|.2. RESOLUCIO DE MESCLESPER METODESCINETICSD’'ANALISI

Els metodes cinétics d’ analisi es basen en mesures dels carvis que tenenlloc ené transcursd’ una
reaccio quimica, o proceés figc, per aconseguir informacio analitica.

En aquest capitol, només estractara la cinetica de reaccions quimiquesi €l seu interés en
quimicaanalitica, pero s’ hade tenir en compte que els métodes cingtics son més generasi que es
poden aplicar a molts fendbmens fisics dependents del temps, com els fenomens de dfusio,
migracio, etc.

Els métodes cinetics d' analis han evolucionat molt des del seu inici per a convertir-se en
una eina poderosa per a resdldre una gran varietat de probdemes analitics, i han esdevingut
d’ agueda manera unabona alternativa als metodes basats en I’ equilibri en aguells sistemes on la
seva aplicacio éslaopcio mésadient. Deformarapidai resumidaespot dir que en moltes ocasions
milloren els resultats analitics en termes de sersibilitat, seledtivitat i rapidesa. S ha de destacar
d’ aquegs métodes |’ enorme capacita enlaquantificacio demescles devarisandits(determinacio
de multicomponents).

Hi haun grup molt important de métodes cinétics anomenats metodes cingticsdifer encials
(differential reaction-rate methods), que es basen enla diferent velocitat de reaccié de mescles
d’ analitsamb un readtiu comu, elsquals permeten la determinad é S multania de compogos molt

senblantsquan les constants de velocitat son € suficientment diferents. Aquests métodes també
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poden fer Us de les diferéncies egpectrals dels productes dereaccié formats per tal d’ obtenir meés
informaci 6 discriminant del sistema.

Malgrat les avantatges potencial dels metodes cinétics, aguests no han estat utilitzats de
formaimportant, com aconsegienciad’'algunes deles seves limitacions. Entre elles ressaltar que
sén metodes molt dependentsdeles condicionsexperimentals dereaccié (temperatura, pH, forca
ionica presencia d'impureses en mostres i readius, naturalesadels dissolvents etc.) i que si es
volenobtenir mesures reproduibl esés necessari controlar rigurosament tots el sfactors que poden
influir sobrela velocitat dereaccié . Es precisament ladificultat d’ aquest control e qué hafet que
en el passat la precisio i I'exactitud delsresultats obtinguts fos pitjor que la delsmetodes basats
en I’equilibri. L’ altra gran limitacio que presenten ds métodes cinétics ésla dificultat de tractar
eficacment les mesures obtingudes, ja siguin d absorbanda, fluorescencia, etc., per tal
d’ aconseguir resultats exactesi predsos.

Pero actualment molts d’ aguests problemes poden ser superats ja que existeixen metodes
automatitzats que permeten reproduir les condicions experimentals i barrgjar quantitats exactes
de mostrai reactius en d sistema de mescla de forma molt rapidai reproduible. Aixi mateix, és
possible registrar I’ evolucié del sistema de reacci6 en fraccions de segon mitjancant I’ utilitzacio
de detectors d' Gs habitual enels actualslaboratoris d’ andlisi, com son els detectors de diodes en
linia, i per dtim, s'estan desenvolupart i aplicarnt métodes de calaul molt potents que permeten

processar tota la informacio obtinguda de forma molt precisa.
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1.2.1 CONCEPTESBASICS

Les reaccions cinétiques poden ser en fase homogénia o heterogénia. En agueta memoria, les
reaccions emprades es caracteritzen per tenir lloc en dissolucio, i per tant, Unicamernt farem
referéncia al s aspectes relacionats amb reaccions en fase homogénia.

