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La necessitat de millorar o ampliar els metodes analitics adaptant-los a
les demandes creixents de la societat actual, ha impulsat el naixement dels
metodes automatics d’analisi.

La Quimica Clinica, els laboratoris de control de diversos tipus d’in-
dustries i el control del medi ambient sén, entre d’altres, camps on la neces-
sitat de dur a terme un nombre considerable d’analisis ha conduit a un im-
portant desenvolupament dels metodes automatics.

L’analisi per injecci6 en flux (FIA) constitueix una recent i important
innovaci6 en el camp de I’analisi automatica que es caracteritza per un fona-
ment simple, un utillatge barat, una manipulaci6 senzilla i una gran capaci-
tat per tal de donar resultats amb rapidesa, exactitud 1 precisio. La FIA és
una modalitat de ’analisi en flux continu (CFA) que consisteix en lainjeccio
d’un volum definit de dissolucié de la mostra que cal analitzar en un flux no
segmentat d’un liquid que flueix continuament a través d’un detector que
mesura una propietat de ’analit.

L’esquema basic d’un sistema FIA és mostrat a la fig. 1, 1 consta de les
parts seguents:

a) Una unitat de propulsio que estableix un flux constant d’un liquid (o
de diversos) que poden ésser un simple portador o la dissolucio d’un reac-
tiu. Pot ésser constituida per una bomba peristaltica, un sistema de pressio
de gas o la simple for¢a de la gravetat.

b) Un sistema d’injeccio que permeti d’introduir en el flux un volum
exactament mesurat de la mostra, amb una gran reproductibilitat i sense in-
terrompre el flux. El sistema més usual és el de les valvules d’injeccio, sem-
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Figura 1. Esquema general d’un sistema FIA on es mostren les parts essencials: unitat de pro-
pulsio, sistema d’injeccid, tub de reaccié i sistema de deteccio (reproduccio de Ref. 1 amb auto-
ritzacio dels autors).

blants a les utilitzades en cromatografia liquida, perd menys robustes ja que
no han de suportar pressions elevades. Les xeringues d’injeccié, utilitzades
al comengament del desenvolupament de la técnica i que li donaren nom,
han quedat obsoletes.

Aiximateix, hi ha estat introduit I"us de valvules dobles que ens perme-
ten d’injectar simultaniament dos liquids (técnica de combinacié de zones).
Les valvules poden ésser manuals o ésser activades electricament mitjangant
un motor acoblat; en aquest darrer cas, variant la durada de 'impuls electric
hom pot modificar el volum injectat.

¢) Un tub de reaccio de longitud variable, i que sovint hom anomena
“reactor”, a vegades incorrectament, a través del qual té lloc el transport de
la mostra fins al detector. Aquest transport pot ésser simple o acompanyat
d’una reaccié quimica que genera el producte que sera mesurat en el detec-
tor.

Pot ésser un tub recte, en forma de serpenti, buit o bé ple d’un material
inert o quimicament actiu (redox, bescanvi ionic, enzim immobilitzat,
etc.), o bé tenir una cambra de mescla, etc. Ha d’ésser constituit d’un mate-
rial inert quimicament, usualment polietile, tefld, etc.; el diametre intern
més usual és entre 0,3 mm 10, 8.

d) Un detector adequat proveit d’una cel-la de flux que permet d’obte-
nir un mesurament continu de la propietat analitica.

Els detectors poden ésser de diferents tipus (segons la propietat que
caldra mesurar), com és ara: colorimetres, fluorimetres, potenciometres,
etc. La resposta del detector d’un sistema FIA és un senyal transitori, sem-
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blant al d’altres metodes analitics, 1 que generalment és enregistrat en forma
de plC Enlafig. 2 mostrem una representacio de dos sistemes FIA o “fiagra-
mes”. Es una representacié del senyal analitic (absorbancia, fluorescencia,
potenual, etc.) en funci6 del temps. Els parametres essencials d’un fiagrama
son:

a) L’al¢ada del pic, h, la magnitud del qual té relacié amb la concentra-
ci6 de I’analit en la mostra injectada. Igualment pot ésser-hi utilitzada I'area
del pic, per bé que aquesta mesura exigeix la utilitzacié d’un integrador.

b) El temps de residencia, T, que és el temps que passa entre la injeccié 1
I’ aparncno del senyal maxim. Cal no confondre’l amb el temps d’aparicio, t,,
que és el temps que passa entre la injecci6 i I'inici del pic (mcrement de
I'1% al 2% del senyal de la linia de base). La diferéncia entre ambdos és t’;
t=T-t,.

Per les caracteristiques dels pics FIA, aquest valor és molt petit.

