serd éste el tiempo minimo de oscilacion estudiado.

Una vez definido el tiempo minimo de oscilacién de las valvulas, las variables a optimizar
éstas son el tiempo de aspiracion, el tiempo de conmutacion y el caudal. EI volumen util
del microreactor esta fijado por el microchip seleccionado y es un variable que se ha
mantenido constante en esta aplicacion.

7.6.1 Estudio de variables

En primer lugar se realiz6 un calibrado en linea orientativo para verificar que el grado de
conmutacion de las valvulas es idoneo para obtener un buen grado de mezcla y reaccion y,
determinar el tipo de respuesta obtenido. Las condiciones de operacién se muestran
resumidas en la tabla 7.9, donde también se detalla el objetivo de cada una de las
secuencias parciales. El caudal de operacion ha sido de 4,16 ul/s. Siempre se ha trabajado
en modo aspiracion desde el puerto 1 del microchip.

Tabla 7.9 Condiciones utilizadas para el primer calibrado en linea.

Secuencia del procedimiento Objetivo

12 secuencia: 10s aspiracion de reactivo por el C4 con estabilizacion linea base
V5 abierta

2% secuencia: 20s aspiracién de muestra y reactivo, generacién de la sefial analitica por'
oscilacién de apertura V4(C3-patrén) y V5(C4- reaccion de la muestra con el reactivo

reactivo) de 200/200ms

3% secuencia: 30s aspiracién de reactivo por el C4 con salida por el detector de todo el producto
V5 abierta retenido en el microchip

42 secuencia: 60s de impulsién, V5 'y V4 cerradas vaciado de la jeringa para un nuevo

analisis
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En la figura 7.51 se muestra un esquema del procedimiento seguido en este calibrado y el
tipo de respuesta obtenida.

V5
Reactivo .

va

Muestra [}——fo—

V3

Cerrado .

Aspiracién

Entrada 4 Reactivo Muestra/Reactivo Reactivo

Tiempo (s)
A

Absorbancia

Tiempo

Figura 7.51 Esquema del microchip utilizado, donde se han sefialado los canales de entrada de reactivo y
muestra. A continuacion el segmento de patrén y reactivo obtenido durante 20s de aspiracion, con una
frecuencia de conmutacion de las valvulas de 200/ 200ms. Finalmente, la respuesta obtenida.

En la figura 7.52 se muestra el resultado obtenido en este primer calibrado efectuado,

realizado en las condiciones resumidas en la tabla 7.9.

0,14 014
] — 0,25 ppm
05 ppm 1 H =-0,00002(+0,004) + 0,006(:0,0004) -[NO, ]
0,12 2 ppm 012 E
| — 5ppm
— — 10
E 0,10 e . 0,10
S <
% i — 20 ppm 3
i 0,08 g8 008
2 ] 3
3 3
o 0,06
£ E
2 < 0,04
<
0,02
0,00
tiempo (s) [NO2] (ppm)
(@ (b)

Figura 7.52 Primer calibrado en linea efectuado en el microchip. El volumen total aspirado de
muestra/reactivo es de 80,32 pl y el caudal de operacién 4,16 pl/s.
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El resultado obtenido permite comprobar que el grado de mezcla conseguido en el
microsistema en las condiciones estudiadas es adecuado, ya que se han obtenido picos no
distorsionados. En todo el intervalo de concentraciones estudiado, la respuesta del sistema
es lineal. Asi mismo, la forma de los picos es igual a la obtenida en los estudios sin
reaccion quimica.

Para comprobar la influencia de la proporcion muestra-reactivo sobre la reaccion se
modificd ésta cambiando la frecuencia de oscilacion de las valvulas. Las relaciones de
patron/reactivo estudiadas han sido 200/200 ms, 400/200 ms y 200/400 ms. Estas
experiencias, se realizaron a dos caudales (2,08 y 4,16 ul/s) manteniendo constante el
tiempo de aspiracion. En todos los casos, se utilizé un patron de 10 ppm de ion nitrito. En
los dos caudales las mayores respuestas se han obtenido para la relacién 400/200 ms.
Comparando los resultados a diferentes caudales se observan sefiales mayores para el
caudal de 4,16 pl/s. Esto es debido al incremento de la dispersién del producto a caudales
bajos.

La aplicacion final del sistema propuesto es el analisis de muestras reales procedentes de
un EDAR con concentraciones de ion nitrito entre 0-1500 ppm. Con el objetivo de definir
el intervalo de respuesta lineal se ha realizado un calibrado que abarca todo este intervalo.
En este estudio se fij6 un caudal de 4,16 ul/s con un tiempo de aspiracion de 20 s. En la
figura 7.53 se muestran los resultados obtenidos. La respuesta es lineal hasta 100 ppm a
partir de esta concentracion se obtienen picos dobles y distorsionados. Esta respuesta esta
asociada con un defecto de reactivo en la parte central debido a la alta concentracién de ion
nitrito en el patrén.

1,6 1,6
| — Oppm ] —— 250 ppm
2 ppm 500 ppm
1,4 10 ppm 1,4 4 1000 ppm
] — 20 ppm 1 — 1500 ppm
T 12+ —— 100 ppm T 12+
== ey
Te) 1 Te) ] F
5 1,0 S 109 i
I J 1l ,
< < ]
E 0,8 + = 0,8 + \‘N
2 1 2 1
8 06 S 0,6
& 04 < 04+
0.2 7 02 - |
0,0 T T T T T T T 0,0 +5 i T 'I&‘ T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
tiempo (s) tiempo (s)

(@) (b)

Figura 7.53 Estudio de la respuesta en funcion de la concentracion de ion nitrito. (a)
Concentraciones de ion nitrito entre 0-100 ppm, (b) concentraciones superiores a 250 ppm.
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En estas condiciones sélo se ha obtenido respuesta lineal hasta 100 ppm. La sensibilidad
obtenida para las concentraciones entre 0-100 ppm es de 0,0078(+0,0009) UA-ppm™,
superior a la obtenida en el calibrado para 20 s de aspiracion y una secuencia de
200/200ms. De estas experiencias se deduce que las variables criticas a optimizar seran el
caudal y el intervalo de oscilacion de las valvulas, ya que son las que influyen mas
significativamente en la respuesta. Con el objeto de encontrar una relacién optima de
conmutacion para cada intervalo de concentraciéon de ion nitrito se procedio a realizar un
estudio mas riguroso del efecto de ambas variables sobre la sefial.

7.6.2 Optimizacién

Inicialmente se ha estudiado la influencia del volumen total de muestra/reactivo. Se ha de
establecer un compromiso entre sefial minima, asociada a un volumen minimo, y la
aparicion de dobles picos debidos a un defecto de reactivo en la zona central de la muestra.

Se ha estudiado, para diferentes concentraciones, el efecto del volumen aspirado en la
respuesta. El caudal se ha mantenido constante e igual a 4,16 ul/s y la secuencia de
oscilacion se ha fijado en 200/200 ms. El intervalo de volimenes estudiado ha estado
comprendido entre 41,6-166,4 ul. Las concentraciones analizadas han sido 0, 0,2, 2 'y 250
ppm. Para volimenes mayores de 84 ul se ha obtenido saturacion de la respuesta. Este
hecho resulta méas evidente cuanto mayor es la concentracion analizada. Se ha fijado por lo
tanto un volumen optimo de 41,6 ul que en el caudal de operacién fijado supone un tiempo
de aspiracion de 10 s. En la figura 7.54 se muestra la respuesta obtenida para las
concentraciones de 250 ppmy 2 ppm.

1,2 0,10
| —— V=416l
. o7 0,08 1 V,=832yl
£ 1 | £
c [ c
Q 087 | Q
& | 0,06
< <
FRCR F
o ) o
g | § 004+
5 0,4 S
< | g
\ 0,02
02 | /\ /\
0,0 o i \ T 0,00 f= ‘VL“"‘FL

80 100 120 140 160

0 20 40 60 80 100 120 140 160
tiempo (s) tiempo (s)
(@ (b)

Figura 7.54 Respuesta obtenida para 10 y 20 s de aspiracion a un caudal de 4,16 pl/s y dos concentraciones.
(a) 250 ppm y (b) 2 ppm.
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Una vez fijado el volumen optimo se ha estudiado la influencia del caudal y la frecuencia
de conmutacion de las vélvulas. El intervalo de concentraciones evaluado esta
comprendido entre 0-500 ppm vy las frecuencias de conmutacion son cuatro. En la tabla
7.10 se resumen las 48 condiciones estudiadas. Todas las experiencias se han realizado por
triplicado. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 7.55 y 7.56 agrupados en
funcion del caudal.

Tabla 7.10 Condiciones estudiadas en la optimizacion del sistema.

Caudal (ul/s) 416 6,25
Secuencia muestra/reactivo(ms) 150/450 200/200 400/200 200/400
Concentracion (ppm) 2 20 50 100 250 500
1,2 1,2
— 2ppm
20 ppm 1
4 50 ppm i
1.0 —— 100 ppm 1.0
’g —— 250 ppm ’g B
§ 0,8 § 0,8
I I 1
< <
= 0,6 = 0,6
o o]
5 04 - 5 04
0,2 0,2
00 L B e B 0,0 "
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
tiempo (s) tiempo (s)
(@ (b)
1,2 1,2
— 2ppm ' —— 2ppm
il 20 ppm 1 20 ppm
1,0 50 ppm 10 4 50 ppm
. —— 100 ppm| ! —— 100 ppm|
g 1 — 250 ppm ’g‘ B ——— 250 ppm
§ 0,8 1 0.8
n 1 o ,
2 4 o)
= 0,6 = 0,6
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§ 0,4 g 0,4
< <
0,2 0,2
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Figura 7.55 Resultados obtenidos para un caudal de 4,16 ml/s a distintas frecuencias de
conmutacion. (a) 150/450 ms, (b) 200/200 ms, (c) 200/400 ms y (d) 400/200 ms.
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En la figura 7.55 se puede observar que para un mismo volumen total aspirado la respuesta
varia en funcion de la relacion de volumenes de patron/reactivo. Se puede comprobar que,
para volimenes menores de patrén en relacion con los de reactivo, las alturas de pico son
menores (a, ¢) debido a un defecto de muestra. Cuando el volumen de muestra es superior
al de reactivo (d) se observa un pico distorsionado que indica que en la parte central de los
segmentos de patron y reactivo existe defecto de este Gltimo. Para la relacion de
200/200ms (b) se obtiene una respuesta mayor que para ninguna otra relacion hasta 250
ppm. En todas las condiciones ensayadas, la concentracion de 500 ppm ha dado picos
dobles y distorsionados. Por tanto, se ha omitido su representacion.

En la figura 7.56 se muestra la correlacion respecto a la concentracion obtenida en para
cada relacion estudiada a un caudal de 4,16 pl/s.

1,2
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E
S 08
(9N
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= . — Regresion
S 04 ®  200/200 ms
3 —— Regresion
< 1 ®  200/400 ms
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0,2 — @® 400/200 ms
— Regresion
0,0 | I I
0 50 100 150 200 250 300

[NO,] (ppm)

Figura 7.56 Rectas de calibracién correspondientes a cada una de los tiempos de conmutacién
estudiados para un caudal de 4,16 pl/s.

El mayor intervalo de linealidad se ha obtenido para las relaciones de tiempo de oscilacion
de 150/450 ms y 400/200 ms. Las otras dos relaciones solo son lineales hasta 50 ppm. La
sensibilidad obtenida es diferente para cada relacion, por tanto cada una de estas
condiciones es idonea para analizar ion nitrito en distintos intervalos de concentracion.

En la figura 7.57 se muestran los resultados obtenidos para los mismos tiempos de
conmutacion a un caudal de 6,26 ul/s. Se ha obtenido el mismo tipo de respuesta en
funcién de la frecuencia de conmutacion, pero comparativamente una menor altura de pico.
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Esto es debido a un menor tiempo de reaccion (a, b, d). Solo para una relacion de
200/400ms se ha obtenido mayor respuesta (c) a este caudal, respecto al de 4,16 pl/s. Esto
es debido al incremento de la dispersion provocado por un mayor tiempo de residencia.
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Figura 7. 57 Resultados obtenidos para un caudal de 6,25 pl/s a distintas frecuencias de conmutacion.

(a) 150/450 ms, (b) 200/200 ms, (c) 200/400 ms y (d) 400/200 ms.

En la figura 7.58 se muestran las rectas de regresién obtenidas para los calibrados
efectuados a un caudal de 6,25 pl/s. En todos los casos se obtiene respuesta lineal hasta
100 ppm. Para las relaciones de 150/450 ms y 200/400 ms se ha obtenido menor
sensibilidad debido al defecto de patron respecto al reactivo. En la relacion 200/200 ms y
400/200 ms se ha obtenido una mayor sensibilidad pero una peor correlacion.
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Figura 7.58 Rectas de calibracién correspondientes a cada una de los tiempos de conmutacion
estudiadas para un caudal de 6,25 pl/s.

Finalmente, se concluye que el caudal de 4,16 pl/s es el adecuado porque al aumentar el
tiempo de reaccién se han obtenido mayores alturas de pico. Las relaciones escogidas
como Optimas son 150/450 ms y 400/200 ms. La primera relacion permite analizar un
intervalo lineal méas amplio de concentraciones y la segunda permite obtener un menor
limite de deteccion.

7.7 Andlisis de muestras reales

Las muestras reales presentan una amplio intervalo de concentracion de ion nitrito, estan
comprendidas entre 0-1500 ppm. Son muestras procedentes de un estudio cinético de
inhibicion llevado a cabo en una EDAR piloto. Estas han sido tomadas directamente de la
planta piloto y después filtradas con un filtro de 0,45 micras.

7.7.1 Condiciones

El amplio intervalo de concentracion en que se encuentran las muestras ha hecho necesaria
la dilucién de éstas para adaptar la concentracion al intervalo de respuesta lineal de los
calibrados. La relacién 400/200 ms responde linealmente hasta una concentracion de 50
ppm de NO;" y la relacion 150/450 ms hasta 250 ppm de NO,". Todas las muestras se han
analizado por triplicado en las dos condiciones previamente seleccionadas (8 7.6.2). En
ambas se ha mantenido constante el caudal, a 4,166 pl/s, y el tiempo de aspiracion total de
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la secuencia muestra/reactivo. La Unica diferencia ha sido la relacion de tiempos en que se
aspira muestra o reactivo. El tiempo de aspiracion de reactivo antes del analisis y después
del andlisis también ha sido igual para las dos relaciones. El procedimiento utilizado es
igual al mostrado en la tabla 7.9, adaptandose la secuencia 2 para cada una de las
relaciones de conmutacion estudiadas.

V5

Reactivo . I
V4
Muestra .—-0—
V3
Cerrado .
Aspiracion 1
Entrada 4 i i i
Reactivo  Muestra/Reactivo Reactivo
T T T T T T T T I N
10 20 30 40 )
Tiempo
A
Absorbancia
T T T T T T T T T
Tiempo

Figura 7.59 Esquema del microchip utilizado, donde se han sefialado los canales de entrada de
reactivo y muestra. A continuacion el segmento de patron y reactivo obtenido durante 10s de
aspiracion, con una frecuencia de conmutaciéon de las valvulas de 400/200ms. Finalmente, la
respuesta obtenida.

En la figura 7.59 se muestra un ejemplo grafico que ilustra todas las etapas del analisis y la
repuesta obtenida en funcion del tiempo. La Unica diferencia entre las dos condiciones se
da en la 22 secuencia, cuando se aspira secuencialmente en fracciones de tiempo minimo y
reproducible, muestra y reactivo por las valvulas 4 y 5. Las frecuencias de oscilacion son
400ms muestra y 200ms reactivo; 150ms muestra y 450ms reactivo. Todos los otros
tiempos son constantes. ElI segmento de muestra/reactivo mostrado en la figura 7.59
corresponde a la frecuencia de oscilacion 400/200 ms. Puede observarse que en este caso la
forma del pico es distinta a la obtenida para la relacion 200/200 ms (figura 7.51), debido a
la reduccion de tiempo de aspiracion.
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7.7.2 Resultados

En la figura 7.60 se muestra el calibrado efectuado para la 12 relacién muestra/reactivo:
400/200 ms. Para esta relacion la respuesta es lineal hasta 50ppm. En la figura 7.61 aparece
el resultado obtenido para la 22 relacion muestra/reactivo: 150/450 ms. En estas
condiciones la respuesta es lineal hasta 250 ppm.
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Figura 7.60 Registro del calibrado y las sefiales correspondientes a las muestras M9 y M4 obtenidas
para la frecuencia de oscilacién 400/200 ms.
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Figura 7.61 Registro del calibrado y las sefiales correspondientes a las muestras M9, M4 y M8
obtenidos para la frecuencia de oscilacion 150/450 ms.
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Todas las muestras se han analizado en las dos condiciones operacionales del sistema. A
titulo de ejemplo en las figuras 7.60 y 7.61 se muestran los registros correspondientes a las
muestras 9, 4(dilucion 3:100) y, 9, 4(dilucidn 3:100) y 8. Todas las muestras provenientes
de la EDAR han sido analizadas en las dos condiciones operacionales del sistema.