Congderemlareaca6:

aA+bEE+eC..— eF + fFt...

ona,b, ... ef, .. sdnels codficientsestequiometrics i A, B, ..., E, F, ... les especies quimiques.
Lavelocitat de reaccio és defineix com el canvi dela composicié de la mescla reaccionat
amb & temps. Lavelocitat de desaparicio dels reactiusi la velocitat de formacié dels productes

és proporciond d seu coeficient estequiometric. Per lareaccid anterior tenim:

. 1 d[A4]  14[B] 1 4[E] 1 d[F]
VEROCRAL = VE T e T T T e a4 | f dr

= (34)

Per moltesreaccions, encaraque no totes, lavelocitat v trobada experimentalment depéen

dela concentracié d'un o mésreactiu, i espot expressar mitjancant I’ equacio

v = K[AF[R]®... (35)

onelsexponents , ... SN, en general, enters o semienters. Laconstant de proporcionalita k,
anomenada congtant de cinetica/de velocitat o coeficient de velocitat, la qual és numericament
igual alavelocitat quan lesconcentracionssonlaunitat, depen de latemperaturai, en menor grau,
de la pressio.

La determinacié d’ una espéde mitjancant un metode cinétic es basa enlamesuradirecta
o indirecta de la velocitat de reaccid. Per aix0, S han de mesurar els canvis de concentracié dels
reaccionartso productesen funcié del temps. Aquestes concentracions poden ser substituides per
algunamagnitud de mesuraquesigui directament propor cional alesmat eixes, normament, alguna
propietat fisicadelad ssolucid: absorbancia, fluorescéncia, potencial, temperatura, conductivitat,
etc. Lacorbadel senyal obtingudaen funci6 del tempsésdetipusexponencial, positivao negativa,

segons es monitoritzi la formacio del producte o la desaparicié d'algunreactiu (figura 1.8).
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Figural.8. Canvisdela[A] i [P] amb € temps.

Per I'analid cinetic de lareaccio, €l tram classicament més interessant és el primer, quan
lareaccio tant solss hadesenvolupat enun 1-3 %, graciesal fet que aquest éslined, essent laseva
pendent proporciona ala concentracié de |’ especie determinada. El seguiment de la velocitat de
reacci6 al traminicid, velocitat inicid dereaccid, enspermet cacular d’una formamolt smpleels
diferentsparametresdel equacio de velocitat, comper exemplelaconstantdeveocitat ol’ energia
d’ activacio de la reaccio.

Per I'analis de mescles de compostos quimics mitjancant metodes cinetics diferencids
aquest aspecte ésmolt important, jaque permet realitzar un estudi preliminar deles especies pures
adeterminar, i conéixer d’ aguesa manea i de forma orientaiva quina és la similitud entre les
seves constants de velocitat. Convé destacar també, que per mitja de I’ esudi de les vdodtas
inicials de reacci6 quan es modifiquen les condidons experimentals del med de reaccio,
temperatura, pH, €etc..., es pot determinar lainfluenciad’ aquestes variabl es sobre les constants de
reaccié de les diferents egpecies, i aixi seleccionar aquells parametres que més convinguin per la

solucié satisfactoriadel problemaplantgat.
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1.2.1.1. CALCUL DE LESCONSTANTSDE VELOCITAT

Si suposem €l cas de dos reactius, A i B, que reaccionen per a donar un Unic producte P, i es
manté en gran excés la concentraciod d' un dds reactius (B, p.ex.), llavors espot suposar que la
seva concentracio al llarg de lareaccid no es modifica, i espotincloured vaor [ B] enlaconstant
k. Es diu llavors que lareaccio és de pseudoprimer ordrerespectea[A], essent k,, una constant
aparent, que a més de la temperatura depende la[B].

v =k lAl (36)

Aleshores, si es segueix algunapropietat fisica S que sigui directament proporciond ala
concentracio de A (p.ex. d seguiment en continuo de la absorbancia a diferents temps en la
mateixa cel lade reaccid), essent S, d senyd d comencament delareaccidi § e senyal aun

tempst, laintegracié del’ equacio diferencia develocita enscondueix ales seglientsexpressions
In(3, - 5,) =1n(S, - 5,) - & (37)

(5 - 85 =(5, - 8)e & (38)

Esadir, laconcentracié deA disminueix exponencidment amb & tempsii larepresentacio
graficadeln(S-S) en funcio del temps, s gusta aunarectade pendent -k, cosa que ens permet

conéixer e valor dek.
Si el que mesurem és unapropietat directament proporcional al producte format S, fent

un plantegjament similar s obtenen equacions totalment analogues a les anteriors.
Per les reaccions d’ ordresuperior als arribaaatresexpressions [ Pérez-Bendito, 1984],

on no entrarem en detall en aguesta memoria.
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1.2.1.2. CALCUL D’ORDRES PARCIALS DE REACCIO