¢) El temps de retorn, T’, que és el temps compres entre el valor maxim
del senyal i el retorn a la linia de base.

d) El temps que dura el senyal, t, que és el temps compres entre la sorti-
daiel retorn alalinia de base (baseline-baseline time), i que és una forma de
definir la dispersi6 de I’analit.
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Figura 2. Fiagrama: A) amb registre rapid; es representen els parametres més importants. B)
amb registre lent; injeccié de quatre patrons per triplicat i d’una mostra per quintuplicat (re-
produccio de Ref. 1 amb autoritzacio dels autors).
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Aquests parametres son necessaris per a definir, almenys semiquantita-
tivament, un fiagrama.

El fiagrama no respon a un model gaussia de corba, per la qual cosa
aquests parametres no defineixen el pic FIA d’una forma completa, en espe-
cial la segona part o “cua”, que és caracteristica d’aquests registres i que els
distingeixen dels senyals transitoris que hom obté en altres tecniques anali-
tiques.

Perque un sistema FIA com el descrit pugui ésser considerat un métode
automatic, és imprescindible d’incorporar-hi un sistema de mostreig i una
valvula d’injeccio activada electricament i que funcioni coordinadament
amb el mostrejador. El control d’aquestes parts pot ésser dut a terme mit-
jangant un microprocessador proveit d’una interfase activa.

DispPERSIO

Mentre dura el transport de la mostra des de I'injector fins al detector té
lloc un procés de diluci6 o dispersi6 que caracteritza el perfil de concentra-
c16 que aquesta adquireix en un punt determinat del sistema. Hi ha dos me-
canismes, fig. 3, que contribucixen ala dispersio del bolus de mostra injecta-
da:

a) Transport per convecci6 en condicions de flux laminar i que origina
un perfil parabolic de velocitats.

TRANSPORTE CONVECCIONAL

FLUJO TURBULENTO FLUJO LAMINAR

TRANSPORTE DIFUSIONAL

AXTAL RADIAL

»

Figura 3. Tipus de transport en tubs tancants (reproducci6 de Ref. 1 amb autoritzacié dels au-
tors).
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b) Transport per difusié causada pel gradient de concentracié en dife-
rents moments del transport i que pot ésser de dos tipus: axial 1 radial. La
contribuci6 de la dispersi6 radial és la més important i permet d’explicar el
manteniment de la identitat de la mostra injectada. La coexistencia dels dos
pics de transport explica la forma caracteristica del fiagrama.

Han estat proposats diferents models teorics per a intentar de definir
amb rigor el perfil del fiagrama que interrelacionen els diferents parametres
experimentals amb les caracteristiques d’un pic FIA i, per bé que hom ha
aconseguit un cert grau d’aproximacid, cap d’aquests models no aconse-
gueix d’explicar rigorosament la realitat experimental.

Nogensmenys, una definicié atil de la dispersio és el coeficient de dis-
persi6 practic de Ruzicka, que és una mesura de la dilucié que ha sofert la
mostra quan arriba al detector. Hom el defineix com la relacio entre la con-
centracio de la mostra en la injecci6 (C,) i la que té en el detector (C)

D=C,/C

Tenint en compte I’existencia d’una proporcionalitat directa entre la magni-
tud del senyal enregistrat i la concentracio C = k - h,

D=h,/h

Un procediment per a la determinacié de D en un muntatge FIA simple
és donat en la fig. 4.
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Figura 4. Representacio esquematica del calcul de la dispersio practica de Ruzicka (reproduc-
c16 de Ref. 1 amb autoritzacio dels autors).
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Alguns factors com ara el volum d’injeccio, cabal, longitud 1 diametre
del reactor, afecten el valor de la dispersio; com que, en les condicions habi-
tuals de treball, interessa d’obtenir la maxima sensibilitat en la determina-
ci6, caldra procedir a una optimitzacié dels valors d’aquests parametres per
tal d’assolir la maxima sensibilitat 1 reproductibilitat dels mesuraments.

Per tal d’obtenir un tractament més complet i detallar la dispersio, ve-
geu la monografia del Prof. Valcarcel.!

PRINCIPALS CARACTERISTIQUES DE LA FIA

Un sistema FIA basic com el descrit té unes caracteristiques d’entre les
quals poden destacar:

a) Durant el transport de la mostra injectada fins al detector hom pot
dur a terme un procés fisico-quimic addicional: reaccié quimica, dialisi, ex-
traccio liquid-liquid, etc.

b) La dispersi6 o dilucié parcial de "analit en el transport pot ésser esta-
blerta mitjangant un control de les caracteristiques geometriques i hidrodi-
namiques del sistema. La mescla incompleta de I’analit amb el portador és
reproduible i origina un gradient de concentraci6 variable amb el temps.

¢) En el moment de la detecci6 no s’ha assolit ’equilibri fisic (homoge-
neitzacié d’una part del flux) ni el quimic (reaccio completa). Per tot aixo la
FIA pot ésser inclosa dins els metodes cinetics d’analisi en la modalitat de
mesuraments a temps fix.

d) El temps d’operacié és molt reproduible, ja que petites variacions
d’aquest temps poden produir greus alteracions dels resultats pel fet que els
mesuraments son duts a terme en condicions de no-estabilitat.

e) L’analisi quantitativa pot ésser duta a terme per mesurament de Ial-
cada de pic, I'area de pic, "amplada de pic (valoracions FIA) i la distancia
pic-pic (metode de parada de flux).