Como se ha comentado antes, las muestras proceden de una planta piloto de tratamiento de
aguas residuales (EDAR), donde se ha estudiado la cinética de degradacion inhibitoria de
ion nitrito después de realizar un pulso de 500 ppm de N-NO, (1643 ppm NOy). En este
estudio se ha monitorizado la variacion de [O,] para estimar la velocidad de consumo
(OUR), asi como la degradacion de ion nitrito en funcion del tiempo. Con la informacion
obtenida se ha desarrollado un modelo de inhibicidn respecto a ion nitrito [Carrera, 2004].
En la figura 7.62 se muestran los resultados experimentales obtenidos y el modelo
estimado.
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Figura 7.62 Resultados obtenidos durante la monitorizacion de OUR e ion NO;', en el experimento de

inhibicion enzimatica y modelo propuesto. (a) Velocidad de consumo de O,, (b) analisis de ion nitrito.
En la tabla 7.11 se recogen los resultados obtenidos para las muestras analizadas en las dos
condiciones operacionales ensayadas. Se puede observar que entre ellos existen difrencias
en téerminos de precision. Los resultados obtenidos para la frecuencia 400/200 ms son mas
precisos que los de la frecuencia 150/450 ms. Esta diferencia puede explicarse debido a la
menor repetitividad obtenida para tiempos de apertura de las valvulas menores de 200 ms
de operacion (8 7.6.1).
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Tabla 7. 11 Resultados obtenidos en ambas condiciones de calibracién y analisis. El error asociado ha sido

estimado como el intervalo de confianza con un nivel del 95%. Donde 1,,°"=s,.1- t,.1/n” y n=3.

Muestra [NO,T (ppm) =+ 1,.,%% [NO, ] (ppm) % 1,.,%%
frecuencia 400/200 ms frecuencia 150/450 ms
M1 1626+72 1543+43
M2 154545 1484+37
M3 1357+13 1359+87
M4 1249451 1273+18
M5 1058+13 950+27
M6 664+14 677140
M7 36315 313465
M8 199+3 195+7
M9 3,5440,16 2,8+0,4

7.7.3 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en ambas condiciones se han comparado mediante dos criterios
estadisticos: la prueba t por parejas y la comparacién de métodos por regresion lineal
[Miller y Miller, 1993].

Se ha aplicado la prueba t por parejas a las diferencias de las concentraciones obtenidas en
ambas relaciones. Siendo t = Xq4 (n) %2 / s4, Se obtiene un valor de t.,=1,89. El valor critico
de tip para n-1 grados de libertad es 2,31 para un nivel de confianza del 95%. Como el
valor calculado es menor que éste, se acepta la hipétesis de que los resultados obtenidos en
ambas condiciones no son significativamente diferentes para las concentraciones medias de
ion nitrito determinadas.

Como en este caso el intervalo de aplicacién es muy amplio la suposicion de que cualquier
error aleatorio o sistematico es independiente de la concentracion no tiene porque ser del
todo cierta. Asi el método mas idoneo es la comparacion mediante la regresion lineal. Se
calcula la ordenada en el origen y la pendiente por regresion directa e inversa de los valores
obtenidos frente a los de referencia asi como, sus intervalos con el 95% de confianza. En la
situacion ideal, la ordenada es igual al valor tedrico de 0,0 y la pendiente junto con el
coeficiente de correlacion al valor tedrico de 1,0. Desviaciones de estos valores tedricos
evidencian diferentes tipos de errores.

Es necesario recordar ciertas suposiciones implicitas en toda la regresion lineal como son:
la independencia de los residuales y su distribucion normal, la existencia de una relacion
lineal entre las variables, el error de la variable independiente (abscisa) es insignificante
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frente al valor de la variable en ordenadas que es constante, es decir no varia con la
concentracion y que todas los datos provienen de una misma poblacion.

Los resultados correspondientes a las 9 muestras analizadas (tabla 7.11) para las dos
condiciones, se encuentran representados en la figura 7.63. Los valores de comparacion

obtenidos se resumen en la tabla 7.12.
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Figura 7.63 Comparacion de las dos relaciones ensayadas. a) Regresion directa considerando los
resultados sin error para 400/200 ms y b) regresion inversa considerando sin error los resultados para

150/450 ms.

De los resultados obtenidos se desprende que la pendiente y la ordenada en el origen no
difieren en forma significativa de los valores tedricos de 1 y 0 respectivamente, y por lo
tanto no existen diferencias significativas entre las dos series de resultados y por tanto son
aceptables con un grado de significacion del 95%.

Tabla 7.12 Resultado de la comparacién por regresion lineal de los resultados obtenidos para ambas

relaciones de muestra/reactivo.

Método estadistico

Valor de los parametros

¢ Diferencias significativas

(95%0) con el 95% de confianza?

Regresion directa a=-5168
150/450 ms frente 400/200 ms b=0,98+0,06 no

r=0,997 (n=9)
Regresion inversa a=10+69
400/200 ms frente 150/450 ms b=1,02+0,07 no

r=0,997 (n=9)
Prueba t para muestras por t=1.89; tup=2.31: tu < tup no

parejas
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7.7.4 Caracterizacion del microsistema

La caracterizaciéon del microsistema desarrollado ha consistido en determinar el limite de
deteccion para las dos frecuencias de oscilacion 400/200 ms y 150/450 ms, y en evaluar la
repetitividad.

Limite de deteccion

El limite de deteccion ha sido calculado como establece la IUPAC (8 3.3.1.1). Se ha
estimando la minima sefial detectable a partir de la media de una serie de blancos y su
desviacion estandar. Se han determinado en un calibrado tipo, las respuestas obtenidas para
10 blancos con agua desionizada. A continuacion, se ha calculado la sefial minima
detectable como Sefal p=Sy+k-s, y, después sustituyendo este valor en la recta de
calibracién se ha determinado la concentracion minima detectable. Hay que destacar que
en las dos condiciones estudiadas no ha sido evidente el problema del efecto Schlieren
observado en los sistemas anteriores (r-FIA y SIA). Los resultados obtenidos se resumen
en la tabla 7.13. Puede comprobarse, que sorprendentemente, el limite de deteccion no
aumenta mucho (s6lo una década) respecto al sistema SIA con espectrofotdmetro (§ 5.5.4).
En éste el limite deteccién es 0,40 ppm. En la figura 7.64 se muestran dos rectas de
calibracion obtenidas en cada una de las frecuencias de conmutacion usadas.

0,8
® relacién 150/450
v relacion 400/200
regresion
0,6 —

Altura de pico (UA)
o
N
|

H (UA), 50,450 = 0,03(20,04) + 0,0041(+0,0004)-[NO, ]( ppm)
H (UA) ,00/200 = 0,007(£0,008) + 0,0091(+0,0003)-[NO, 1( ppm)
0,0 T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140
[NO,] (ppm)

Figura 7.64 Rectas de calibracion obtenidas para las dos frecuencias de oscilacion M/R en el microsistema.

342



Desarrollo de sistemas de gestion de fluidos miniaturizados

Repetitividad

La repetitividad ha sido estimada mediante la desviacion estandar relativa obtenida para la
media de diez valores correspondientes a la muestra M8, analizada en las dos frecuencias
de oscilacion. Los resultados se recogen en la tabla 7.13. Se puede comprobar que la
repetitividad del sistema es aceptable, ya que en ningin caso se han obtenido valores de
RSD grandes. Aunque, la frecuencia de oscilacion 400/200 ms es la mas repetitiva. Esta
diferencia esta asociada con el error en la apertura y cierre de las valvulas.

En la tabla 7.13 se resumen otras caracteristicas del sistema propuesto como la frecuencia
de andlisis, sensibilidad y, el consumo de muestra y reactivo para las dos frecuencias de
oscilacion estudiadas.

Tabla 7.13 Principales caracteristicas del microsistema desarrollado para las dos relaciones estudiadas.

Parédmetro Frecuencia 400/200 ms Frecuencia 150/450 ms
Sensibilidad (UA/ppm) 0,0091 (£0,0003) 0,0041 (+0,0004)
r/n 0,995/6 0,995/9
Limite de deteccion (ppm) 0,17 0,34
Intervalo lineal (ppm) 0-50 0-250
Repetitividad (RSD(%); n=10) 0,44 2,80
Consumo M/R (ul) 13,8/27,7 10,4/31,2
Frecuencia de analisis (h™) 35 35

En general se obtiene una sensibilidad baja (0,0091 UA/ppm), aproximadamente un orden
de magnitud inferior que la obtenida en el sistema SIA con deteccion convencional (0,100
UA/ppm). Por otro lado, el limite de deteccion en el microsistema (0,17 ppm) es inferior
pero del mismo orden de magnitud que el del sistema SIA (0,4 ppm). Finalmente, es
destacable el incremento del intervalo lineal del microsistema (0-50 ppm) frente al sistema
SIA desarrollado (0-20 ppm).

7.8 Conclusiones

Con los resultados obtenidos hasta el momento, se puede demostrar que, sin necesidad de
conseguir un grado de miniaturizacion total, es posible acceder ya a un conjunto
importante de ventajas derivadas de la asociacion simbiGtica del concepto de
miniaturizacion e integracion. En este sentido se ha demostrado la viabilidad y la
funcionalidad del sistema hibrido desarrollado.
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Se ha implementado con éxito la infraestructura necesaria para realizar determinaciones
espectrofotométricas en un sistema microfluidico. Obteniéndose resultados comparables a
los microsistemas con deteccion 6ptica referenciados en la bibliografia (§ 1.5.2).

Se ha podido establecer un modelo satisfactorio del comportamiento del microchip en
proceso de difusion sin reaccion quimica. Este modelo describe la respuesta del microchip
como un RCTA con retardo de un flujo piston. La validez del modelo propuesto ha
guedado demostrada ya que permite predecir con toda exactitud los resultados
experimentales.

Los resultados obtenidos en los estudios con reaccion quimica en linea han sido muy
satisfactorios. La integracion de la capacidad de conmutacion de las valvulas junto con el
comportamiento del microchip como reactor ha permitido obtener un grado de mezcla
adecuado para el desarrollo de la reaccién quimica y, por tanto, la obtencidon de la
respuesta en un tiempo minimo. Ademas se ha conseguido eliminar el efecto Schlieren (8
1.3.1) que no ha sido evidente en ninguna de las condiciones estudiadas.

Se ha optimizado el sistema para trabajar en un amplio intervalo de concentraciones y la
sensibilidad obtenida ha permitido el analisis de muestras reales con una alta concentracion
de ion nitrito. Sorprendentemente, la sensibilidad s6lo disminuye en un orden de magnitud
(11 veces) respecto al sistema SIA, mientras el camino Optico se reduce 50 veces. Por otro
lado, el limite de deteccion es inferior que el del sistema SIA, siendo comparable al
obtenido en otros microsistemas referenciados en la bibliografia [Rainelli et al., 2003].

Las muestras han sido analizadas para dos relaciones de conmutacion diferentes
obteniéndose resultados comparables y que no difieren significativamente. Por otro lado,
los resultados obtenidos se ajustan perfectamente con el modelo de prediccion planteado a
partir de los consumos de oxigeno en la EDAR.

Se puede concluir que el sistema desarrollado ha quedado bien establecido, y puede
utilizarse para cualquier otro tipo de aplicacion con deteccién espectrofotométrica. Ademas
los buenos resultados obtenidos en las muestras reales abren un amplio abanico de
posibilidades para la utilizacion del sistema desarrollado, como equipos automatizados de
analisis en medidas en linea.
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Capitulo 8

Conclusiones generales

El objetivo general de la presente tesis se ha alcanzado en gran medida. A lo largo de su
realizacion se ha disefiado, construido y aplicado la infraestructura instrumental basica para
la implementacion de sistemas automatizados de analisis. Este objetivo global se ha
concretado en cuatro objetivos parciales relativos a los distintos sistemas desarrollados.

Se ha conseguido implementar con éxito cuatro sistemas de gestion de fluidos con distinto
grado de automatizacién y de selectividad aumentada mediante la incorporacion de
distintas estrategias de separacion/preconcentracion de muestra. Han sido integrados dos
sistemas de deteccion diferentes basados en dos técnicas instrumentales distintas, la
potenciometria y la espectrofotometria. La deteccion potenciométrica ha sido
implementada en modo convencional y modo diferencial en la determinacion de Cadmio
(I1). El segundo modo de deteccion ha sido miniaturizado e integrado con buenos
resultados como sistema de medida en el sistema microfluidico.

De un modo general, puede decirse que se han alcanzado todas las metas marcadas al
inicio de esta tesis, dirigidas al desarrollo e implementacion de sistemas de gestion de
fluidos basados en distintas técnicas de flujo que, integrando distintas técnicas de
deteccion, son capaces de suministrar analizadores automaticos, robustos y versatiles.
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Especificando los resultados obtenidos en cada una de las partes de este trabajo pueden
derivarse las siguientes conclusiones parciales:

En el sistema r-FIA ha sido validada la substitucion, como elemento de insercion de
muestra, de las valvulas de seis vias utilizadas habitualmente en un sistema FIA por una
microbureta automatica. Se ha comprobado la viabilidad de la substitucion mediante la
caracterizacion y comparacion de la respuesta obtenida con ambos tipos de sistemas de
insercion cuando no existe reaccidén quimica. No se encontraron diferencias significativas
entre ambos sistemas de inyeccion. El nuevo método de insercién de muestra presenta
adicionalmente las siguientes ventajas: no es necesaria una reconfiguracion del sistema para
variar el volumen de inyeccion, pudiéndose modificar este simplemente con un programa de
inyeccion variable. Adicionalmente, se mejora el grado de mezcla de muestra y reactivo, ya
que la microbureta inserta la muestra como si fuera un canal adicional mientras esta en
funcionamiento.

Es de destacar la potencialidad que presenta la utilizacion de la microbureta en el disefio de
sistemas inteligentes de monitorizacién en continuo. Un adecuado estudio de los limites de
fluctuacion de la concentracion de un analito permitiria prever diferentes intervalos de
autocalibracion. Como demostracion de las posibilidades que aporta este tipo de insercion,
se ha implementado un analizador autoadaptativo de ion nitrito en dos intervalos de
concentracion distintos, mediante variacion del volumen de reactivo insertado.

Respecto a la aplicacion del sistema al andlisis de ozono puede concluirse que en el
método propuesto se obtiene una sensibilidad media baja pero el intervalo lineal se amplia
respecto a otros métodos. El limite superior de respuesta lineal (LSRL) es de 5,0 ppm
frente al método estandar que tiene es de 0,5 ppm. Estos resultados no son una desventaja
ya que la concentracion de ozono residual normalmente estd comprendida entre 0,05-5,0
mg/l. Asi el sistema propuesto, aunque de baja sensibilidad, puede aplicarse en un amplio
intervalo de concentracion con la ventaja no ser necesaria la dilucion previa de la muestra.

En el sistema de andlisis por inyeccion secuencial desarrollado ha quedado demostrada la
viabilidad y capacidad operacional de los sistemas autoadaptativos de anélisis basados en
la técnica SIA. Se ha desarrollado un programa de control que ha permitido el andlisis de
ion nitrito en dos amplios intervalos de concentracién. Comparada con su predecesora, la
técnica FIA, la aportacion méas importante de la técnica SIA es basicamente instrumental.
En este ambito presenta una gran potencialidad respecto a los cambios de operacion, sin
necesidad de modificaciones fisicas directas en el sistema de gestion de fluidos. El sistema
desarrollado permite, ademas, la implementacién de cualquier determinacion con deteccién
espectrofotométrica con caracteristicas de autodaptabilidad, lo que significa que el sistema
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puede realizar de un modo autonomo el analisis de una muestra en las condiciones
experimentales 6ptimas, adaptandose en cada caso concreto a la composicion de esta.

La supervision de procesos on-line es una de las aplicaciones de mayor futuro que presenta
la técnica SIA. A pesar de todas las ventajas que aporta esta técnica en los sistemas de
gestion de fluidos, todavia se ha de superar su principal limitacion que es la elaboracion del
programa de control, problema que otras metodologias de flujo no presentan con tanta
rigurosidad.

El sistema SIA implementado para la determinacion de ion cadmio con los dos modos de
deteccion, constituye una buena alternativa a métodos descritos en la literatura. Esta
técnica permite, gracias a la incorporacion de una columna de preconcentracion por
intercambio i6nico, la determinacion de ion cadmio para niveles de concentracion
inferiores al limite inferior de respuesta lineal del electrodo. Asi mismo, la columna aporta
selectividad al sistema ya que facilita la eliminacion de posibles interferencias debidas a
Pb%* y Cu®". El sistema propuesto permite la determinacién de ion cadmio en un intervalo
muy amplio de concentraciones, mayor que el de la espectrofotometria de absorcion
atomica de llama (0-2 ppm), y facilita el analisis de muestras con concentraciones de
cadmio inferiores al LIRL del electrodo con mayor sensibilidad analitica mediante el modo
de deteccion diferencial.

Los resultados obtenidos hasta el momento en el sistema microfluidico desarrollado han
permitido demostrar que, sin necesidad de conseguir un grado de miniaturizacion total, es
posible acceder ya a un conjunto importante de ventajas derivadas de la asociacion
simbidtica del concepto de miniaturizacion e integracion.

Se ha desarrollado con éxito la infraestructura necesaria para realizar determinaciones
espectrofotométricas en un sistema microfluidico. Se ha podido establecer un modelo
satisfactorio del comportamiento hidrodindmico del microchip respecto al proceso de
difusion sin reaccion quimica. Este modelo describe la respuesta del microchip como un
RCTA con retardo de un flujo piston. La validez del modelo propuesto ha quedado
demostrada ya que permite predecir con toda exactitud los resultados experimentales.

Los resultados obtenidos en los estudios con reaccion quimica en linea han sido muy
satisfactorios. La integracion de la capacidad de conmutacion de las valvulas junto con el
comportamiento del microchip como reactor ha permitido obtener un grado de mezcla
adecuado para que se produjese la reaccion quimica y por tanto la respuesta en un tiempo
minimo. Ademas se ha conseguido eliminar el efecto Schlieren que no ha sido detectado en
ninguna de las condiciones estudiadas.
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Se puede concluir que el sistema desarrollado ha quedado bien establecido, y puede
utilizarse para cualquier otro tipo de aplicacion con deteccion espectrofotométrica. Ademas
los buenos resultados obtenidos en las muestras reales abren un gran abanico de
posibilidades para su utilizacion en linea en (micro)equipos automaticos de analisis. Por
tanto, ha quedado demostrada la viabilidad y funcionalidad del sistema hibrido
desarrollado.