Lacineticapot ser també unaeina per I elucidacié del mecanisme de reaccid. Per aproposar una
equacio de velocitat d’ unareaccio quimicaés necessari tant €l calcul previ dels ordres parcials de
reacci0 respecte a les diferents especies que intervenen en |’ equilibri, com de la constant de
velocitat (apartat anterior). El calcul dds ordres parcials de reaccid es reditza variant
convenientment laconcentracio del’ espécie en qliestié, mantenint constant i en excés larestade
les concentracions [Pérez-Bendito, 1984]. D’ aguesta manera, la velocitat de reaccid Unicament
es veu afectada per I espécie la concentracio de laqual es troba en defecte.

Aleshores, s es parteix de les corbes S(t) obtingudes pe a cada concentracio del’ espécie
el ordre dela qual volem obtenir, i es calculen les sevesvelocitatsinicials (tangent del perfil cinétic
atemps inicids), tenim

velociint micial = vy = kg, [C]" (39

onnesl’ordreenquestio i k,, laconstant de velocitat aparent, que engloba les concentracions de
les altres especies. D’ aquesta maneraes pot definir unarectaen funcié dd InC d pendent de la
qual ésn

Inv, = lnﬂp +ualnC (40)

Aiximateix es faria amb la resta de reactius fins a establir |’ equaci6 cinética.
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|.2.2 METODES CINETICSDIFERENCIALSD’ANALISI

Els metodes cinétics diferencials es basen enlaresolucio demesclesd espéeciesafinssegonslaseva
diferent velocitat de reacci6é amb un reactiu comu.

Els métodes cinétics han estat utilitzats desdefa molt detemps per laresolucié de mescles
i, durant la passada decada, van ser publicades varies revisons de les principals aplicacions
[Cullen, 1997; Pérez-Bendito, 1996 1990; Quencer, 1993; Crouch, 1993; Otto, 1990; Love, 1994
aib).

Normalment, les reaccions que serveixen de base a aguests méetodes son no catalitzades,
encara que shan aplicat també a la determinacié de mescles d especies que catalitzen
diferencid ment una maeixa reaccio.

Comparas amb s metodes de determinaci6 direct a, els métodes cinetics diferencias, no
0N, en generd tan sengbles, pero permeten |’andis simultani.

Les reaccions emprades poden ser de naturalesa molt diversai aplicades tant a |’ analisi
organic com inorganic.

Si considerem varisaralits C, que reaccionen amb un reactiu comi R per adonar € mateix
o diferents productes de reaccio P;:

C,+ R—55 P
C,+ R—23 P,
C + R—1y E

C,+R—"3 P

k. éslaconstant de velocitat per I'egpécie reaccionant C,. L’equacio de velocitat pel component

I pot ser escrita com

A5 sigua (41)

i

0 s és un producte comu I'equacid de velocitat global pels diferents components de la mescla:
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_ % = & [C ORI+ k [CR . + & [CRN. .+ [C1E] (42)

1.2.2.1. METODES CINETICS DIFERENCIALS CLASSICS

Marck i Rechnitz [ Mark, 1968] I'any 1968, van proposar una classficacio dds metodes cingtics
diferencials d'andlis basada en I’ ordre de reaccid, que pot ser considerada com una relacio dds

meétodes dnetics que avui considerem com a metodes cinétics classics (taula 1.1).

Taula 1.1. Classificacio dels métodes cinétics diferencial s classics enfuncié del’ ordre dereaccid

per un sistema de multicomponents.