Perspectivas futuras

El continto avance en las técnicas de microfabricacion y el desarrollo de nuevos materiales
permite predecir en un futuro proximo la implantacién con sistemas de separacion de alta
resolucion, microreactores de menor tamafio y detectores ultrasensibles. Los nuevos
materiales podran ser utilizados para la fabricacion de microcanales plasticos,
nanoestructuras y sistemas de deteccion basados en LEDs. Las tendencias comerciales
muestran un empuje importante hacia los substratos basados en polimeros o ceramicas,
como LTCC, que pueden ser procesados con infraestructuras menos costosas de
fabricacion. Sin embargo, la fotolitografia convencional de silicio y vidrio seguira
utilizdndose en aplicaciones concretas, particularmente cuando sea necesaria la presencia
de componentes microelectronicos activos sobre el chip.

La integracion de los componentes individuales también serd uno de los focos importantes
de investigacion. En la actualidad se estd investigando en nuevos principios para la
impulsion de fluidos basados la utilizacion de fluidos ferromagnéticos o la
electrohumectacion  (Electrowetting). Una de las dificultades existentes en la
comercializacién de estos dispositivos es la falta de integracion real que existe de
momento, aunque no todas las posibles aplicaciones necesitan integracion de todos
componentes.

Los microsistemas construidos en esta tesis han demostrado su aplicabilidad en el disefio
de sistemas analiticos miniaturizados con deteccion espectrofotométrica. En esa direccion,
se abre un vasto campo para la implementacion de dichos dispositivos en la determinacion
de nuevos pardmetros quimicos. En los estudios realizados hasta el momento sélo se ha
utilizado uno de los cuatro microchips disefiados y construidos. Dos de ellos disponen de
doble celda de deteccion y podrian ser utilizados para realizar determinaciones
multiparamétricas en base a la técnica de flujo sandwich, para medidas diferenciales o en
estudios cinéticos con técnicas de flujo detenido.
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En la actualidad, en el Grup de Sensors i Biosensors se ha comenzado a trabajar en una via
alternativa de construccion de microsistemas basada en un nuevo substrato, las ceramicas
verdes o LTCC. Una de las principales caracteristicas de la tecnologia LTCC es la
posibilidad de construir dispositivos en 3D usando multiples capas. Esto simplifica la
integracion de los detectores, los elementos activos y pasivos necesarios para la gestion de
los liquidos y las etapas de pretratamiento necesarias (difusion de gases, preconcentracion,
etc.).
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Apéndice 1

Programa en BASIC para la inyeccion con microbureta en un sistema FIA

9.1 Descripcion

Este programa permite la inyeccion variable de reactivo para el andlisis de ion nitrito en

dos intervalos de concentracion
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/
ON KEY(1) GOSUB PauseHandler
KEY(1) ON

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable"
PRINT

PRINT " (c) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT " 25 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 25 microlitros 5 veces

B$ = "00D0025"

FORI=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 25 microlitros, por "; I; " vez.": COLOR 7
GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 125 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ = "0IP0125": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable"
PRINT

PRINT "(c) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT " 35 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 35 microlitros 5 veces

B$ = "00D0035"

FORI1=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 35 microlitros, por "; I; " vez.": COLOR 7
GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 175 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ ="0IP0175": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable"
PRINT

PRINT "(c) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT " 50 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 50 microlitros 5 veces

B$ = "00D0050"

FORI1=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 50 microlitros, por "; I; " vez.": COLOR 7
GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 250 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ = "0IP250": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccién variable"
PRINT

PRINT "(c) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT "75 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 75 microlitros 5 veces
B$ = "00D0075"

FORI=I1TO5
COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 75 microlitros, por "; I; " vez": COLOR 7
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GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 375 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ = "0IP0375": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable"
PRINT

PRINT "(c) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT "100 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 100 microlitros 5 veces

B$ ="00D0100"

FORI=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 100 microlitros, por "; I; " vez.": COLOR 7

GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 500
microlitros."

COLOR 7: PRINT C$ = "0IP0500": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable"
PRINT

PRINT "(c) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT "150 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 150 microlitros 5 veces

B$ ="00D0150"

FORI1=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 150 microlitros, por "; I; " vez.; ": COLOR 7
GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 750 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ = "0IP0750": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable H"
PRINT

PRINT "(C) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT "200 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

" inyecta un volumen de 200 microlitros 5 veces

B$ = "0OW200"

FORI=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 200 microlitros, por “; I; " vez": COLOR 7
GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 1000 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ = "0IP1000": GOSUB 200

CLS

PRINT : PRINT : PRINT : PRINT : PRINT

PRINT " Programa de calibrado con volumen de inyeccion variable"
PRINT

PRINT "(C) Mireia"

PRINT : PRINT : COLOR 15: PRINT "250 microlitros"

PRINT : PRINT : PRINT

"inyecta un volumen de 250 microlitros 5 veces

B$ = "00W250"
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FORI=1TO5

COLOR 2: PRINT " estoy inyectando 250 microlitros, por"; I; " vez.": COLOR 7
GOSUB 100

NEXT |

' carga la bureta

PRINT : COLOR 15: LOCATE 21, 40: PRINT " estoy cargando 1250 microlitros."
COLOR 7: PRINT C$ = "0IP1250": GOSUB 200

STOP ' FIN'
END

100 CLOSE #2: OPEN "COM1:2400,e,7,2,asc" FOR OUTPUT AS #2
120 PRINT #2, "N" + CHR$(13)

130 PRINT #2, B$ + CHR$(13)

144 T1 = TIMER

MiLin% = CSRLIN
MiCol% = POS(0)
' espera 120 segundos

145 WHILE (TIMER - T1 < 119)

LOCATE 23, 32: PRINT "tiempo de analisis transcurrido "; INT(TIMER - T1)
LOCATE 23, 69: PRINT " segundos."

148 WEND

LOCATE (MiLin%), (MiCol%)

150 RETURN

' subrutina para cargar el reactivo inyectado

200 CLOSE #2: OPEN "COM1 :2400,¢,7,2,asc" FOR OUTPUT AS #2
220 PRINT #2, "N" + CHR$(13)

230 PRINT #2, C$ + CHR$(13)

244 T2 = TIMER

' espera 3 segundos

245 WHILE (TIMER - T2 < 3): WEND
250 RETURN

PauseHandler:

SLEEP 0

CLOSE #2: OPEN "COM1:2400,e,7,2,asc" FOR OUTPUT AS #2
PRINT #2, "N" + CHR$(13)

PRINT #2, BS + CHRS(13)

T1=TIMER

RETURN
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Programa en C para la gestion del andlisis de ion nitrito en un sistema SIA

autoadaptativo

9.2 Descripcion

Este programa que estd escrito en ANSI C permite la comunicacion con los diferentes
elementos del sistema EASI, la adquisicién de datos, la gestion del sistema de fluidos,
visualizar y modificar los picos por pantalla, el cambio automatico de las condiciones de
operacion en funcion de la concentracion de ion nitrito en la muestra y ademads el programa

introduce en el sistema la capacidad de autocalibracion.



Nuevas estrategias para la gestién de fluidos

/
ANAL2.C- FUNCIONES PARA LA COMUNICACION CON ELEMENTOS EASI

SIA para nitritos con adquisici¢n del colorimetro

PROGRAMADOR: Mireia Baeza Labat
ULTIMA REVISION: 5/3/98

/********************* Librerias a incluir /
#include <stdio.h>
#include <string.h>
#include <bios.h>
#include <conio.h>
#include <time.h>
#include <dos.h>
#include <graphics.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>
#include <io.h>

/ Definiciones /
#define COM1
#define COM2
#define COM3
#define COM4
#define SETTINGS1 (_COM_9600 | _COM_CHR8 | _COM_STOP1 | _COM_NOPARITY)
#define SETTINGS2 (_COM_9600 | _COM_CHR7 | _COM_STOP2 | _COM_NOPARITY)
#define DTR 0x01 /* Data Terminal Ready */

#define RTS 0x02 /* Ready To Send */

#define DCOM1 0x3F8

#define DCOM2 0x2F8

#define DCOM3 0x3E8

#define DCOM4 0x2E8

#define THRE 0x2000 /* Bit 13, Transmission-hold register empty */

#define DATA_READY 0x100

#define DIREC_BASE 0X170 /* Direcci¢n base de la placa ADDA-14 */

WN =0

/ teclas /
#define ARRIBA 0x4800 /*Codigo del teclado*/
#define ABAJO 0x5000
#define ESC  0x1b
#define DERECHA 0x4d00
#define IZQUIERDA 0x4b00
#define PAGARRIBA 0x4900
#define PAGABAJO 0x5100
#define HOME  0x4700
#define RETURN 0x1c0d
#define BACKSP 0x0e08
#define ALTQ 0x1000
#define CTRLC 0x2e03
#define F1 0x3b00
#define F2 0x3c00
#define F3 0x3d00
#define F4 0x3e00
#define F5 0x3f00
#define F6 0x4000
#define F7 0x4100
#define F8 0x4200
#define F9 0x4300
#define F10  0x4400
#define ALTF1 0x6800
#define ALTF2 0x6900
#define ALTF3 0x6A00
#define ALTF4 0x6B00
#define ALTF5 0x6CO00
#define ALTF6  0x6D00
#define ALTF7 O0x6E00
#define ALTF8 0x6F00
#define ALTF9 0x7000
#define ALTF10 0x7100

/********************* Deﬁniciones globales /
unsigned char fi=1; /* variable define el fin del programa*/
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float tiempos[700],Absor[700],Absorf[700],Blanco1[700], Blanco2[700];/* datos del pico */
float Absmax[5]; /* m ximos de los picos para el ¢ Iculo*/

float alturas_max[20]; /* m ximos para guardarlos */

float a[5], b[5]; /* coeficientes regresi¢n a cubico y b lineal */

float escala=1.; /* m ximo absorbancia para gr fica*/

float max1=0.0, max2=0.0; /* m ximo del pico */

float t_max1=0.0, t_max2=0.0; /* tiempo del m ximo */

float t_espera=140.; /* espera para an lisis */

int tipo_anal=1; /* 0 si pico normal, 1 si es lento */

int rango=0; /* 0 si es la zona baja de concentraci¢gn y 1 alta*/
int busco_max=1;

int FIN=0;

/**************** ()l,.deneS de Ia bureta ***********************/

char init_bur_der[20]="/1Z0R\r";  /*Inicializa la bureta derecha*/

char init_bur_izq[20]="/1YOR\r";  /*Inicializa la bureta izquierda®*/

char carg_bur[20]="/1A3000R\r";  /*Cargar la bureta al m ximo, 2500*/

char desc_bur[20]="/1D3000R\r";  /*Descargar la bureta al m ximo, 2500%/

char desc_inv_bur[20]="/1ID30000DOR\r"; /*Descargar la bureta al m ximo contrariamente a la ini*/

char desc_a0[20]="/1AOR\r"; /*Descargar la bureta*/

char desc_a0d[20]="/10AO0R\r"; /*Descargar la bureta*/

char carg_100_bur[20]="/1P120R\r"; /*Carga 100 microlitros bureta*/

char carg_200_bur[20]="/1P240R\r"; /*Carga 200 microlitros bureta*/

char carg_40_bur[20]="/1A40R\r"; /*Carga 40 microlitros bureta*/

char carg_2000_bur[20]="/1A2400R\r"; /*Carga 2000 microlitros bureta*/

char carg_10pasos_bur[20]="/1P10R\r"; /*Carga 8.33 microlitros bureta*/

char carg_15pasos_bur[20]="/1P15R\r"; /*Carga 12.5 microlitros bureta*/

char carg_20pasos_bur[20]="/1P20R\r"; /*Carga 16.6 microlitros bureta*/

char carg_30pasos_bur[20]="/1P30R\r"; /*Carga 25.0 microlitros bureta*/

char carg_40pasos_bur[20]="/1P40R\r"; /*Carga 33.3 microlitros bureta*/

char carg_50pasos_bur[20]="/1P50R\r"; /*Carga 41.6 microlitros bureta*/

char carg_60pasos_bur[20]="/1P60R\r"; /*Carga 50.0 microlitros bureta*/

char carg_70pasos_bur[20]="/1P70R\r"; /*Carga 58.3 microlitros bureta*/

char carg_75pasos_bur[20]="/1P75R\r"; /*Carga 62.5 microlitros bureta*/

char carg_80pasos_bur[20]="/1P80R\r"; /*Carga 66.6 microlitros bureta*/

char carg_90pasos_bur[20]="/1P90R\r"; /*Carga 75.0 microlitros bureta*/

char carg_100pasos_bur[20]="/1P100R\r"; /*Carga 83.3 microlitros bureta*/

char carg_120pasos_bur[20]="/1P120R\r"; /*Carga 100.0 microlitros bureta*/

char carg_150pasos_bur[20]="/1P150R\r"; /*Carga 125.0 microlitros bureta*/

char carg_180pasos_bur[20]="/1P180R\r"; /*Carga 150.0 microlitros bureta*/

char carg_240pasos_bur[20]="/1P240R\r"; /*Carga 200.0 microlitros bureta*/

char carg_300pasos_bur[20]="/1P300R\r"; /*Carga 250.0 microlitros bureta*/

char carg_360pasos_bur[20]="/1P360R\r"; /*Carga 300.0 microlitros bureta*/

char carg_420pasos_bur[20]="/1P420R\r"; /*Carga 350.0 microlitros bureta*/

char carg_480pasos_bur[20]="/1P480R\r"; /*Carga 400.0 microlitros bureta*/

char carg_540pasos_bur[20]="/1P540R\r"; /*Carga 450.0 microlitros bureta*/

char carg_600pasos_bur[20]="/1P600R\r"; /*Carga 500.0 microlitros bureta*/

char carg_inv_1300[20]="/1IP1300R\r"; /*Carga 1083.3 microl desde izquierda*/

char carg_inv_2805[20]="/1IP2805R\r"; /*Carga 2337.5 microl desde izquierda*/

char carg_inv_3000[20]="/1IP3000R\r"; /*Carga 2500.0 microl desde izquierda*/

char carg_inv_bur_fin20[20]="/1IP5800A0R\r"; /*Carga 483.3 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_fin40[20]="/1IP5600A0R\r"; /*Carga 466.6 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_fin60[20]="/1IP5400A0R\r"; /*Carga 450.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_fin80[20]="/11P5200A0R\r"; /*Carga 433.3 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_fin100[20]="/1IP5000A0R\r"; /*Carga 416.6 microl desde izquierda e inyecta todo a la d*/
char carg_inv_bur_1300[20]="/11P13000A0R\r"; /*Carga 1083.3 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_1500[20]="/1IP15000A0R\r"; /*Carga 1250.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2520[20]="/1IP25200A0R\r"; /*Carga 2100.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2525[20]="/11P25250A0R\r"; /*Carga 2104.2 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2580[20]="/1IP25800A0R\r"; /*Carga 2150.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2640[20]="/1IP26400A0R\r"; /*Carga 2200.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2730[20]="/11P27300A0R\r"; /*Carga 2275.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2760[20]="/1IP27600A0R\r"; /*Carga 2300.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2785[20]="/11P27850A0R\r"; /*Carga 2320.8 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2800[20]="/11P28000A0R\r"; /*Carga 2333.3 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2805[20]="/1IP28050A0R\r"; /*Carga 2337.5 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2810[20]="/1IP28100A0R\r"; /*Carga 2341.6 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2820[20]="/11P28200A0R\r"; /*Carga 2350.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2880[20]="/1IP28800A0R\r"; /*Carga 2400.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2910[20]="/1IP29100A0R\r"; /*Carga 2425.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2950[20]="/11P29500A0R\r"; /*Carga 2458.3 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2960[20]="/1IP29600A0R\r"; /*Carga 2466.6 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2970[20]="/1IP29700A0R\r"; /*Carga 2475.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_2980[20]="/11P29800A0R\r"; /*Carga 2483.3 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
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char carg_inv_bur_2990[20]="/11P29900A0R\r"; /*Carga 2491.6 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char carg_inv_bur_3000[20]="/1IP30000A0R\r"; /*Carga 2500.0 microl desde izquierda e inyecta todo a la der*/
char velo_35_bur[20]="/1S35R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char velo_33_bur[20]="/1S33R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char velo_32_bur[20]="/1S32R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char velo_30_bur[20]="/1S30R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char velo_20_bur[20]="/1S20R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char velo_15_bur[20]="/1S15R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char velo_10_bur[20]="/1S10R\r";  /*Cambia velocidad de bur*/

char estado_bureta[20]="/1Q\r";  /*Pide estado bureta®/

fiiddibbidiidiidd ordenes de la v lvula Fhk kR Rk |

char init_val[20]="/2Z6R\r"; /*Inicializa la v lvula de 6 vjas*/
char val_pos1[20]="/2A1R\r"; /*Cambia v | a pos1*/
char val_pos2[20]="/2A2R\r"; /*Cambia v | a pos2*/
char val_pos3[20]="/2A3R\r"; /*Cambia v | a pos3*/
char val_pos4[20]="/2A4R\r"; /*Cambia v | a pos4*/
char val_pos5[20]="/2A5R\r"; /*Cambia v | a pos5*/
char val_pos6[20]="/2A6R\r"; /*Cambia v | a pos6*/

char estado_valvula[20]="/2Q\r";  /*Pide estado valvula*/
char posicion_valvula[20]="/2?\r"; /*Pide posicion valvula*/

/**************** ||Stad0 SUertInaS del flChel'O ***********************/
int comunica(char *orden, char *respuesta);

void esperar_bur(void);

void esperar_val(void);

int comunica_val(char *orden, char *respuesta);

int comunica_bur(char *orden, char *respuesta);

int comprueba_error_val(char *respuesta);

float lectura(void);

void leer_grafica(void);

void guardar_datos(void);

void filtrar_datos(void);

void buscar_maximo(void);

void grafica(void);

void aumentar_escala(void);

void disminuir_escala(void);

void escribir_menu(void);

void ejex(void);

void ejey(void);

void menu(void);

void selectmenu(void);

void limpieza(int m);

void lavado_especial1(void);

void lavado_especial2(void);

void lav1(void);
void lav2(void);
void lav4(void);
void lav5(void);
void lav6(void);
void bajas1(void

);
void bajas2(void);
void bajas5(void);
void bajas6(void);
void altas1(void);
void altas2(void);
void altas5(void);
void altas6(void);
void hacer_cero(void);
void monitorizacion(void);
void calibracion1(void);
void calibracion2(void);
void calibrado_lineal(void);
void calibrado_orden2(void);
void prueba(void);
void prueba2(void);
void calculo(void);
void lectura_calibrados(void);
void guardar_calibrado1(void);
void guardar_calibrado2(void);
int si_o_no(void);
void guarda_mensaje( char *mensaje, char *fichero);
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Subrutina que manda una orden a un EASI y recibe la respuesta.
La respuesta debe comenzar por un char 47 y acabar por un char 10.
Para evitar el bloqueo si no existe comunicaci¢n, se establecen unos
limites de 5 lecturas para el comienzo y 18 lecturas para el total.

Devuelve los siguientes valores:
-1 En 5 lecturas no ha existido un 47 de inicio
-2 En 18 lecturas no ha existido un 10 de finalizaci¢n
-3 Orden no correcta
1 Respuesta correcta

int comunica(char *orden, char *respuesta)

/* definiciones locales */
int j=0,kk=0,largo,error=0;
[* comprueba que tenga un return el mensaje a enviar */
if (strchr(orden,\r')==NULL) return -3;
while(orden[j]!=13) j++; /* Para determinar la longitud de la orden */
largo=j;
outp (DCOM4 + 4, DTR | RTS ); /* conmuta a DTR y RTS */
/* bucle para enviar el mensaje byte a byte */
for (j=0;j<=largo;j++)

_bios_serialcom(_COM_SEND, COM4, orden[j]); /* envia el byte [j] del mensaje */
kk=0;
/* espera a el que el byte sea enviado */
do kk++;
while ((THRE & _bios_serialcom(_COM_STATUS, COM4,0))==0 && kk<30000);
/* espera a que llegue un byte (eco) un m ximo de 30000 veces */
kk=0;
do kk++;
while (DATA_READY & _bios_serialcom(_COM_STATUS, COM4,0))==0 && kk<30000);
* lee el eco */
respuesta[0] =(char) inp (DCOM4);

outp (DCOM4 + 4, 0 ); /* conmuta a escuchar */
/* lazo para leer el primer byte de la respuesta */
do {
error++;
kk=0;
/* espera a que llegue un byte, lee un maximo de 30000 veces */
do kk++;
while (DATA_READY & _bios_serialcom(_COM_STATUS, COM4,0))==0 && kk<30000);
/* lee el byte que ha llegado */
respuesta[0] =(char) inp (DCOM4);
}

while (respuesta[0]!=47 && error<5); /* acaba por una barra o 5 intentos */
if (error==5) return -1; /* cinco caracteres sin que sea el byte inicial */
error=0;
j=0;
/* lazo para leer desde el segundo byte al final de la respuesta EASI */
do {
error++;
jt+;
kk=0;
/* espera a que llegue un byte, lee un maximo de 30000 veces */
do kk++;
while (DATA_READY & _bios_serialcom(_COM_STATUS, COM4,0))==0 && kk<30000);
/* lee el byte que ha llegado */
respuestalj] =(char) inp (DCOM4);

while (respuestal[j]'=0x0A && error<18); /* busca el fin del mensaje o 18 caracteres leidos */
if (error==18) return -2;
/* asigna un valor cero al elemento de despues al ultimo leido */
respuesta[j+1]=0;
/* finalizacion normal de la subrutina */
return 1;

}
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Subrutina que espera a que la valvula EASI este libre

void esperar_val()

char respuesta[20];
/* lazo sin fin: envia Q y espera valvula ready */
do {
comunica(estado_valvula, respuesta);
comprueba_error_val(respuesta);
Ywhile((~respuesta[2])&0X0020);

Subrutina que espera a que la bureta EASI este libre

void esperar_bur()

char respuesta[20];
/* lazo sin fin: envia Q y espera bureta ready */
do {
comunica(estado_bureta, respuesta);
Ywhile((~respuesta[2])&0X0020);

/
Subrutina que comunica con la valvula EASI esperando que este libre
/

int comunica_val(char *orden, char *respuesta)
{
inti;
esperar_val();
i=comunica(orden,respuesta);
comprueba_error_val(respuesta);
return i;

}

/

Subrutina que comunica con la bureta EASI esperando que este libre
/

int comunica_bur(char *orden, char *respuesta)
int i;

esperar_bur();

i=comunica(orden,respuesta);

return i;

}

/
Subrutina que comprueba si existe error en las instrucciones a la valvula
/

int comprueba_error_val(char *respuesta)

switch ((respuesta[2])&0X000F) {

case 0:
/*printf(" No Error \n");*/
return O;
case 1:
[*printf(" Error Initialization \n");*/
return 1;
case 2:
[*printf(" Invalid Command \n");*/
return 1;
case 3:
[*printf(" Invalid Operand \n");*/
return 1;
case 4:
[*printf(" Invalid Command Seq \n");*/
return 1;
case 7:
[*printf(" Device not Initialized \n");*/
return 1;
case 9:

printf(" Overload \n");

368



Apéndice 2

return 1;
case 15:
[*printf(" Command Overflow \n");*/
return 1;
default:
[*printf(" Mensaje desconocido \n");*/
printf("%s\n", respuesta);
return 1;
}
}
/
Subrutina de A/D del colorimetro
/
float lectura(void)
int i=0,j=0,canal=1,A=0;
float num_lec=100,p=0,AD=0;
for (j=0;j<num_lec;j++)
{
outp( DIREC_BASE+1 , 0); /* borra datos previos */
outp( DIREC_BASE+0 , canal); /* inicializa el canal a leer */

for (i=0;i<8;i++) A=inp( DIREC_BASE+8 ); /* incializa la lectura */

for (i=0;i<8;i++) A=inp( DIREC_BASE+12); /* incializa la lectura */
A=inpw( DIREC_BASE+2 ) & 0x3FFF; /* anulo los dos primeros bits */
p=A;

AD=AD+p/num_lec;

}
return AD;
}

/

Subrutina de adquisici¢n y gr fica del pico

void leer_grafica(void)

{
/* definiciones locales */
int gdriver = DETECT, gmode, errorcode;
clock_t start, tiempo;
float incf,datos[1000];
inti,j,x1,y1;
time_tt_old, t_act;
char men_tiempo[40],men_AD[40],men_mV[40],men_Abs[40];

max1=0.; /* inicializa el m ximo */

max2=0.; /* inicializa el m ximo */

busco_max=1; [* primero el primer m ximo */
start=clock(); /* inicio tiempo de an lisis */

clrscr(); /* borrar pantalla */
initgraph(&gdriver, &gmode, "c:\\tc\\bgi\\");

setcolor(GREEN);

seffillstyle(1,BLACK);
outtextxy(160,180, "  An lisis de Nitritos");
/* espera (tiempo de espera) en segundos */
t_old=time(NULL);
do {t_act=time(NULL);
incf=difftime(t_act,t_old);
bar(380,200,600,250);
sprintf(men_tiempo, "Tiempo de espera del pico: %3.1f",incf);
outtextxy(170,225, men_tiempo);
} while (incf<t_espera);
cleardevice();
setcolor(WHITE);
menu();
ejey();
ejex();
for (j=0;j<600;j++) /* realizamos 600 lecturas */

datos[j]=lectura();

if (tipo_anal==0) /* lectura media 100 A/D 10 veces */
for(i=0;i<9;i++) datos[j]+=lectura(); /* suma 9 lecturas m s */
datosl[j]l/=10; /* media de 10 lecturas de 100 datos */
}
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if (tipo_anal==1) /* lectura media 100 A/D 20 veces */
for(i=0;i<34;i++) datos[j]+=lectura(); /* suma 34 lecturas m s*/
datosl[j]/=35; /* media de 35 lecturas de 100 datos */
tiempo=clock();

tiempos[jl=(tiempo-start) / CLK_TCK; /* tiempo analisis */
x1=35+;

y1=430-datos|j]/5;

putpixel(x1,y1,EGA_WHITE); /* dibuja el punto */

/* escribe resultados por pantalla */
seffillstyle(1,BLACK);
bar(0,460,640,479);
setcolor(GREEN);
sprintf(men_tiempo, "Tiempo: %f", tiemposi[j]);
sprintf(men_AD, "AD: %f", datos][j]);
sprintf(men_mV, "mV: %f", datos[j]*0.526);
sprintf(men_Abs, "Absorbancia: %f",(datos[j]“0.0005265-0.0186)/1.009);
outtextxy( 10,465, men_tiempo);
outtextxy(160,465, men_AD);
outtextxy(310,465, men_mV);
outtextxy(460,465, men_Abs);
setcolor(WHITE);

/* busca el m ximo */

if (busco_max==1)

if ( datos[j] > max1)

{
t_max1=tiemposjJ;
max1=datos][j];

}
if ((>10) && (datos[j-10] > datos[j]) && (datos[j]>40)) busco_max=0;

}
if ((busco_max==0) && (datos[j]>datos[j-8])) busco_max=2;
if (busco_max==2)

if ( datos[j] > max2 )
{
t_max2=tiemposljJ;
max2=datosl[j];

}
Absorlj]=(datos[j]“0.0005265-0.0186)/1.009;
if (busco_max==1)

{

sprintf(men_Abs, "EI m ximo del pico1 es: %f",(max1*0.0005265-0.0186)/1.009);
outtextxy( 380,55, men_Abs);

sprintf(men_Abs, "El tiempo del m ximo1 es: %f",t_max1);

outtextxy( 380,70, men_Abs);

}

if (busco_max==2)

{

sprintf(men_Abs, "EI m ximo del pico2 es: %f",(max2*0.0005265-0.0186)/1.009);
outtextxy( 380,85, men_Abs);

sprintf(men_Abs, "El tiempo del m ximo2 es: %f",t_max2);

outtextxy( 380,100, men_Abs);

return;

}

/

Subrutina que guarda los datos en fichero
/

void guardar_datos()
{
time_t segns_ara;
char fichero[33];
int j;
struct tm *time_ara;
FILE *nombre;
/* crea el nombre del fichero de datos en funci¢n dia,mes,hora,minuto dat */
tzset();
time(& segns_ara);
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time_ara = localtime(& segns_ara);

strftime(fichero, 33, "c:\\datosact\%d%m%H%M.dat", time_ara);

nombre=fopen(fichero,"w");
[* escribe datos en fichero */

for (j=0;j<600;j++)

fprintf(nombre," %f4 %f5 %f4 \n", tiempos]j],Absor][j],Absorf(j]);

fclose(nombre);
return;

}

/

Subrutina que filtra datos con la media movil de siete puntos
/

void filtrar_datos()
{
float A;
intij;
Absorf[0]=Absor[0];
Absorf[1]=(Absor[0]+Absor[1]+Absor[2])/3.;
Absorf[2]=(Absor{0]+Absor{1]+Absor[2]+Absor[3]+Absor[4])/5.;
for (j=3;j<597;j++)

{

A=0;
for (i=0;i<7;i++) A+=Absor[j+i-3];
Absorflj]=A/7.;

}
Absorf[597]=(Absor[595]+Absor[596]+Absor[597]+Absor[598]+Absor[599])/5.;
Absorf[598]=(Absor[597]+Absor[598]+Absor[599])/3.;
Absorf[599]=Absor[599];
return;

}

/

Subrutina que dibuja los datos filtrados con ljneas

/
void grafica()

int j,x1,y1;

char men_Abs[40];

float p;

x1=35;

p=430-Absorf[0]*400/escala; /* calcula y1 de absorcion filtrada */
y1=p;

movéto(x1 y1); /* dibuja el primer punto */
for (j=1;j<600;j++) /* dibujamos 599 lecturas */
{

x1=j+35;

p=430-Absorf[j]*400/escala; /* calcula y1 de absorcion filtrada */
y1=p;
lineto(x1,y1); /* dibuja la linea al siguiente punto */

if (busco_max==1)

sprintf(men_Abs, "EI m ximo del pico1 es: %f",(max1*0.0005265-0.0186)/1.009);
outtextxy( 380,55, men_Abs);

sprintf(men_Abs, "El tiempo del m ximo1 es: %f",t_max1);

outtextxy( 380,70, men_Abs);

if (busco_max==2)

{

sprintf(men_Abs, "EI m ximo del pico2 es: %f",(max1*0.0005265-0.0186)/1.009);
outtextxy( 380,55, men_Abs);

sprintf(men_Abs, "El tiempo del m ximo2 es: %f",t_max1);

outtextxy( 380,70, men_Abs);

}

return;

}

/

Subrutina que busca el m ximo para el calibrado

/
void buscar_maximo ()

{

inti;
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max1=0.0; [*inicializaci¢n del m ximo*/
for (i=0;i<599;i++) if (Absorf[i]>max1) max1=Absorf[i];
return;

}

/

Subrutina que amplia la escala del pico

/
void aumentar_escala()

cleardevice();
escala=escala*2.0;
menu();

ejex();

ejey();

grafica();

return;

}

/

Subrutina que disminuye la escala del pico

/
void disminuir_escala()

cleardevice();
escala=escala/2.0;
menu();

ejex();

ejey();

grafica();

return;

}

/

Subrutina dibuja eje x

void ejex()

{

intij;

char label[10];
line(35,430,635,430);
for (i=0;i<6;i++)

{
sprintf(label,"%3.0f",t_espera+7.8%i);
outtextxy(25+i*100,450,label);
line(35+i*100,430,35+i*100,445);
for(j=1;j<10;j++) line(35+100%+10%},430,35+100%+10%,435);

}
line(635,430,635,445);
sprintf(label,"%3.0f",t_espera+46.8);
outtextxy(615,450,label);
setcolor(YELLOW);
outtextxy(452,450,"Tiempo(s)");
setcolor(WHITE);

return;

}

/

Subrutina dibuja eje y

void ejey()

inti,j;

char label[10];
line(35,30,35,430);
for (i=0;i<5;i++)

{
sprintf(label,"%3.2f",(1-0.2*i)*escala);
outtextxy(0,20+80%i,label);
line(20,30+80%,35,30+80%i);
for(j=1;j<10;j++) line(31,30+80*i+8*j,35,30+80*+8%));

sprintf(label,"%3.2f",0.0);
outtextxy(0,420,label);
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line(20,430,35,430);

setcolor(YELLOW);

outtextxy(0,60,"Abs");

setcolor(WHITE);
return;

}

/

Subrutina para el ¢ Iculo de la concentraci¢n

void calculo()

{
inti;
float concentracion=0.0;
char linea[160];
if(rango==0)

bajas2();

leer_grafica();

filtrar_datos();

guardar_datos();

for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo();

alturas_max[6]=max1;

if(max1>1.5)  /*corte rango bajo*/

cleardevice();

printf("\n\n\n\n La concentraci¢n de la muestra no est en el rango \n");
delay(5000);

rango=1;

altas2();

leer_grafica();

filtrar_datos();

guardar_datos();

for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-BlancoZ2][i];
buscar_maximo();

alturas_max[7]=max1;

}

else

{

altas2();

leer_grafica();

filtrar_datos();

guardar_datos();

for (i=0;i<600;i++) Absorfli]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo();

alturas_max[8]=max1;

if(max1<0.3) /*corte rango alto*/

cleardevice();

printf("\n\n\n La concentraci¢n de la muestra no est en el rango \n");
delay(5000);

rango=0;

bajas2();

leer_grafica();

filtrar_datos();

guardar_datos();

for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-BlancoZ2][i];
buscar_maximo();

alturas_max[9]=max1;

}
if (rango==0)
{
concentracion=(max1-b[0])/b[1];
cleardevice();
printf("\n\n\n La concentraci¢n de la muestra es: %f", concentracion);
delay(10000);
}
else
{
concentracion=(-a[1]+sqrt(a[1]*a[1]-4*a[2]*(a[0]-max1)))/(2*a[2]);
cleardevice();
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printf("\n\n\n La concentraci¢n de la muestra es: %f", concentracion);
delay(10000);

sprintf(linea,"Concentraci¢n: %8.3f ",concentracion);
guarda_mensaje( linea, "C:\\datos\\resulta.dat");
return;