ORDRE DE REACCIO CONCENTRACIO INICIAL METODE
DE LESESPECIES (numéric o grafic)
Pseudoprimer ordre [R]>> [C] Extragpol lacio logaritmica
respecte els aralits Punt Unic
Tangents
Equacions proporcionds
Segon ordre [Rl>> [C] Extrapol lacié logaritmica
[Rl,= [C] Punt Unic
[Rl,<< [C] Extrgpol lacio lined
Pseudoprimer ordre [Rl<< [C] Punt Unic (Robertsi Regan)
respecte d reactiu Equacions proporcionds

Tal i com queda reflexat a la taula, la aplicabilitat dels métodes cinétics d’analis a la
resolucié de mescles, ésfuncid de les caracteristiques del sistema en quiestié com son I ordre de
reaccio, larelad 6 de concentracions dd s reactius, etc., i queno existeix un metode que pugui ser

gplicat en quasevol casdeformagenerd.

58



Capitol |

Els métodes que han estat més emprats son els metodes grafics d’extrapol acié logaritmica
i lined, | deds numeérics, el de les equacions proporcionals. A la bibliografia [Mottola, 1988] es
descriuen cada un d' aquests metodes en detall i es citen diferents sistemes experimentals als que
han estat aplicats.

Totsaquests metodes tenen com a principal limitacio lautilitzacié de només unes poques
mesuresper dur aterme escdculs, desaprofitant unagr anquantitat d’informacio discriminant que
pot oferir el seguiment de I’ evoluci6 d' una reaccio en que varies eSpeci es competeixen per un
mateix reactiu. Per a donar un exemple, el metode de les equacions proporcionds, es basa
unicament amb el senyal mesurat a dos temps diferentst; i t, per resoldre un Sstema format per
dues equacionsi duesincognites com son lesconcentracions deles especiesd unamesclabinaria.
La rad d' utilitzar una escassa infformacio és consequéncia de la instrumentacio i sistema de
processat de |’ época en que van ser desenvolupats aguests metodes.

Comaresultat del’ Us de poques mesures en els calculs, cal reproduir molt exactament les
condicions experimental s per obtenir resultas precisos, i amés, la qualitat d’ aquests resultats es
troba estretament condicionada pels valors relatius de les constants de velocitat de les diferents
especies, situacio molt desfavor able quan S aproximen ala unitat ja que representa un augment
de I'error en e ccul de les concertracions, aixi com per la relacié de concentracions dels
componentsdela mesclai engenerd per lacomplexitat delareaccio (n°d espécies). La utilitzacio
d un o atre metode dependra doncs de tots aquest s factors.

Un andlisi dels efectes delarelacio de les congantsde velocitat, i dela composicié dela
mescla, sobreelserrorsen dsparametres mesurat s, en s metodes classics més utilitzats, esdona
en el llibrede Mark i Rechnitz [Mark, 1968].

Tambeé ésunalimitacié important delsmétodes cinéticsclassics, el requidt de coneixer per
avancat el model cinetic que segueix €l sistema, i que en molts casos sigui necessari conéixer
també aguns dels parametres de la reaccid, com son les constants de veocitat i €ls ordres de
reacci per lesdiferents especies. Aqueds parametreses troben apartir dels components purs on
S assumeix sempre que les velocitats dels analitsson independentsunesde les altres, ésadir, que
la presencia d’'un analit no modifica d comportament dels altres i per tant, malts d’ aqueds
metodes no poden ser utilitzats en presencia d’efectes sinérgics interaccions. Aquest efecte no és

molt comu, pero pot ser unafont d’ error moltimportant. Per altrabanda, en mostresreds pot ser
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gue lapresencia de substanciesno conegudesinflueixin en lavelocitat de lareacd 6 i que tampoc
facin extrapol ables aquells val ors calcuats pa a subgancies en estat pur.

En aguests casos només els metodes que no necessiten e coneixement previ de les
condants de velocitat, com és |’ extrapolacié logaritmica de segon ordre, 0 bé atres métodes
especffics, poden ser aplicats.