}

/

Subrutina dibuja menu gr fico

void menu()

seftfillstyle(1,BLUE);
bar(25,0,639,18);
setcolor(LIGHTGREEN);
outtextxy(26,5,"F1");
outtextxy(80,5,"F2");
outtextxy(135,5,"Ctrl C");
outtextxy(190,5,"F4");
outtextxy(275,5,"F5");
outtextxy(410,5,"F6");
outtextxy(565,5,"F7");
setcolor(YELLOW);
outtextxy(41,5,"lav1");
outtextxy(95,5,"lav2");
outtextxy(150,5,"stop");
outtextxy(205,5,"nitritos");
outtextxy(290,5,"ampliar escala");
outtextxy(425,5,"disminuir escala");
outtextxy(580,5,"fichero");
setcolor(WHITE);

return;
}
/

Subrutina que da un primer menu en formato texto

/

void escribir_menu()
clrscr();
printf("\n\n Teclas de funci¢n \n\n\n");
printf(" F1 : lavado especial 1 \n");
printf(" F2 : lavado especial 2 \n");
printf(" F3 : anlisis rango bajo \n");
printf(" F4 : anlisis rango alto \n");
printf(" F5 : aumentarescala \n");
printf(" F6 : disminuir escala \n");
printf(" F7 : borrar pantalla \n");
printf(" F8 : guardar datos en fichero \n");
printf(" F9 : hacercero\n");
printf(" CTRLC : salir\n");
printf(" ALTF1: calibraci¢gn1 \n");
printf(" ALTF2: calibraci¢n2 \n");
printf(" ALTF3: monitorizaci¢n \n");
printf(" ALTF4: ambientaci¢n de un canal determinado\n");
printf(" canales 1, 2, 4, 5y 6\n");
printf(" ALTF5: prueba zona baja de concentraci¢n\n");
printf(" ALTF6: prueba zona alta de concentracion\n");
printf(" ALTF7 :  prueba de c Iculo\n");
return;
}

/
Subrutina actuaciones desde el teclado

void selectmenu(void)

int tecla,m;
if(bioskey(1)==0) return;
tecla=bioskey(0);
switch(tecla){
case F1:
lavado_especial1();
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clrscr();
escribir_menu();

break;

case F2:
lavado_especial2();
clrscr();
escribir_menu();

break;

case F3:
bajas5(); /*an lisis de nitritos por canal 2*/
leer_grafica();
cleardevice();
filtrar_datos();
escribir_menu();

break;

case F4:
altas2();
leer_grafica();
cleardevice();
filtrar_datos();
escribir_menu();

break;

case F5:
aumentar_escala();

break;

case F6:
disminuir_escala();

break;

case F7:
cleardevice();
menu();

break;

case F8:
guardar_datos();
printf("\n\n\n\n Estoy grabando el fichero \n");

break;

case F9:
hacer_cero();
clrscr();
escribir_menu();

break;

case CTRLC:
fi=0;

break;

case ALTF1:
calibracion1();
escribir_menu();

break;

case ALTF2:
calibracion2();
escribir_menu();

break;

case ALTF3:
monitorizacion();
escribir_menu();

break;

case ALTF4:
clrscr();
printf("\n\n\n\n\n Escribe el canal a limpiar ");

m=getche()-48; /* convierte ASCII del 0 al 9 en n£mero*/

limpieza(m);
escribir_menu();

break;

case ALTF5:
prueba();
escribir_menu();

break;

case ALTF6:
prueba2();
escribir_menu();

break;

case ALTF7:
prueba();
prueba2();
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calculo();
escribir_menu();
break;
case ALTF8:
default:
break;
}
return;

}

/

Subrutina que limpia un canal seleccionado de la v Ivula para trabajar

void limpieza (int m)

/* definiciones locales */

if (m==1)
{
lav1();
printf("\n\n\n\n\ He limpiado el canal 1 \n");
}
if (m==2) lav2();
if (m==4) lav4();
if (m==5) lav5();
if (m==6) lav6();
return;
}

/
Subrutina que prepara el canal 1-agua con cido-CARRIER para trabajar

void lav1(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];

inti;
comunica_bur(velo_30_bur, respuesta);
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

comunica_val(val_pos1, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_200_bur, respuesta);
esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0, respuesta);
esperar_bur();

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
esperar_bur();
return;

}

/

Subrutina que prepara el canal 2-patr¢n para trabajar

void lav2(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];

inti;
comunica_bur(velo_30_bur, respuesta);
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

comunica_val(val_pos2, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_200_bur, respuesta);
esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta);

376



Apéndice 2

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0, respuesta);
esperar_bur();

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
esperar_bur();
return;

}

/
Subrutina que prepara el canal 4-reactivo para trabajar

void lav4(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];

inti;
comunica_bur(velo_30_bur, respuesta);
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_200_bur, respuesta);
esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0, respuesta);
esperar_bur();

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
esperar_bur();
return;

}

/
Subrutina que prepara el canal 5-patr¢n para trabajar

void lav5(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];

inti;
comunica_bur(velo_30_bur, respuesta);
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

comunica_val(val_pos5, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_200_bur, respuesta);
esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0, respuesta);
esperar_bur();

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
esperar_bur();
return;

}

/
Subrutina que prepara el canal 6-patr¢n para trabajar

void lavé(void)

/* definiciones locales */
char respuesta[20];
inti;
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comunica_bur(velo_30_bur, respuesta);
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

comunica_val(val_pos6, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_200_bur, respuesta);
esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0, respuesta);
esperar_bur();

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
esperar_bur();
return;

}

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-3.0 ppm para el blanco(agua)

void bajas1(void)

/* definiciones locales */
char respuesta[20];

comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_180pasos_bur, respuesta); /*Agua*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/

esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);

return;

}

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-3.0 ppm para el patr¢n de 0.05ppm

void bajas2(void)

/* definiciones locales */
char respuesta[20];

comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);
comunica_val(val_pos4, respuesta);
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comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos2, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_180pasos_bur, respuesta); /*Patr¢n de 0.05 ppm*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/

esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);

return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-3.0 ppm para el patr¢n de 1ppm

void bajas5(void)

/* definiciones locales */
char respuesta[20];

comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos5, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_180pasos_bur, respuesta); /*Patr¢n de 1ppm*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/

esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);

return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-3.0 ppm para el patr¢n de 2ppm

void bajas6(void)

/* definiciones locales */
char respuesta[20];

comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);
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comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos6, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_180pasos_bur, respuesta); /*Patr¢n de 2ppm*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/

esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);

return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-20.0 ppm para el blanco (agua destilada)

/
void altas1(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];
comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);
comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos1, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta); /*Agua*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos1, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-20.0 ppm para el patr¢n 2ppm

void altas6(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];
comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);
comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
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printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos6, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta);  /*Patr¢n de 2ppm*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/

esperar_bur();

comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);

return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-20.0 ppm para el patr¢n 10ppm

void altas2(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];
comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);
comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos2, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta);  /*Patr¢n de 10ppm*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos1, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa an lisis de nitritos
rango 0.0-20.0 ppm para el patr¢n 20ppm

void altas5(void)

/* definiciones locales */
char respuesta[20];
comunica_bur(velo_35_bur, respuesta);
comunica_val(val_pos4, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
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esperar_bur();

comunica_val(val_pos5, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_30pasos_bur, respuesta);  /*Patr¢n de 20ppm*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Vol reactivo constante*/
esperar_bur();

comunica_val(val_pos1, respuesta);

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(carg_15pasos_bur, respuesta); /*Agua*/
esperar_bur();
comunica_val(val_pos3, respuesta); /*Llenado por izq y salida al detector*/

comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(carg_inv_bur_1300, respuesta);
return;
}
/
Subrutina que ejecuta programa PRUEBA de calibraci¢n en la zona baja
/

void prueba(void)

/* definiciones locales */

inti;
printf("Agua \n");
[*bajas1();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Blanco1[i]=Absorf[i];
delay(5000);
printf("Patr¢n de 0.05ppm \n");
/* bajas2();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo();
Absmax[0]=max1; /*abs max 0.05ppm*/
alturas_max[0]=max1;
printf("\n La abs max de 0.05ppm es: %f", max1);
delay(5000);
printf("Patr¢n de 1.0ppm \n");
[*bajas5();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1([i];
buscar_maximo(); /*subrutina que busca el maximo*/
Absmax[1]=max1; /*abs max 1.0 ppm*/
alturas_max[1]=max1;
printf("\n La abs max de 1.0ppm es: %f", max1);
delay(5000);
printf("Patr¢n de 2.0ppm \n");
[*bajas6();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo(); /*subrutina que busca el maximo*/
Absmax[2]=max1; /*abs max 2.0 ppm*/
alturas_max[2]=max1;
printf("\n La abs max de 2.0ppm es: %f", max1);
delay(5000);
cleardevice();
calibrado_lineal(); /*subrutina de minimos cuadrados*/
delay(10000);
return;
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/

Subrutina que ejecuta programa PRUEBA2 de calibraci¢n en la zona alta

/
void prueba2(void)

/* definiciones locales */

inti;
printf("Agua \n");
[*altas1();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Blanco2[i]=Absorf[i];
delay(5000);
printf("Patr¢n de 2.0ppm \n");
[* altas6();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco2[i];
buscar_maximo();
Absmax[0]=max1; /*abs max 2.0ppm*/
alturas_max[3]=max1;
printf("\n La abs max de 2.0ppm es: %f", max1);
delay(5000);
printf("Patr¢n de 10.0ppm \n");
[*altas2();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-BlancoZ2][i];
buscar_maximo(); /*subrutina que busca el maximo*/
Absmax[1]=max1; /*abs max 10.0 ppm?*/
alturas_max[4]=max1;
printf("\n La abs max de 10.0ppm es: %f", max1);
delay(5000);
printf("Patr¢n de 20.0ppm \n");
[*altas5();*/
leer_grafica();
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-BlancoZ2][i];
buscar_maximo(); /*subrutina que busca el maximo*/
Absmax[2]=max1; /*abs max 20.0 ppm*/
alturas_max[5]=max1;
printf("\n La abs max de 20.0ppm es: %f", max1);
delay(5000);
cleardevice();
calibrado_orden2(); /*subrutina de ajuste cuadr tico*/
delay(10000);
return;

Subrutina que ejecuta programa de calibraci¢n

void calibracion1(void)
/* definiciones locales */
inti;
/*ciclo de limpieza inicial con cido*/

printf("Limpieza sistema, portador por todos los canales  \n");

[*lavado_especial1();*/
clrscr();

[*calibraci¢n zona inferior de concentraci¢n 0.0-3.0 ppm*/
printf("Calibrado zona 0.0-3.0ppm de nitritos ~ \n");
delay(20000);
clrscr();

/*ciclo de ambientaci¢n para cada canal*/
printf("Ambientaci¢n de los 5 canales de trabajo \n");
lav1();
lav2();
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lava();
lav5();
lave();
clrscr();
[*inyecci¢n de cada patr¢n*/
FIN=0;
do {
printf("Agua \n");
bajas1();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Blanco1[i]=Absorf[i];
cleardevice();
printf(""Quieres repetir el an lisis de Oppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
FIN=0;
do {
printf("Patr¢n de 0.05ppm \n");
bajas2();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo();
Absmax[0]=max1;
alturas_max[0]=max1;
cleardevice();
printf(""Quieres repetir el an lisis de 0.05ppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
FIN=0;
do

{

printf("Patr¢n de 1.0ppm \n");

bajas5();

leer_grafica();

delay(2000);

filtrar_datos();

for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo();

guardar_datos();

Absmax[1]=max1;

alturas_max[1]=max1;

cleardevice();

printf(""Quieres repetir el an lisis de 1.0ppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;

}
while (FIN==0);
FIN=0;
do {
printf("Patr¢n de 2.0ppm \n");
bajas6();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco1[i];
buscar_maximo();
guardar_datos();
Absmax[2]=max1;
alturas_max[2]=max1;
cleardevice();
printf(""Quieres repetir el an lisis de 2.0ppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
calibrado_lineal(); /*subrutina de ajuste por minimos cuadrados*/
guardar_calibrado1();
return;

}
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[*calibraci¢n zona superior de concentraci¢n 0.0-20.0 ppm*/
void calibracion2(void)

/* definiciones locales */

int i;
printf("Calibrado zona 0.0-20.0ppm de nitritos \n");
clrscr();

[*ciclo de ambientaci¢n para cada canal*/

printf("Ambientaci¢n de los 2 nuevos canales de trabajo \n");

delay(20000);
lav2();
lav5();
clrscr();
[*inyecci¢n de cada patr¢n*/
FIN=0;
do {
printf("Agua \n");
altas1();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Blanco2[i]=Absorf[i];
clrscr();
printf(""Quieres repetir el an lisis de Oppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
FIN=0;
do {
printf("Patr¢n de 2.0ppm \n");
altas6();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco2[i];
buscar_maximo();
Absmax[3]=max1;
alturas_max[3]=max1;
clrscr();
printf(""Quieres repetir el an lisis de 2ppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
FIN=0;
do {
printf("Patr¢n de 10.0ppm \n");
altas2();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-Blanco2]i];
buscar_maximo();
Absmax[4]=max1;
alturas_max[4]=max1;
clrscr();
printf(""Quieres repetir el an lisis de 10ppm? (s/n) \n\n");
if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
FIN=0;
do {
printf("Patr¢n de 20.0ppm \n");
lav5();
altas5();
leer_grafica();
delay(2000);
filtrar_datos();
guardar_datos();
for (i=0;i<600;i++) Absorf[i]=Absorf[i]-BlancoZ2]i];
buscar_maximo();
Absmax[5]=max1;
alturas_max[5]=max1;
clrscr();
printf(""Quieres repetir el an lisis de 20ppm? (s/n) \n\n");

385



Nuevas estrategias para la gestién de fluidos

if(si_o_no()==0) FIN=1;
} while (FIN==0);
calibrado_orden2(); /*subrutina regresi¢n segundo orden*/
guardar_calibrado2();
return;

}

/

Subrutina que realiza la calibraci¢n lineal

void calibrado_lineal(void)
{
inti;
float xmedia=0.0, ymedia=0.0,x[5],sxx=0.0,syy=0.0,sxy=0.0;
x[0]=0.05;
x[1]=1.0;
X[2]=2.0;
for (i=0;i<3;i++)
{
xmedia+=x[i]/3.0; /* media de las x */
ymedia+=Absmax[i]/3.0; /* media de las y */

for (i=0;i<3;i++)

{

sxx=sxx+(x[i]-xmedia)*(x[i]-xmedia);
syy=syy+(Absmax[i]-ymedia)*(Absmax[i]-ymedia);
sxy=sxy+(x[i]-xmedia)*(Absmax[i]-ymedia);

b[1]=sxy/sxx; /* pendiente */
b[0]=ymedia-b[1]*xmedia; /* ordenada en el origen */
b[3]=sxy/sqrt(sxx*syy); [/* coeficiente de regresi¢n */
printf("\n\n\n La pendiente es: %f", b[1]);

printf("\n La ordenada en el origen: %f", b[0]);
printf("\n El coeficiente de regresi¢n: %f", b[3]);
return;

}

/

Subrutina que realiza la calibraci¢n de segundo orden
/

void calibrado_orden2()

{

a[2]=0.0;

a[1]1=0.0;

a[0]=0.0; /*inicializaci¢n variables*/
a[0]=(Absmax[5]-2.25*Absmax[4]+1.25*Absmax[3])/180.0;
a[1]=(Absmax[5]-Absmax[4]-300.0*a[0])/10.0;
a[2]=Absmax[3]-4.0*a[0]-2.0*a[1];
printf("\n\n\n EIl coeficiente de segundo orden es, a0 es: %f", a[0]);
printf("\n El coeficiente de primer orden, a1 es: %f", a[1]);
printf("\n EI primer coeficiente, a2 es: %f",a[2]);
return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa de monitorizaci¢n

/
void monitorizacion()

/*ciclo de limpieza inicial con cido*/

printf("Limpieza sistema, portador por todos los canales \n");
[*lavado_especial2();*/
clrscr();
[*ciclo de ambientaci¢n para los canales 2*/
FIN=0;
do

printf("Ambientaci¢n del canal de trabajo \n");
lav2();
clrscr();

*an lisis*/
printf("\n\n\n Muestra \n"); /*an lisis de 1 muestra®/
delay(5000);
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calculo(); /*subrutina de control y c Iculo de concentracion®/
printf("” Quieres analizar otra muestra ? (S/N)");
if (si_o_no()==0) FIN=1;

while (FIN==0);
return;

}

/

Subrutina que ejecuta programa para hacer el cero

/
void hacer_cero(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];
comunica_bur(velo_20_bur, respuesta);
comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();
comunica_val(val_pos3, respuesta);
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();
return;

}

/

Subrutina que limpia el sistema cogiendo agua por la izquierda
y sale por los canales 1,2,3,4,5y 6

/
void lavado_especial1(void) /*limpia todos los canales 1,2,3,4,5,6, dos veces*/

/* definiciones locales */
char respuesta[20];
inti;
comunica_bur(velo_20_bur, respuesta);
for (i=0;i<3;i++)
{
comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();
comunica_val(val_pos1, respuesta); /*canal 1*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();
}
for (i=0;i<1;i++)
{
comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();
comunica_val(val_pos2, respuesta); [*canal 2*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();
}
for (i=0;i<1;i++)
{
comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();
comunica_val(val_pos3, respuesta); [*canal 3%/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);
printf("%s\n", respuesta);
comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

{

comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();

comunica_val(val_pos4, respuesta); [*canal 4*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
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esperar_bur();

}

for (i=0;i<1;i++)

{

comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();

comunica_val(val_pos5, respuesta); [*canal 5%/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

{

comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();

comunica_val(val_pos6, respuesta); [*canal 6*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();

return;

}

/

Subrutina que limpia el sistema cogiendo agua por la izquierda y los canales 2y 5

void lavado_especial2(void) /*limpia los canales 2,5,6, dos veces*/

/* definiciones locales */

char respuesta[20];

inti;
comunica_bur(velo_20_bur, respuesta);
for (i=0;i<1;i++)

comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();

comunica_val(val_pos2, respuesta); /*canal 2*/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();

for (i=0;i<1;i++)

{

comunica_bur(carg_inv_3000,respuesta); /* Coge 2.5 ml de agua de la izquierda */
esperar_bur();

comunica_val(val_pos5, respuesta); [*canal 5%/
comunica_val(posicion_valvula, respuesta);

printf("%s\n", respuesta);

comunica_bur(desc_a0d,respuesta); /* Sale agua para el detector */
esperar_bur();

return;

}
void lectura_calibrados(void)

{

FILE *obert;

char linea[150];

if ( access("c:\\datos\\calibra1.dat",0) == 0 &&
access("c:\\datos\\calibra2.dat",0) == 0 &&
access("c:\\datos\\blanco1.dat",0) == 0 &&
access("c:\\datos\\blanco2.dat",0) == 0 )

printf("” Quieres utilizar los ficheros de calibrados existentes ? (S/N)");
if (si_o_no()==0) return;
obert=fopen("c:\\datos\\calibra1.dat","rt");
/*En primer lugar se lee la ljnea y despu,s se traduce a n£meros*/
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &b[0]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &b[1]);
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fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &b[3]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &alturas_max|[0]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &alturas_max[1]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &alturas_max[2]);
fclose(obert);
obert=fopen("c:\\datos\\calibra2.dat","rt");

/*En primer lugar se lee la ljnea y despu,s se traduce a n£meros*/

fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &a[0]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &a[1]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &a[2]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &alturas_max[3]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &alturas_max[4]);
fgets(linea,sizeof(linea),obert);
sscanf(linea,"%f", &alturas_max[5]);
fclose(obert);

obert=fopen("c:\\datos\\blanco1.dat","rb");
fread(&Blanco1,sizeof(Blanco1),1,obert);

fclose(obert);

obert=fopen("c:\\datos\\blanco2.dat","rb");
fread(&Blanco2,sizeof(Blanco2),1,obert);

fclose(obert);

}

else

{
sound(500);

printf("!!!Atenci¢n--- No existe fichero de calibrados");

delay(5000);
nosound();

}
return;
}

void guardar_calibrado1(void)

{
FILE *obert;

obert=fopen("c:\\datos\\calibra1.dat","wt");

fprintf(obert,"%f\n", b[0]);

fprintf(obert,"%f\n", b[1]);

fprintf(obert,"%f\n", b[3]);

fprintf(obert,"%f\n", alturas_max[0]);

fprintf(obert,"%f\n", alturas_max[1]);

fprintf(obert,"%f\n", alturas_max[2]);
fclose(obert);

obert=fopen("c:\\datos\\blanco1.dat","wb");
fwrite(&Blanco1,sizeof(Blanco1),1,0bert);

fclose(obert);
return;

void guardar_calibrado2(void)

{
FILE *obert;

obert=fopen("c:\\datos\\calibra2.dat","wt");

fprintf(obert,"%f\n", a[0]);

fprintf(obert,"%f\n", a[1]);

fprintf(obert,"%f\n", a[2]);

fprintf(obert,"%f\n", alturas_max[3]);

fprintf(obert,"%f\n", alturas_max[4]);

fprintf(obert,"%f\n", alturas_max[5]);
fclose(obert);

obert=fopen("c:\\datos\\blanco2.dat","wb");
fwrite(&Blanco2,sizeof(Blanco2),1,0bert);

fclose(obert);
return;

}
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int si_o_no(void)

char ch=0;

while (ch!='N' && ch!='n' && ch!='S' && ch!='s') ch=bioskey(0);
if (ch=='N"|| ch=="n") return O;

if (ch=="S' || ch=='s") return 1;

return 2;

}

/
void guarda_mensaje( char *mensaje, char *fichero)
{
FILE *stream;
time_t Itime;
char la_frase[160];
time (&ltime);
sprintf(la_frase,"%s %s\n",ctime( &ltime ), mensaje);
la_frase[24]=32;
stream = fopen( fichero, "a+");
fprintf(stream,"%s", la_frase);
fclose(stream);
return;

}

/
Programa principal que comanda el SIA de EASI

int main(void)

/* definiciones locales */

char respuesta[20];

/* inicializa el COM4 */

_bios_serialcom(_COM_INIT, COM4, SETTINGS1);
clrscr();
lectura_calibrados();
clrscr();
comunica_val(init_val, respuesta); /* inicializa v Ivula */
esperar_val();
comunica_bur(init_bur_der, respuesta);  /* inicializa bureta */
esperar_bur();

escribir_menu();

do

selectmenu();

}

while (fi==1);
closegraph();

return O;

}
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Programa en BASIC para la gestion del sistema de andlisis SIA de ion

cadmio

9.3 Descripcion

Este programa permite la gestion de la bomba, la gestion de las valvulas y la frecuencia de
oscilacion de la valvula de tres vias.
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REM MIREIA

REM SEM CONTROLADOR DE POSICAO

REM

DECLARE SUB porta (p, VA)
DECLARE SUB aspirar (VEL, tact, t1, p, FLAG)
DECLARE SUB bombear (VEL, t1, p, FLAG)

port% = &H220

10 CLS
SCREEN 10
OUT port% + 13, 63

REM ***xxssxsssrixsssixsx NEFINITIO DO ECR

WINDOW (1000, 1000)-(0, 0)
LINE (0, 0)-(1000, 1000), , B

LINE (10, 900)-(990, 985), , B

LINE (640, 50)-(965, 320), , B

LOCATE 2, 22: PRINT "PROGRAMA DE CONTROLO DO SISTEMA SIA"
LOCATE 4, 4: PRINT "PORTA (1 to 8)"

LOCATE 4, 25: PRINT "TEMPO (s)"

LOCATE 4, 40: PRINT "VEL ROTA. (0-48)"

LOCATE 4, 60: PRINT "DIRECIIAO (i/a)"

LOCATE 19, 56: PRINT "TEMPO"

LOCATE 22, 62: PRINT "CICLO"

LOCATE 19, 69: PRINT "PORTA"

REM ***xxxssssrrrsx S ARACTERISTICAS DO QUADRo******************

DIM col(4) 'define um vector de colunas para os dados no ecr,
DATA 10,27,45,65
FORc=1TO4
READ p
col(c)=p
NEXT ¢
RESTORE
REM*****************INICIALIZADDO DE VARITVEIS*****************

DIM QUA(15, 4) 'este quadro vai conter os valores das vari veis
FORI1=1TO 15

FORK=1TO 4

QUA(ILK)=0

NEXT K
NEXT |

REM ENTRADA DE DADOS
KLIN = 6
DO
11 LOCATE KLIN, col(1): INPUT " ", DADO$
IF DADO$ = " THEN EXIT DO
IF DADOS$ <> "1" AND DADO$ <> "2" AND DADOS$ <> "3" AND DADO$ <> "4" AND DADO$ <> "5" AND DADO$ <> "6"
AND DADO$ <> "7" AND DADOS$ <> "8" THEN
BEEP
LOCATE KLIN, col(1): PRINT SPACE$(6)
GOTO 11
END IF
DADO = VAL(DADOS$)
QUA(KLIN - 5, 1) = DADO
22 LOCATE KLIN, col(2): INPUT ", x
IF x <0 THEN
BEEP
LOCATE KLIN, col(2): PRINT SPACE$(6)
GOTO 22
END IF
QUA(KLIN - 5, 2) = x
33 LOCATE KLIN, col(3): INPUT " ", y
IFy<0ORYy >48 THEN
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BEEP
LOCATE KLIN, col(3): PRINT SPACE$(6)
GOTO 33
END IF
QUA(KLIN -5,3) =y
55 LOCATE KLIN, col(4): INPUT " ", b$
IF LCASES$(b$) <> "a" AND LCASES$(b$) <>"i" THEN
BEEP
LOCATE KLIN, col(4): PRINT SPACES$(6)
GOTO 55
END IF
IF LCASES$(b$) = "a" THEN QUA(KLIN - 5,4) =0
IF LCASES$(bS) = "i" THEN QUA(KLIN - 5, 4) = 1
KLIN = KLIN + 1
LOOP
3 LOCATE 20, 5: INPUT "Numero de ciclos ? ", CICLO
LOCATE 19, 5: INPUT "%tempo activo?", tact

REM**exxmeemesEXECULIIO DAS INSTRUL™ES

FOR CIC =1 TO CICLO
FLAG =0
LOCATE 23, 64: PRINT CIC
FORLIN =1 TO (KLIN - 6)
OUT port% + 13, 63
QUA(0, 1) =1
f=QUA(LIN, 4)
p = QUA(LIN, 1)
g = (KLIN - 6)
h=QUA(g, 1)
VA =QUA(LIN-1,1)
CALL porta(p, VA)

LOCATE 20, 71: PRINT p
VEL = QUA(LIN, 3)
t1 = QUA(LIN, 2)

IF FLAG =1 THEN
OUT port% + 14, 0
FOR xxx =1 TO 1000
NEXT xxx
OUT port% + 13, (63 -16 - 1)
GOTO 16
END IF
IF QUA(LIN, 4) =1 THEN CALL bombear(VEL, t1, p, FLAG)
IF QUA(LIN, 4) = 0 THEN CALL aspirar(VEL, tact, t1, p, FLAG)

IF p=1THEN

FOR I = 1 TO 10000: NEXT |
OUT port% + 13, (63 - 32)
FOR | =1 TO 10000
NEXT |

END IF

IF FLAG =1 THEN
OUT port% + 14, 0
FOR xxx =1 TO 1000
NEXT xxx
OUT port% + 13, (63 -16- 1)
GOTO 16
END IF
OUT port% + 14, 0
FOR xxx =1 TO 10000
NEXT xxx
LOCATE 20, 71: PRINT SPACE$(5)
NEXT LIN
OUT port% + 13, (63 -16 - 1)
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FOR qgqq =1 TO (7 - Vn) * 14000: NEXT qqq

OUT port% + 13, 63

NEXT CIC
16 LOCATE 20, 71: PRINT SPACE$(4)

LOCATE 23, 64: PRINT SPACE$(5)

LOCATE 20, 5: PRINT SPACE$(40)
LOCATE 19, 5: PRINT " "
1 BEEP
LOCATE 18, 5: INPUT "Alterar as conditoes (s/n) ? ", D$
IF LCASES$(D$) <> "s" AND LCASES$(D$) <> "n" THEN

LOCATE 18, 33: PRINT SPACE$(6)
GOTO 1

END IF
IF LCASE$(DS$) = "s" THEN

cont = KLIN -1

GOTO 2
END IF
LOCATE 18, 5: PRINT SPACE$(40)
IF LCASE$(D$) = "n" THEN

GOTO 3
END IF
2 LOCATE 18, 5: PRINT SPACE$(40)
66 BEEP
LOCATE 22, 5: INPUT "Alterar quadro ou fazer um novo (a/n)? ", n$
IF LCASES$(n$) <> "n" AND LCASES$(n$) <> "a" THEN
LOCATE 22, 5: PRINT SPACE$(42)

GOTO 66
END IF
IF LCASE$(n$) = "a" THEN 4000
IF LCASE$(n$) = "n" THEN 10

STOP

REM***xxssxxsrrxssrsxxGLUB ROTINA DA PORTA **krtkikkkikthss

REM****xssxxsrrxssrsxxGLUB ROTINA BOMBEAR*****kxskikhkikkkkk
REM**rxxxssssrrsrrsssxGLUB ROTINA ASPIRAR H****kkkktbkkkiiiirs

REM ******************ALTERA770 DE QUADRO********************
4000
LOCATE 22, 5: PRINT SPACE$(45)
FORhh=1TOcont-5
LOCATE hh + 5, col(1): INPUT " ", DADO$
IF DADO$ <> "" THEN
DADO = VAL(DADOS)
QUA(hh, 1) = DADO
END IF
LOCATE hh + 5, col(2): INPUT " ", x$
IF x$ <>"" THEN
x = VAL(x$)
QUA(hh, 2) = x
END IF
LOCATE hh + 5, col(3): INPUT " ", y$
IF y$ <> " THEN
y = VAL(y$)
QUA(hh, 3) = y
END IF

LOCATE hh + 5, col(4): INPUT " ", b$
IF b$ <> " THEN
IF LCASE$(b$) = "i" THEN QUA(hh, 4) = 1
IF LCASE$(b$) = "a" THEN QUA(hh, 4) = 0
END IF
NEXT hh
GOTO 3

SUB aspirar (VEL, tact, t1, p, FLAG)
port% = &H220

REM ***xxxsxxsrsxnsrix ACTIVACAO DA BOMBA **r**rxtkskrskikiskins
tt= TIMER
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NUM =0

DO

TENSAO = INT(VEL / 45 * 4095)

Ib% = TENSAO - INT(TENSAO / 256) * 256

hb% = (TENSAO - Ib%) / 256

OUT port% + 4, Ib%

OUT port% + 5, hb%

OUT port% + 14, 12

LOCATE 20, 56: PRINT USING "##.#####"; TIMER - tt
COLOR 2

LOCATE 23, 5: PRINT "Para interromper prima P..."
COLOR 3

IF p =3 THEN

OUT port% + 14, (12 + 16)
FOR ¢ =1 TO tact * 1 * 201
NEXT ¢

OUT port% + 14, 12

FOR ¢ =1 TO ((100 - tact) * 1) * 201

NEXT ¢

LOCATE 22, 48: PRINT NUM + 1

NUM = NUM + 1

IF UCASES$(INKEY$) = "P" THEN
LOCATE 23, 64: PRINT SPACE$(6)
LOCATE 20, 56: PRINT SPACE$(7)
LOCATE 20, 71: PRINT SPACE$(5)

FLAG =1
EXIT DO
END IF

END IF

LOOP WHILE TIMER - tt <=1

OUT port% + 14,0

LOCATE 23, 5: PRINT " "
LOCATE 20, 56: PRINT SPACE$(7)
LOCATE 22, 48: PRINT " "

END SUB

SUB bombear (VEL, t1, p, FLAG)
port% = &H220

REM kkkkkkkkkkkkkkkkkkk ACTIVACAO DA BOMBA kkkkkkkkkkkkkkkkkkk
tt= TIMER
DO
TENSAO = INT(VEL / 45 * 4095)
Ib% = TENSAO - INT(TENSAO / 256) * 256
hb% = (TENSAO - 1b%) / 256
OUT port% + 4, Ib%
OUT port% + 5, hb%
OUT port% + 14, 4
LOCATE 20, 56: PRINT USING "##.####", TIMER - tt
COLOR 2
LOCATE 23, 5: PRINT "Para interromper prima P..."
COLOR 3
IF UCASES$(INKEYS$) = "P" THEN
LOCATE 23, 64: PRINT SPACE$(6)
LOCATE 20, 56: PRINT SPACE$(7)
LOCATE 20, 71: PRINT SPACE$(5)
FLAG =1
EXIT DO
END IF
LOOP WHILE TIMER - tt <= {1
OUT port% + 14, 0
LOCATE 23, 5: PRINT " "
LOCATE 20, 56: PRINT SPACE$(7)
LOCATE 20, 71: PRINT SPACES$(5)
END SUB

SUB porta (p, VA)
port% = &H220
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OUT port% + 13, (63 - 16 - p)

IF p > VA THEN

TESP=(p-VA)*6/8

TTT = TIMER

DO

LOOP WHILE TIMER - TTT <= TESP
END IF
IF p < VA THEN

TESP =((8-VA)+p)*6/8

TTT = TIMER

DO

LOOP WHILE TIMER - TTT <= TESP
END IF

IF p=1THEN
FOR =1 TO 1000: NEXT |

OUT port% + 13, (63 - 16 - p - 32)
FOR | =1 TO 10000

NEXT |

END IF

OUT port% + 13, 63

END SUB
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Programa en Visual-BASIC para la gestion integrada del sistema a escala

microchip

9.4 Descripcion

Este programa ha sido realizado en el entorno VISUAL BASIC, se ha desarrollado como
un conjunto de subrutinas con funciones especificas y simultaneamente se han creado las
pantallas que permiten la interaccion con el usuario. Este programa no tiene una secuencia
de ejecucion, sino que las subrutinas se ejecutan indiferentemente desde otras subrutinas,
desde teclado o pantalla, fichero o en funcion del tiempo transcurrido desde un punto

determinado.