Després d enumerar es desavantatges dels métodes classics, ca remarcar el fet que s
diferents métodescineticsclassc van ser deservolupats per a resoldre situacions concretesi no
stuacions generals, fent que la aplicacié d aquests en € tractament de les dades de sistemes
experimentals nomeés sigui correcta quan es compleixen les condicions que els metodes
requereixen. Aixo comporta una gran complexitat quan amb aquests metodes es vol abordar
sistemes cinetics reals, i en la mgjoria de les ocasions Sintenta obtenir aquelles condicions
experiment as que permetin tenir reacci ons depseudoprimer ordrerespecteal sanalits, situacio que
podriem etiquetar com “ided”. Ara bé, no sempre és possible asolir aguestes condicions de
pseudoprimer ordre, i axo, juntament amb lalimitacio de que esrequereixengrans diferenciesen
les velodtats dereaccio per oltenir resultats accept ables, fa que aquests métodes no hagin estat
utilitzats de forma important a la resolucio de sigemesreds de multicomponentsi que s hagin
restringit a I estudi tedric/académic.

A mode d’ exermple a continuacid es mostren les equaci ons que descriuen les reaccions de
pseudoprimer ordrerespect ealsanalits, jaque han estat |abase pel desenvolupament demoltsdds

metodes dnétics classics.

[.2.21.1. Reaccionsde pseudoprime ordre regecte als analits

Considerem dos analits A i B que reaccionen amb un reactiu comu R per a donar el mateix o
diferents productes, P, i P,.

Quan la concertracio de reactiu inicial es troba en un gran excés respecte la suma de les
concentracions inicials dels analits, és a dir [R],>>[A],+[B],, es diu que lareaccié que té lloc
Segueix unacineticade pseudoprimer ordre respecte als analits. Laconcentraci6 dereactiu espot

condderar condant i es téun dgema d’equecionsdiferencials com el seglient:
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dIR]_ dl4l_
T T Kl (43)
dlp]  dB]
At dt = #5L5] (44
0 sl lesreacdons donen lloc a mateix producte:
dl F
%: LA+ kB[ B] (45)

on K ,=Kk,[A], i K z=kg[ B], sOn les constants aparents de pseudoprimer ordre respecte aA i B

respectivament. Les solucions integrals d aquest es equacions son:

[4] = [A e (46)
[B], =[Bl,e"* (47)
0 S es mesura la concentracio dels productes P, i P, (0 una propietat proporcional a dla):
[R]), =[4 Q- &) (48)
[B] = [B,Q- %) (49)
Si el productedereaccio ésel mateix, P, també es pot escriure en funci6 delaconcentracio

indd dels analits segons|’equacio seglent:
[Pl =[ALA- & *)+[Bl,(1- &™) (50)

que espot smplificar per acada temps com:

[P]z = kl_&;[fl]u + Ji‘ICIE;';[-B]n:u (51)
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Segons aguestes equacions, podem cbservar que, tant 9 es segueix amb d temps la
concentracio dds andits, comladels productes, o lad’un producte comd, aquestaés proporcional

alaconcentraci6 inicial dels analits.

1.2.2.2. METODES CINETICS DIFERENCIALS D’ ANALISI MODERNS

A principis dels anys 80, els métodes cinétics diferencials d’ andlisi de multicomponents milloren
de manera important com a consequéncia dd creixement en la utilitzacio de la instrumentacio
multidimensional. L’us dels ordinadors juga un paper cada cop més important, tant en
|’ automatitzacio de larecollida de les dades cinétiques com en €l tractament d’ aquestes.

A partir d’ aguest moment, esportaaterme € registre espectral avarieslongitudsd ona
a multiples temps obtenint-se aixi molta més informacié discriminant, i Saborda el stema
sobredeterminat per minms quadrats, tant lineal com no-lined, millorant molt la quditat dels
resutats[Crouch, 1993; Otto, 1990]. Elsnousmetodes decdcul, juntament amb lainst rumentacio
automatitzada, fa que agquests métodes cinétics moder ns siguin més sdectius, i independents de
les condicions experimentals, essent d’ aquesta manera més competitius amb els procediments
basats en I’ equilibri.

Una delestécniques més aplicades ha edtat € filtre de Kalman [Brown, 1986], del qual hi
hadiferentsversions; I'dgoritmelineal [Wentzdl, 1989] i I’ estés [Rutan, 1985; Quencer, 1993].