Este programa permite la gestion integral del sistema de gestion de fluidos hibrido
desarrollado. Integrando el control de valvulas, microbureta, adquisicion de datos, gestion
de procedimientos de analisis y tratamiento de datos.
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global.BAS

Attribute VB_Name = "Module2"

Global Const MaxEntries = 255

Global DeviceHandle As Long

Global ptDevGetFeatures As PT_DeviceGetFeatures
Global IpDevFeatures As DEVFEATURES

Global devicelist(0 To MaxEntries) As PT_DEVLIST
Global SubDevicelist(0 To MaxEntries) As PT_DEVLIST
Global ErrCde As Long

Global szErrMsg As String * 80

Global bRun As Boolean

Global IpAlConfig As PT_AIConfig

Global AiVolln As PT_AlVoltageln

Global ptAlGetConfig As PT_AlGetConfig
Global AiCtrMode As Integer

Global IpDioPortMode As PT_DioSetPortMode
Global IpDioWritePort As PT_DioWritePortByte

proced_analisis.BAS

Attribute VB_Name = "proced_analisis"
Public Sub procedimiento(index As Integer)

Principal.ConfigDb.RecordSource = Principal. TablasDbLista
Ifindex =0 Then
Principal.ConfigDb.Refresh
Principal.ConfigDb.Recordset.Edit
Principal.ConfigDb.Recordset.MoveLast
numvar = Principal.ConfigDb.Recordset.RecordCount
Principal.ConfigDb.Recordset.MoveFirst
Else
Principal.ConfigDb.Recordset.MoveNext
End If
tiempo_accion = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(0).value
micro_acc_boo = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(1).value
aspir_acc_boo = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(2).value
caudal_acc = caudal1
valvula_boo(0) = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(3).value
valvula_boo(1) = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(4).value
valvula_boo(2) = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(5).value
valvula_boo(3) = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(6).value
valvula_boo(4) = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(7).value
adquisi_boo = Principal.ConfigDb.Recordset.Fields(8).value

Principal.timer_analisis.Enabled = False
Principal.timer_analisis_2.Enabled = False
Principal.timer_analisis_3.Enabled = False
Principal.timer_analisis_4.Enabled = False
Principal.timer_analisis_5.Enabled = False

Principal.Timer3.Enabled = False

‘calcula el tiempo de la siguiente accion he afiadido 2,5 segundos de espera
'‘para V=2500microL y 1,2 para V=250microL

'he afiadido un segundo contador para poder llegar mas de 30 segundos
tiempo_espera = 1700

tiempo_des_adqui = tiempo_accion * 1000

tiempo_accion = tiempo_accion * 1000 + tiempo_espera

If tiempo_accion > 30000 Then
Principal.timer_analisis_2.Interval = 30000
Principal.timer_analisis_2.Enabled = True
If tiempo_des_adqui < 30001 Then

Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui
Principal.Timer3.Enabled = True
End If

Else
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui
Principal. Timer3.Enabled = True
Principal.timer_analisis.Interval = tiempo_accion
Principal.timer_analisis.Enabled = True
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End If

If adquisi_boo = True Then
Principal.Timer1.Enabled = True
Principal.ShapeAdqui.FillColor = &HFF &

Else
Principal.Timer1.Enabled = False
Principal.ShapeAdqui.FillColor = &H808080

End If

If micro_acc_boo = True Then
microbureta
Else
micro_funciona = False
micro_aspira = False
Principal.Text6.Text = 0
Principal. Text7.Text = 0
Principal.shapLed(5).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(6).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(7).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(13).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(14).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(15).FillColor = &H808080
End If
valvula
‘activa el tiempo para la siguiente orden
'Principal.timer_analisis.Enabled = True
paso_programa = index
End Sub

Public Sub microbureta()
'se ha de rellenar con toda la informacion

kk = caudal_acc * (tiempo_accion - tiempo_espera) / 1000
pasos = Round(3000 * (kk / Val(Principal.Volumén_jeringa)))

'vel=2 * pasos / tiempo_accion
‘cambiar dependiendo de lo que se hace
‘comunica_micro ("v" + Str$(vel))
‘comunica_micro ("c" + Str$(vel))
‘comunica_micro ("V" + Str$(vel))
'si se ha de aspirar
If aspir_acc_boo = True Then
micro_funciona = True
micro_aspira = True
Form1.List1.Addltem "a" & Time
Principal.shapLed(5).FillColor = &HFF00&
Principal.shapLed(6).FillColor = &HFF00&
Principal.shapLed(7).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(13).FillColor = &HFFO0&
Principal.shapLed(14).FillColor = &HFFO0&
Principal.shapLed(15).FillColor = &H808080
Principal.Text6.Text = caudal_acc

Principal. Text7.Text = (tiempo_accion - tiempo_espera) / 1000

‘cambiar dependiendo de lo que se hace

comunica_micro ("IP" + Str$(pasos))

Else
micro_funciona = True
micro_aspira = False
Principal.shapLed(5).FillColor = &HFF00&
Principal.shapLed(6).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(7).FillColor = &HFF00&
Principal.shapLed(13).FillColor = &HFFO0&
Principal.shapLed(14).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(15).FillColor = &HFF00&
Principal.Text6.Text = caudal_acc

Principal. Text7.Text = (tiempo_accion - tiempo_espera) / 1000

‘cambiar dependiendo de lo que se hace
comunica_micro ("OD" + Str$(pasos))
End If

End Sub

Public Function DoBit(bit As Integer) As Integer
Dim i As Integer

DoBit = 1

If bit >= 1 Then
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Fori=1 To bit
DoBit = DoBit * 2
Next i
End If

End Function

Public Sub valvula()
Dim i As Integer
Fori=0To 4
If valvula_boo(i) = True Then
Principal.shapLed(i).FillColor = &HFF &
Principal.shapLed(i + 8).FillColor = &HFF &
End If
If valvula_boo(i) = False Then
Principal.shapLed(i).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(i + 8).FillColor = &H808080
End If
Next i
‘cambiar el valor de la salida digital para las valvulas
DoValue =0
Fori=0To 4
If (valvula_boo(i) = True) Then
DoValue = DoValue + DoBit(i)
End If
Next i
'actuar en la placa
IpDioWritePort.Port = IpDioPortMode.Port
IpDioWritePort.Mask = 255
IpDioWritePort.state = DoValue
ErrCde = DRV_DioWritePortByte(DeviceHandle, IpDioWritePort)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szszErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
End Sub

Public Sub apaga_todo()

'apaga color de adquisicion
Principal.ShapeAdqui.FillColor = &H808080

‘apaga micro
micro_funciona = False
micro_aspira = False
Principal.shapLed(5).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(6).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(7).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(13).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(14).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(15).FillColor = &H808080
Principal. Text7.Text = 0
Principal. Text6.Text = 0

‘cierra valvulas

Fori=0To 4
Principal.shapLed(i).FillColor = &H808080
Principal.shapLed(i + 8).FillColor = &H808080

Next i

'para la adquisicién de datos
Principal.Timer1.Enabled = False
anal_activo = False

If numAnal < Principal.numrep Then analisis

End Sub

Public Sub analisis()
anal_activo = True
numAnal = numAnal + 1
Principal.numanalisis. Text = Str(Format(numAnal, "00")) + " de" + Str(Format(Principal.numrep, "00"))
hora_inicio = Now
If numAnal =1 Thena =0
Principal. Text5.Text = cronometre(Now)
Principal.etig_tiempo.Caption = Principal. Text5.Text
If numAnal = 1 Then

Principal.dta.RecordSource = "datos"

Principal.dta.Refresh

'dta.Recordset.Edit
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'dta.Recordset.MoveFirst
Do While Not Principal.dta.Recordset.EOF
Principal.dta.Recordset.Delete
Principal.dta.Recordset.MoveNext
Loop
End If
Principal.crono.Enabled = True
Principal.timer_analisis.Enabled = True
Principal.shapLed2.FillColor = &HFF&
procedimiento (0)
End Sub

MICROS.BAS

Attribute VB_Name = "micros"

Public Sub comunica_micro(Missatge As String)

Principal. MSComm1.PortOpen = True

Principal. MSComm11.InputLen = 0

Principal. MSComm1.Output = "/1" + Missatge + "R" + Chr$(13)
Principal. MSComm1.PortOpen = False

End Sub

Public Sub comunica_val(Missatge As String)

Principal. MSComm1.PortOpen = True

Principal. MSComm1.InputLen = 0

Principal. MSComm1.Output = "/2" + Missatge + "R" + Chr$(13)
Principal. MSComm1.PortOpen = False

End Sub

declaraciones.BAS

Attribute VB_Name = "Declaraciones”
Public mat() As Double

Public tiempo_analisis() As Double
Public hora_inicio As Double
Public micro_funciona As Boolean
Public micro_aspira As Boolean
Public micro_impulsa As Boolean
Public alarma_volumen As Boolean
Public numAnal As Integer

Public anal_activo As Boolean
Public a As Double

Public pasos As Integer

Public numvar As Integer

Public numval As Integer

Public Hz(0 To 20) As Double
Public caudal1 As Double
'variables de registro de ptrograma
Public tiempo_accion As Single
Public tiempo_espera As Single
Public tiempo_des_adqui As Single
Public micro_acc_boo As Boolean
Public aspir_acc_boo As Boolean
Public caudal_acc As Single

Public valvula_boo(5) As Boolean
Public adquisi_boo As Boolean
Public paso_programa As Integer
'Public veloci As Integer

Public path_datos

Public NombreArchivo As String
Public fecha_hora As String

TEMPS.BAS

Attribute VB_Name = "Temps"

Public Function cronometre(hora_inicial As Variant) As String

crono = Timer - Hour(hora_inicial) * 3600 - Minute(hora_inicial) * 60 _
- Second(hora_inicial)

reste = crono Mod 3600

hores = Clnt((crono - reste) / 3600)
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restem = reste Mod 60

minuts = Clnt((reste - restem) / 60)

restes = restem Mod 1

segons = Clnt((restem - restes))

‘cronometre = Str(Format(hores, "00")) + " : " + Str(Format(minuts, ")) + " : " + Str(Format(segons, "00"))
cronometre = Str(Format(minuts, ")) + " : " + Str(Format(segons, "00"))

'Dades(0).valor = (hores + minuts / 60 + segons / 3600)

End Function

Public Function tiempo_anal(hora_inicial As Variant) As Double
tiempo_anal = Timer - Hour(hora_inicial) * 3600 - Minute(hora_inicial) * 60 - Second(hora_inicial)
End Function

Public Sub delay(ms As Integer)
‘waited = False
'Principal.timerretardo.Interval = ms
'Principal.timerretardo.Enabled = True
'Do Until waited = True

'DoEvents

'Loop

'Principal.timerretardo.Enabled = False
End Sub

adquisicion.frm

Private Sub cmdExit_Click()
Unload frmRun
frmDevSel.cmdExit.SetFocus

End Sub

Private Sub cmdRead_Click()
Dim tt As Long
Dim voltage As Single
tmrRead.Enabled = False
AiVolin.chan = IpAlConfig.DasChan
AiVolin.gain = IpAlConfig.DasGain
AiVolln.TrigMode = AiCtrMode
AiVolin.voltage = DRV_GetAddress(voltage)
shapLed.FillColor = QBColor(12)
ErrCde = DRV_AIVoltageln(DeviceHandle, AiVolln)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
UpDateValue (voltage)
End Sub

Private Sub cmdRead_MouseDown(Button As Integer, Shift As Integer, X As Single, Y As Single)
shapLed.FillColor = QBColor(12)
End Sub

Private Sub Form_Load()
hscrlFreq_Change
End Sub

Private Sub Form_Unload(Cancel As Integer)
frmDevSel.Show
End Sub

Private Sub hscrlFreq_Change()
If hscrlFreqg.value = 0 Then
tmrRead.Interval = 0
Else
tmrRead.Interval = 10000 / hscrlFreq.value
End If
txtSample.Text = Format((hscriFreq.value / 10), "###0.00")
' "Read One Shot" would disable the "trmREAD" Timer,
' so it need to enable here.
tmrRead.Enabled = True
tmrLed.Enabled = True
End Sub
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Private Sub tmrLed_Timer()
shapLed.FillColor = QBColor(8)
End Sub

Private Sub tmrRead_Timer()
Dim voltage As Single
shapLed.FillColor = QBColor(12)
AiVolln.chan = IpAlConfig.DasChan
AiVolin.gain = IpAlConfig.DasGain
AiVolln.TrigMode = AiCtrMode
AiVolln.voltage = DRV_GetAddress(voltage)
ErrCde = DRV_AIlVoltageln(DeviceHandle, AiVolln)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
UpDateValue (voltage)
End Sub

Private Sub UpDateValue(fValue As Single)
' Since the output box is too small to display all the digits
' of the input voltage, so it must use to format to get better
' display.
txtVoltRead.Text = Format(fValue, "###0.00")
End Sub

Private Sub txtVoltRead_Click()
tmrRead.Enabled = True
tmrLed.Enabled = True

End Sub

Captar base de datos.frm

Attribute VB_Name = "Form1"

Attribute VB_GlobalNameSpace = False
Attribute VB_Creatable = False

Attribute VB_Predeclaredld = True
Attribute VB_Exposed = False

Private Sub Form_Load()

' poner el programa de captacion de datos de la base de datos o en otro sitio donde haga falta

Dim stables(1) As String
stables(o) = "Table1"
stables(1) = "Table2"

PopulateFieldListControl "D:\usuaris\MIreia\oriol\projecte 1\Configuracién.mdb", Combo1, stables

End Sub

Public Sub PopulateFieldListControl(DBPath As String, ListControl As Object, TableNames() As String, Optional Qualify As

Boolean = False)
Dim ICtr As Long, ICnt As Long
Dim oFields As Collection
Dim i As Integer
Dim sltem As String, sTest As String
Dim iTableStart As Integer, iTableEnd As Integer
Dim db As DAO.Database
Dim td As DAO.TablaDef
iTableStart = LBound(TableNames)
iTableEnd = UBound(TableNames)
On Error Resume Next
ListControl.Addltem "a"
ListControl.Clear
If Err.Number > 0 Then Exit Sub
sTest = Dir(DBPath)
If sTest = "" Then Exit Sub
Set db = Workspaces(0).OpenDatabase(DBPath)
If Err.Number > 0 Then Exit Sub
For i = iTableStart To iTableEnd

Set td = db.TableDefs(TableNames(i))

If Err.Number > 0 Then

db.Close
Exit Sub
End If
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Next
For i = iTableStart To iTableEnd
Set td = db.TableDefs(TableNames(i))
Set oFields = FieldNames(td)
ICnt = oFields.Count
For ICtr=1 To ICnt
sltem = lIf(Qualify, TableNames(i) & "." & oFields(ICtr), oFields(ICtr))
ListControl.Addltem sltem
Next
Next
db.Close
End Sub

Private Function FieldNames(td As DAO.TableDef) As Collection
Dim oCol As New Collection
Dim i As Integer
Fori=1 To td.Fields.Count
oCol.Add td.Fields(i - 1).Name
Next
Set FieldNames = oCol
End Function
End Function

Form1.frm

Attribute VB_Name = "Principal"
Attribute VB_GlobalNameSpace = False
Attribute VB_Creatable = False

Attribute VB_Predeclaredld = True
Attribute VB_Exposed = False

Public a As Integer

Public Sub grafica()
dta.RecordSource = "datos"
dta.Refresh
dta.Recordset.Sort = "Orden"
If Principal.dta.Recordset.EOF Then Exit Sub
dta.Recordset.Edit
dta.Recordset.MovelLast
numval = dta.Recordset.RecordCount - 1
dta.Recordset.MoveFirst
If numval > 0 Then
ReDim mat(1 To numval, 1 To 2) As Double
ReDim tiempo_analisis(1 To numval) As Double
Fori=1 To numval
mat(i, 1) = dta.Recordset.Fields("Orden").value
mat(i, 2) = dta.Recordset.Fields("Abs").value
tiempo_analisis(i) = dta.Recordset.Fields("tiempo").value
dta.Recordset.MoveNext
Next
dta.Refresh
MSChart1.ChartData = mat
MSChart1.Plot.UniformAxis = False
End If
End Sub

Private Sub CmdButAdq_Click()
If anal_activo = False And Principal.Timer1.Enabled = False Then
Principal.dta.RecordSource = "datos"
Principal.dta.Refresh
If Not Principal.dta.Recordset.EOF Then Principal.dta.Recordset.MoveFirst
Do While Not Principal.dta.Recordset. EOF
Principal.dta.Recordset.Delete
Principal.dta.Recordset.MoveNext
Loop
a=0
End If
If Principal. Timer1.Enabled = True Then
Principal.Timer1.Enabled = False
Principal.crono.Enabled = False
adquisi_boo = False
ShapeAdqui.FillColor = &H808080
Else
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hora_inicio = Now
Principal. Timer1.Enabled = True
Principal.crono.Enabled = True
adquisi_boo = True
ShapeAdqui.FillColor = &HFF&
End If
End Sub

Private Sub Command1_Click()

numAnal = Principal.numrep
Principal.crono.Enabled = False
Principal.timer_analisis.Enabled = False
Principal.numanalisis.Text = "parada manual"
shaplLed2.FillColor = &H808080

anal_activo = False

apaga_todo

End Sub

Private Sub CheckVal_Click(index As Integer)
Dim i As Integer
If CheckVal(index).value = 1 Then
shapLed(index).FillColor = &HFF&
shapLed(index + 8).FillColor = &HFF&
End If
If CheckVal(index).value = 0 Then
shapLed(index).FillColor = &H808080
shapLed(index + 8).FillColor = &H808080
End If
‘cambiar el valor de la salida digital para las valvulas
DoValue =0
Fori=0To 4
If (CheckVal(i).value = 1) Then
DoValue = DoValue + DoBit(i)
End If
Next i
'actuar en la placa
IpDioWritePort.Port = IpDioPortMode.Port
IpDioWritePort.Mask = 255
IpDioWritePort.state = DoValue
ErrCde = DRV_DioWritePortByte(DeviceHandle, IpDioWritePort)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szszErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
End Sub

Public Function DoBit(bit As Integer) As Integer
Dim i As Integer
DoBit = 1
If bit >= 1 Then

Fori=1 To bit

DoBit = DoBit * 2

Next i
End If
End Function

Private Sub CmdButAspirar_Click()

pasos = 3000 * (Val(Text6.Text) * Val(Text7.Text) / Val(Principal.Volumén_jeringa))

vel = 2 * pasos / Val(Text7.Text)

‘cambiar dependiendo de lo que se hace

comunica_micro ("v" + Str§(vel))

comunica_micro ("c" + Str$(vel))
comunica_micro ("V" + Str$(vel))

If micro_funciona = False Then
micro_funciona = True
micro_aspira = True

comunica_micro ("IP" + Str$(pasos))
shapLed(5).FillColor = &HFF00&
shapLed(6).FillColor = &HFF00&
shapLed(13).FillColor = &HFF00&
shapLed(14).FillColor = &HFF00&

Else
micro_funciona = False
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micro_aspira = False
shapLed(5).FillColor = &H808080
shapLed(6).FillColor = &H808080
shapLed(13).FillColor = &H808080
shapLed(14).FillColor = &H808080
End If
End Sub

Private Sub CmdButGuardar_Click()
Dim i, MenRes As Integer
Dim mensaje As String
'preguntar si quieres guardar un comentario
MenRes = MsgBox("quieres introducir un comentario en el fichero", vbYesNo, "grabando el analisis")
If MenRes =6 Then
mensaje = InputBox("Escribe el comentario”, "Comentario del analisis")
End If
‘calcular el nombre de fichero para guardar datos y ensefiarlo por la pantalla
fecha_hora = Str(Hour(Now)) + Str(Minute(Now)) + Str(Day(Now)) + Str(Month(Now))
NombreArchivo = path_datos + fecha_hora + ".dat"
Open NombreArchivo For Output As #1
Fori=1 To numval
Print #1, Format(tiempo_analisis(i), "##000##"), mat(i, 1), Format(mat(i, 2), "##0.000")
Next i
Print #1, mensaje
Print LOF(1)
Close
End Sub

Private Sub CmdButimpulsar_Click()
pasos = 3000 * (Val(Text6.Text) * Val(Text7.Text) / Val(Principal.Volumén_jeringa))
vel = 2 * pasos / Val(Text7.Text)
‘cambiar dependiendo de lo que se hace
comunica_micro ("v" + Str§(vel))
comunica_micro ("c" + Str§(vel))
comunica_micro ("V" + Str$(vel))

If micro_funciona = False Then
micro_funciona = True
micro_aspira = True

comunica_micro ("OD" + Str$(pasos))
shapLed(5).FillColor = &HFF00&
shapLed(7).FillColor = &HFF00&
shapLed(13).FillColor = &HFF00&
shapLed(15).FillColor = &HFF00&

Else
micro_funciona = False
micro_aspira = False
shapLed(5).FillColor = &H808080
shapLed(7).FillColor = &H808080
shapLed(13).FillColor = &H808080
shapLed(15).FillColor = &H808080

End If

End Sub

Private Sub CmdButlnicio_Click()
numAnal =0

a=0

analisis

End Sub

Private Sub Command2_Click()
Form1.Show
End Sub

Private Sub crono_Timer()
Principal.etig_tiempo.Caption = cronometre(hora_inicio)
Principal. Text5.Text = Principal.etiq_tiempo.Caption

If adquisi_boo = True Then grafica

End Sub

Private Sub HScroll_freq_Change()

Txtfreq.Text = HScroll_freq.value
Principal.Timer1.Interval = 1000 / HScroll_freq.value
End Sub
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Private Sub numrep_Change()
num_ana.Text = numrep
End Sub

Private Sub timer_analisis_2_Timer()
Principal.timer_analisis_2.Enabled = False
If tiempo_accion > 60000 Then
Principal.timer_analisis_3.Interval = 30000
Principal.timer_analisis_3.Enabled = True
If tiempo_des_adqui < 60001 Then
Principal. Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 30000
Principal.Timer3.Enabled = True
End If
Else
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 30000
Principal. Timer3.Enabled = True
Principal.timer_analisis.Interval = tiempo_accion - 30000
Principal.timer_analisis.Enabled = True
End If
End Sub

Private Sub timer_analisis_3_Timer()
Principal.timer_analisis_3.Enabled = False
If tiempo_accion > 90000 Then
Principal.timer_analisis_4.Interval = 30000
Principal.timer_analisis_4.Enabled = True
If tiempo_des_adqui < 90001 Then
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 60000
Principal. Timer3.Enabled = True
End If
Else
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 60000
Principal.Timer3.Enabled = True
Principal.timer_analisis.Interval = tiempo_accion - 60000
Principal.timer_analisis.Enabled = True
End If
End Sub

Private Sub timer_analisis_4_Timer()
Principal.timer_analisis_4.Enabled = False
If tiempo_accion > 120000 Then
Principal.timer_analisis_5.Interval = 30000
Principal.timer_analisis_5.Enabled = True
If tiempo_des_adqui < 120001 Then
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 90000
Principal.Timer3.Enabled = True
End If
Else
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 90000
Principal. Timer3.Enabled = True
Principal.timer_analisis.Interval = tiempo_accion - 90000
Principal.timer_analisis.Enabled = True
End If
End Sub

Private Sub timer_analisis_5_Timer()
Principal.timer_analisis_5.Enabled = False
Principal.timer_analisis.Interval = tiempo_accion - 120000
Principal.timer_analisis.Enabled = True
Principal.Timer3.Interval = tiempo_des_adqui - 120000
Principal. Timer3.Enabled = True

End Sub

Private Sub timer_analisis_Timer()

‘espera a la siguiente orden

paso_programa = paso_programa + 1

If paso_programa = numvar Then
Principal.timer_analisis.Enabled = False
Principal.crono.Enabled = False
Principal.shapLed2.FillColor = &H808080
apaga_todo

Else
procedimiento (paso_programa)
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End If
End Sub

Private Sub Timer2_Timer()

Dim sltem As String

Dim i As Integer

Principal.TablasDbLista.Clear

Principal.ConfigDb.Refresh

For i = 0 To Principal.ConfigDb.Database.TableDefs.Count - 1
sltem = Principal.ConfigDb.Database.TableDefs(i).Name
If (Left(sltem, 4) <> "MSys") And (sltem <> "plantilla") Then TablasDbLista.Addltem sltem

Next i

Principal.TablasDbLista.Text = sltem

Principal.Timer2.Enabled = False

‘ensefiar en la tabla el método por defecto (el ultimo de la lista)

TablasDbLista_Click

End Sub

Private Sub Form_Load()

Hz(0) = 170

Hz(1) = 160

Hz(2) = 150

Hz(3) = 140

Hz(4) =130

Hz(5) = 120

Hz(6) = 110

Hz(7) =100

Hz(8) = 90

Hz(9) = 80

Hz(10) =70

Hz(11) =60

Hz(12) = 50

Hz(13) =40

Hz(14) = 30

Hz(15) = 20

Hz(16) =18

Hz(17) =16

Hz(18) =14

Hz(19) =12

Hz(20) =10

Principal.Timer1.Enabled = False
Principal.timer_analisis.Enabled = False
Principal.crono.Enabled = False
alarma_volumen = False

path_datos = "C:\gesfluid\projecte1bis\datos\"
Text1.Text = Volumén_jeringa
Principal.Timer1.Interval = 1000 / HScroll_freq.value
comunica_micro ("Z")
'dta.RecordSource = "datos"
'dta.Refresh

'dta.Recordset.Edit
'dta.Recordset.MoveLast

'a = dta.Recordset.Fields("Hora").Value
'dta.Refresh

"Text2.Text=a

End Sub

Private Sub TablasDbLista_Click()

Dim i, j As Integer

ConfigDb.RecordSource = TablasDbLista

ConfigDb.Refresh

ConfigDb.Recordset.Edit

ConfigDb.Recordset.MovelLast

numvar = ConfigDb.Recordset.RecordCount

ConfigDb.Recordset.MoveFirst
alarma_vol.Visible = False
alarma_volumen = False

With taulametode

.Clear

.CellAlignment = Center

.Row =0

For i =1 To ConfigDb.Recordset.Fields.Count
.Col =i

.Text = ConfigDb.Recordset.Fields(i - 1).Name
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Next
.Col=0
Fori=1 To numvar
.Row =i
.Text = "orden " + Str(i)
Next

ConfigDb.Recordset.MoveFirst
Forj=1To numvar

.Row =j
Fori =1 To ConfigDb.Recordset.Fields.Count
.Col =i
.Text = ConfigDb.Recordset.Fields(i - 1).value
Next

‘comprueba error volumen jeringa
vol = ConfigDb.Recordset.Fields(0) * ConfigDb.Recordset.Fields(3)
If vol > Val(Volumén_jeringa) Then alarma_volumen = True
ConfigDb.Recordset.MoveNext
Next
ConfigDb.Refresh
End With
If alarma_volumen = True Then
alarma_vol.Visible = True
End If
End Sub

Private Sub Timer1_Timer()
Dim voltage As Single
'LLAMAR a la adquisicién de datos
AiVolln.chan = IpAlConfig.DasChan
AiVolin.gain = IpAlConfig.DasGain
AiVolIn.TrigMode = AiCtrMode
AiVolln.voltage = DRV_GetAddress(voltage)
ErrCde = DRV_AIVoltageln(DeviceHandle, AiVolln)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
a=a+1
dta.RecordSource = "datos"
dta.Refresh
If a > 1 Then dta.Recordset.MovelLast
dta.Recordset. AddNew
dta.Recordset.Fields("Hora") = Now
dta.Recordset.Fields("Orden") = a
dta.Recordset.Fields("tiempo") = tiempo_anal(hora_inicio)
‘factor de correcci{on del voltage (se tendria que buscar por qué pasa-
'- de esta manera en la escala 0-2V el voltaje se corresponde con la salida del detector,
'si se utiliza la escala 0-1V el voltaje medido por placa tiene un valor 60% superior)
voltage = 0.626 * voltage
pr = Format(voltage, "#0.000")
dta.Recordset.Fields("Abs") = pr
dta.Recordset.Update
Text2.Text = Format(voltage, "#0.000")
Text3.Text = Format(voltage, "#0.000")
End Sub

Private Sub Timer3_Timer()
Principal.Timer3.Enabled = False
Principal.Timer1.Enabled = False
End Sub

Private Sub vel_bur_Scrol_Change()

vel_micro.Text = vel_bur_Scrol

n = Int(Val(vel_micro.Text)) - 20

'falta calcular el caudal y poner que se actualize al principio solo
caudal1 = Volumén_jeringa * Hz(n) / 6000

caudal.Text = Str$(caudal1)

comunica_micro ("S" + Str$(vel_bur_Scrol))

End Sub

Private Sub Volumén_jeringa_Click()
Text1.Text = Volumén_jeringa
End Sub
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frmstart.frm

Attribute VB_Name = "frmDevSel"
Attribute VB_GlobalNameSpace = False
Attribute VB_Creatable = False
Attribute VB_Predeclaredld = True
Attribute VB_Exposed = False
Dim IpDEVCONFIG_AI As DEVCONFIG_AI
Dim IpAlGetConfig As PT_AlGetConfig
Dim gnNumOfSubdevices As Integer
Dim bRun As Boolean
Private Sub cmdExit_Click()
If bRun Then
ErrCde = DRV_DeviceClose(DeviceHandle)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
End If
End If
End
End Sub

Private Sub cmdRun_Click()
Dim tempNum As Integer
'parte analogica (se tendria que eliminar como lo de la parte digital)
tempNum = IstVoltageRange.ListIndex
AiCtrMode = IpDEVCONFIG_AIl.usGainCtrMode
IpAlConfig.DasChan = IstChannel.Listindex
' Gain code no use for ADAM series
If gnNumOfSubdevices = 0 Then
IpAlConfig.DasGain = IpDevFeatures.glGainList(tempNum).usGainCde
End If
ErrCde = DRV_AIConfig(DeviceHandle, IpAlConfig)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
'parte digital comprobar a partir de aqui
IpDioPortMode.Port = 0
IpDioPortMode.dir = OUTPORT
' not every digital 1/0 card could use DRV_DioSetPortMode function
If IpDevFeatures.usDIOPort > 0 Then
ErrCde = DRV_DioSetPortMode(DeviceHandle, IpDioPortMode)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
End If
Principal.Show
'Principal.cmdRead.SetFocus
frmDevSel.Hide
End Sub

Private Sub Form_Load()
Dim gnNumOfDevices As Integer
Dim nOutEntries As Integer
Dim i, ii As Integer
Dim tt As Long
Dim tempStr As String
bRun = False
' Add type of PC Laboratory Card
tt = DRV_GetAddress(devicelist(0))
ErrCde = DRV_DeviceGetList(tt, MaxEntries, nOutEntries)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
' Return the number of devices which you install in the system using
' Device Installation
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ErrCde = DRV_DeviceGetNumOfList(gnNumOfDevices)

If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub

End If

Fori=0 To (gnNumOfDevices - 1)
tempStr =""
For ii = 0 To MaxDevNameLen

tempStr = tempStr + Chr(devicelist(i).szDeviceName(ii))
Next ii
IstDevice.Addltem tempStr

Next i
labChannel.Enabled = False
IstChannel.Enabled = False
labVoltageRange.Enabled = False
IstVoltageRange.Enabled = False
'labExpChl.enabled = False
'IstExpChl.enabled = False
'labThermocouple.enabled = False
'IstThermocouple.enabled = False
cmdRun.Enabled = False

End Sub

Private Sub IstDevice_Click()
Dim i, ii As Integer
Dim tempNum As Integer
Dim TestRes As Boolean
Dim nOutEntries As Integer
Dim IpSubDeviceList As Long
Dim dwDeviceNum As Long
Dim IpDEVCONFIG_AI As DEVCONFIG_AI
IstChannel.Clear
IstVoltageRange.Clear
'IstExpChl.Clear
' Check if there is any device attatched on this COM port or CAN
gnNumOfSubdevices = devicelist(IstDevice.Listindex).nNumOfSubdevices
If (gnNumOfSubdevices > MaxDev) Then
gnNumOfSubdevices = MaxDev
End If
' retrieve the information of all installed devices
If (gnNumOfSubdevices <> 0) Then
dwDeviceNum = devicelist(IstDevice.Listindex).dwDeviceNum
IpSubDeviceList = DRV_GetAddress(SubDevicelist(0))
ErrCde = DRV_DeviceGetSubList(dwDeviceNum, IpSubDeviceList, gnNumOfSubdevices, nOutEntries)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
Fori =0 To (gnNumOfSubdevices - 1)
tempStr =""
For ii = 0 To MaxDevNamelLen
tempStr = tempStr + Chr(SubDevicelist(i).szDeviceName(ii))
Next ii
IstModule.Addltem tempStr
Next i
IstModule.Listindex = 0
IstModule.Enabled = True
labModule.Enabled = True
End If
' Data Acquisition & Control or Digital I/O card
If (gnNumOfSubdevices = 0) Then
dwDeviceNum = devicelist(IstDevice.Listindex).dwDeviceNum
ErrCde = DRV_DeviceOpen(dwDeviceNum, DeviceHandle)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")

Exit Sub
Else

bRun = True
End If

ptDevGetFeatures.buffer = DRV_GetAddress(lpDevFeatures)
ErrCde = DRV_DeviceGetFeatures(DeviceHandle, ptDevGetFeatures)
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If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
ptAlGetConfig.buffer = DRV_GetAddress(IpDEVCONFIG_AI)
ErrCde = DRV_AIGetConfig(DeviceHandle, ptAlGetConfig)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
If IpDEVCONFIG_AIl.usChanConfig = 0) Then
tempNum = IpDevFeatures.usMaxAlSigIChl
Else
tempNum = IpDevFeatures.usMaxAIDiffChl
End If
If (tempNum > 0) Then
Fori=0 To (tempNum - 1)
temp$ = "Chan#" + Str(i)
IstChannel.Addltem temp$, i
Next i
IstChannel.Text = IstChannel.List(0)
labChannel.Enabled = True
IstChannel.Enabled = True
End If
' add gain code list
tempNum = IpDevFeatures.usNumGain
If (IpDevFeatures.usNumGain > 0) Then
Fori=0 To (IpDevFeatures.usNumGain - 1)
tempStr=""
Forii=0To 15
tempStr = tempStr + Chr(lpDevFeatures.glGainList(i).szGainStr(ii))
Next ii
IstVoltageRange.Addltem tempStr
Next i
IstVoltageRange.Text = IstVoltageRange.List(0)
IstVoltageRange.Enabled = True
labVoltageRange.Enabled = True
End If
cmdRun.Enabled = True
End If
End Sub

Private Sub IstModule_Click()
Dim i, ii As Integer
Dim dwDeviceNum As Long
Dim tempNum As Integer
IstChannel.Clear
IstVoltageRange.Clear
' open COM device or CAN device
dwDeviceNum = SubDevicelist(IstModule.Listindex).dwDeviceNum
ErrCde = DRV_DeviceOpen(dwDeviceNum, DeviceHandle)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")

Exit Sub
Else

bRun = True
End If

ptDevGetFeatures.buffer = DRV_GetAddress(IpDevFeatures)
ErrCde = DRV_DeviceGetFeatures(DeviceHandle, ptDevGetFeatures)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
End If
' Add analog input channel item
ptAlGetConfig.buffer = DRV_GetAddress(IpDEVCONFIG_AI)
ErrCde = DRV_AIGetConfig(DeviceHandle, ptAlGetConfig)
If (ErrCde <> 0) Then
DRV_GetErrorMessage ErrCde, szErrMsg
Response = MsgBox(szErrMsg, vbOKOnly, "Error!!")
Exit Sub
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End If
If IpDEVCONFIG_Al.usChanConfig = 0) Then
tempNum = IpDevFeatures.usMaxAlSigIChl
Else
tempNum = IpDevFeatures.usMaxAIDiffChl
End If
If (tempNum > 0) Then
Fori=0 To (tempNum - 1)
temp$ = "Chan#" + Str(i)
IstChannel. Addltem temp$, i
Next i
IstChannel.Text = IstChannel.List(0)
labChannel.Enabled = True
IstChannel.Enabled = True
End If
' add gain code list
tempNum = IpDevFeatures.usNumGain
If (IpDevFeatures.usNumGain > 0) Then
Fori=0 To (IpDevFeatures.usNumGain - 1)
tempStr=""
Forii=0To 15
tempStr = tempStr + Chr(lpDevFeatures.glGainList(i).szGainStr(ii))
Next ii
IstVoltageRange.AddItem tempStr
Next i
IstVoltageRange.Text = IstVoltageRange.List(0)
IstVoltageRange.Enabled = True
labVoltageRange.Enabled = True
End If
cmdRun.Enabled = True
End Sub

413