Pero, tot i aquestamillora en els resultats, aguests métodes continuen presentant algunes
de les grans limitacions dels métodes cinetics classics. Tots ells es basen en la postulacié inicid
d’ undeterminat mode quimicofisci estractadetrobar el modeli el sparametresquimicofisicsque
millor expliquen les dades experimentals mesurades. Normament es fa una esimacio inicial del
parametres de velocitat els quals s obtenen apartir del's components purs. El model proposat, bé
es coneix amb antelacio, o bé es postula i es comprova durart |’ gjustament minmoquadratic.
Moltesvegadesresutadificil la descripcio acuradade lareaccio o d procés, i esrecorreamodes
locals 0 amodel s només vali ds sotacondicions restringides. La quantitat de parametres a estimer
i la qualitat intrinseca de les dades determinen els resultats assolits i poden malmetre'n
considerablement lavalidesa.

Per tant, tampoc aquests métodes serveixen per un cas general on no es conegui

exactament el model ni les constants de vel ocitat ni s’ handescrit aplicacionsen casosdepresencia
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d’efectes sinergics. De fet, quasi tots aquests metodes s han aplicat homés a reaccions de
pseudoprimer ordrerespecte ds analits.

A partir dels anys 90, té lloc un salt qualitatiu molt important. Es comencen a aplicar
tecniquesde calibracié multivariades flexibles, lesquals no necessiten del coneixement del model
cinétic i, per tant, sdn molt Utils en sistemes cinetics complexes.

Unates doctoral realitzada per un membre del grup de recerca[Miguel Reddn, 1996]
esudia I'aplicacio de PCR, PLS i ANN en difererts situacions per tal de comprovar la seva
aplicabilitat practica com a metodes generals de calibracio en sigemes dnétics. Els resultats
derivatsd’ aguest treball sbn molt satisfactoris. A la bibliografia, Culleni Crouch[Cullen, 1997],
utilitzen laclassificacio delacalibraci6 en funci6 de ladimensi 6 delesdades arel itiques proposada
en [Booksh, 1994] i fanreferenciaales simulacions com unaeina per I’estudi del comportament
dels diferents métodes de calibracio front als parametres i caracteristiques més importants que
afecten a un sigema cinétic (soroll instrumental, fluctuacions de les constants de velocitat,
solapament espectral i cinetic, etc.). Per Ultim, per a cada tipus de calibracidé exposen les
aplicacions existents per a la resolucié de mescles. Recertment, a la ted doctoral d’un dtre
membre del grup de recerca [Marta Porcel, 2001] es fa unarevisio de les gplicacions sorgides
recentment dels métodes de calibracid multivariakes aplicats a la resolucié de mescles.

En el tractament de dades de primer ordre (p.ex. €l perfil ciretic a una Unica longitud
d ona) com d'ordre superior (p.ex. els perfils cinetics a miltiples longituds d’ ona), les tecniques
meés utilitzades fins al moment sén PCR, PLSi ANN, essent el PL S lamés estesa, jasigui pel seu
alt grau de desenvolupament o per la seva anplidtat.

El PCR i el PLS permeten assolir bors resultats en lamajoria de Stuacions, mdgrat tot,
son metodes lineals, i aixd comporta certes limitacions en dtuacions clarament no-lineals. En
aguests casos les ANN proporcionen millors resultats, perd tenen I'inconvenient de que és
necesstad’ un nombre elevat de mostres per tal detenir unacalibracio robusta, i d’ untempselevat
afi d'optimitzar els diferents parametres de la xarxa. La compressio de les dades mitjancant un
PCA és |’ dternativa més emprada per superar aguests problemes.

Meés recentment, s han aplicat tecniques multidimensionals comel PARAFAC i e nPLS
[Pettersson, 1997; Azubel, 1999; Edeves, 1999; Sauring 1997], directament sobrela matriu de
dades d estructura tridimensional. Ambddés métodes destaquen per la capacitat d’ obtenir
informacio qualitativa del sistema estudiat. Encara que la tecnica PARAFAC ha estat utilitzada
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per laquantificacio, lasevamgor aplicacio es basa en obtenir €s perfils espectralsi temporals de
les especies que reaccionen. Ara bé, les condicions per apoder ser gplicat correctament son molt
estrictes, esent la principal restriccié la trinineditat de les dades. El nPLS sembla més
prometedor, perd no s han trobat encara situacions que millori €s resultats de quantificacié
respecte la técnica PLS hilined, i inclis en ocasions s empitjora [Pettersson, 1997; Azubd,
1999].



.3. EXPERIMENTAL

El procés de mesura o seguinent del senyal analitic en un sistema dnétic es pot dividir en tres

etapes essencial's susceptibles d’ ésser automatitzades:

(a) preparad 6, transport i mescla de les egpéecies involucrades enla reacao,
(b) mesura i transducci6 de la variaci6 dd senyal analitic amb el tenps, i

(c) processat de la gran quantitat de dades mitjancant ordinadors.

En aquesta memoria, el seguiment dels canvis quimics (monitoritzacioé dd progrésde la
reacci®) es porta aterme, mitjancant méetodes espectrofotomeétrics.

A pesar de qué en cada un dels nivells d automatitzacio mencionatshi ha molts aspectes
atractar, en aguest apartat un cament esfarareferénciaaaguells aspectes méspracticsper I’ entesa
del treball realitzat en aquesta memoria.
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.31 SISTEMA DE M ESCLA

En aguestamemoria s ha utilitzat en tots elstreballs el sistemademesclamanual per mitjadel’ Gs
de micropipetes monocanal devolum variable, i agitacié magnética. La agitaci6 es portaaterme
mitjancant un modul d’agitacio intern HP 89055A que disposal’ instrument de mesura, €l qual es
trobatermostatitzat atravésd unbany d aiguatermostatic Frigiterm S-382. Estractad’ unssema
molt ssimple, perd que hapermeés assolir bonsresultats, al’ ésser métodes cineticsd’ anali S sbasats
en reaccions relativament lentes.

Delesdsolucionsamescla, s introdueixen primer alacubetade mesuraaquel les que sén
utilitzades per lacorreccié delalinabasei esmantélacubetatermost atitzadai agitadadurant uns
minuts, mitjancant I'is d’ un imant de tefld | del pas d’'un corrent d’ aire a través del dispositiul.
Posteriorment, es reditza la correccio dd blanc i, mantenint |'agitacié i termodatitzacio,
s afegeixenlarestadedisolucions. Esconvenient queel volumrel atiu deles dissol ucionsafegides
sigui petit i que estrobin a la mateixa temperatura que agudla a la que es vulgui realitzar la
reacci0. Sempre s afegeix enultimlloc ladissoludé queinicialareaccié. El temps necessari per
tal d’ homogeneitzar lamesclade reactiusésdiferent del procediment utilitzat en cadacas, i aquest
aspectedeterminael tempszero oinicid per comencar I’ adquisicio de les mesures. Aquest temps
espot deduir apartir de I'addicié d unadissolucio de cromat potassic aunasolucié de KOH 0,05
M continguda a la cubeta. El temps de homogenitzacio va ser sempre inferior a5 s.

Es importart que durart tot € temps de registre, I agitacio i la temperatura restin

constants. L’ agitacié evita la formacié de precipitats i manté homogeni d sistema.
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1.3.2 SEGUIMENT DE LA REACCIO

En aguesta memoria & seguiment cinetic dels diferents processos s ha portat a terme
mitjancant mesures d’absorbanciaalareg 6 UV-vishe utilitzant 3 espectrofotometres de diodes
enlina: Hewlett-Packard model HP8451A (A), Hewlet-Packard model HP8452A (B) i Hewlett-
Packardmodel HP8453 (C). Els espectofotometres A i B tenen unaresol ucié de 2 nm, mentre que
pe C ésdelnm.

Enel casdel acetat d’ hidrocortisona, pertal d’ evitar lafotodescomposicio en el transcurs
de lareaccio, es vaincorporar alacel lademeaura un filtre de tall (190-300rm).

Tots els espectres d’ absorbancia es registren amb una cubetes de quars d'1 cm de cami
optic.

L’ espectrofotometreA ésgovernat per unordinador HP-85 que posseeix com aperiférics:
una lectorade disguets flexibles model HP 9121D, unaampliacié de memoria de 128 Kbytesi un
teclat alfanumeric HP 89057A. Tambeé es disposa d’ un tragador grafic model HP 7470A com
accesori. El ooftware de I'equip incorpora programes pel control de I'instrument, registre dels
espectres UV-Visble i pogerior manipulacio. Ara bé, totes |es dades experimental s obtingudes
estransfereixen al’ entorn MS-DOS d’ un PC compatible, ja que proporcionaunamgor potencia
i versatilitat en e calcul maematic, aixi com una millor manipulacié per de tractar-les. La
trandferencia es fa mitjangant una interfase serie RS232C/ HP-829339A que digposen ambdos
ordinadorsi els corresponents programes detrandferénciar edit zat sper membr esd’ aguest mateix
grup de recerca.

Els espectrofotometres B i C estan governats per ordinadors personals compatibles a
través d'una interficie HP-IB. El software dels I'equips, HP89530 MS-DOS UV-Vis i
ChemStation, respectivament, incor poramoduls pel control de I instrument, i pel tractament dels

espectres
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1.3.3. PROCESSAT | TRACTAMENT DEL SENYAL

L’ aspecteteoric referent al tractament de les dades obtingudes enl’ andlisi de mescles, ja ha estat
tractat abansen aguest capitol i no s entraraen mésdetalls, perd si enalgunsagpectes més practics

de com s han dut aterme €els cal culs en agquesta menoria.

1.3.3.1. SOFTWARE

Elsdiferentsmodelsdecalibracio s han construit utilitzant elsalgoritmes PCR i PLSqueestroben
incorporats en el programa UNSCRAMBLER (CAMO A/S, Trondheim, Norway) versions 6,1
i 7,5, I'algoritme nPLS deservolupat per Bro [Bro, 1998] e qua funciona des del Matlab
(MathWorks, Sherbon, MA, USA) i que es trobava disponible a través de I'adreca Web
http:\\newton.foodsci .kvl.dk\foodtech, i firAlment les xarxes neuronas artificials (ANNS)
incorporades en el programa Neural-Connection.v. 2.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois).

Els espectres de primera derivada han edat obtinguts per mitja de la utilitzacié de
I’dgoritme de Savitsky-Golay amb un polinomi de segon grau, amb una dimensio de finestra
diferent segonsel sistema abordat.

1.3.3.2. DISSENY | SELECCIO DE LES MOSTRES DE CALIBRACIO

Entotselstreballs s haaplicat un disseny experimental factorial, per laseleccid de les mostres de
cdibracio representaivesdd sstema. L’ objectiu ésmaximitzar i facilitar I'extraccié d’informacio
significativa de les dades generades.

Per altrabanda, també s’ han aplicat dissenys per estudiar I' efecte deles diferents variables
experimentas sobre els diferents gstemes cinétics. En aquest dissenys, I’ estratégia adoptada en
la mgjoria d’ocasions ha estat la sequiencial, on s estableix cada nou experiment després de
I'avaluacio dels resultats dels experiments anteriors. En aguests cas, |’ objectiu és trobar una

maxima discriminacio entre els senyals de | es diferents especies contingudes en les mescles.
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1.3.4. INSTRUMENTACIO i APARELLS

Per ladeterminacié cromatografica en tots elstreballs aexcepcid de ladeterminaci6 de levodopa
I benserazida, s utilitza un sistema format per unes bombes L C-10AD Shimadzu (Kyoto, Japan)
amb un detector de diodes en linia UV-vis Hewlett-Packard model 1040A HPLC i una data
station 9153 Hewlett-Packard.

En el cas de lalevodopai benserazida s utilitza un sistema de bombes Kontron model
HPLC System 600 .

Lacolumnautilitzada en totes |es determinacions ésuna C,; Spherisorb ODS-2de5 m,
15 delongitud x0,46 cm de diametre intermn o equivalent.

El bany temodatic SELECTA, modd Frigiteem S-382, que S'acobla ds
espectrofotometres UV-Visible durant el seguiment de les reaccions quimiques, mant é const ant
latemperaturadelacel |ademesuraamb unaprecisié de £0,1°C mitjancant larecirculacio d aigua
através d aquestacd la

Per les mesures de pH s utilitza un pH-metre d' dta resolucié micropH 2002 Crison.
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