Mobaritats FTA

La possibilitat d'utilitzar diferents canals que aporten diversos reactius
que es mc.clen amb diferents punts del sistema, aixi com la possibilitat
d’utilitzar diferents tecniques instrumentals com a sistemes de deteccio, do-
nen ala FIA una gran versatilitat que la fa aplicable en una amplia varietat de
programes analitics. Hom podria dir que I"inica linuitacié de la FIA és la
imaginacio de I’experimentador.

Els sistemes FIA poden ésser classificats segons que hi tingui lloc 0 no
una reaccié quimica. Quan no hi ha reaccié quimica, hom utilitza un siste-
ma monocanal i les condicions de treball asseguren una dispersio baixa.
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D’altra banda, quan hi ha reaccié quimica, la configuracio i les condicions
de treball depenen de les caracteristiques de la reacci6. A la fig. 5 mostrem
dues possibles configuracions d’aquests sistemes.

Durant el transport de la mostra, a més de la reaccié quimica poden te-
nir lloc altres processos:

Redox: intercalacié d’un reactor ple d’un material adequat per a pro-
duir una reaccié redox; per exemple, reduccio de NOja NO; coma pas pre-
vi a la seva determinacié com a colorant azo.

Bescanvi ionic: una minicolumna plena de resina bescanviadora pot re-
tenir, per exemple, interferéncies anioniques en la determinacié de cations
(zliminaci6 prévia de fosfats o sulfats per a la determinaci6 de calci per
A.A.) o pot ésser usada com a sistema de preconcentracid (fixacié d’un ele-
ment traga i posterior elucié per injeccié d’un acid).

Enzims immobilitzats sobre un suport adequat 1 que catalitzen una
reaccié d’analit; per exemple, la determinacio de glucosa amb glucosaoxida-
sa immobilitzada i posterior determinaci6 del H,O, format.

Extraccio liquid-liquid, realitzada per confluéncia de dos canals, un
d’aqués (el de la mostra) i un altre que transporta el dissolvent organic que
extreu I’analit o un producte de derivatitzacio; després de separar les dues
fases hom determina I’analit en el flux organic.

Dialisi de substancies de baix pes molecular a través de membranes ade-
quades que permeten de dur a terme la separaci6 en mostres complexes.

A) c, & S R S2 Py S) "
Ca __“
G

B) c R ‘z‘ I S2 R Sy 5
ol |/ |
C)

Figura 5. Tipus de configuracions generals d’un sistema IA. A) Els punts de confluéncia son
darrera el sistema d’injeccié. B) Un punt de confluéncia és davant el sistema d’injeccié i un altre
darrera (reproduccié de Ref. 1 amb autoritzacié dels autors).
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Difusi6 de gas a través d’una membrana que permet de separar Ianalit
en forma de gas 1 eliminar les interferencies no volatils en llur determinacié.
Altres modalitats FIA interessants son:
— Combinaci6 de zones (merging zones)
— Bombament intermitent
— Mostreig de zones
— FIA invertida (rFIA)
— FIA miniaturitzada
— Parada del flux (stopped flow).
Un tractament més ampli d’aquestes modalitats el trobem a la biblio-
grafia especialitzada. '™

ANALISI DE MULTICOMPONENTS

' majoria de les metodologies proposades en la bibliografia es dedi-
quen a I"analisi d’un sol component de la mostra mitjangant la seleccié d’un
procés quimic adequat amb la finalitat d’obtenir una elevada sensibilitat i re-
productibilitat, alhora que hom elimina o minimitza els efectes de les possi-
bles interferencies.

D’altra banda, han estat proposats diferents sistemes per a I’analisi si-
multania de diversos components en la mateixa mostra utilitzant diferents
combinacions de sistemes de detecci6 i injeccio, pero llur aplicabilitat enca-
ra és limitada.*

A la Taula I mostrem una sistematitzacié dels sistemes emprats. Sens
dubte la implantaci6 de la FIA com a metode automatic d’analisis va lligada
a la facultat de realitzacié d’analisis multiparameétriques. La utilitzacié de
detectors d’imatge, com els diode array, permeten d’obtenir una quantitat
d’informacié molt gran, i un tractament adient d’aquesta permetra de po-
tenciar les aplicacions analitiques de la FIA aixi com dur a terme d’una for-
ma simultania ’analisi de diversos components.

Aquest tipus d’analisi multiparametrica suposa I'obtencié d’un espec-
tre d’absorci6 complet en el moment que lamostra o un producte de deriva-
titzaci6 dels analits passa per la cel-la de flux de ’espectrofotometre de diode
array. La desconvolucié de I'espectre complex obtingut mitjangant la utilit-
zaci6 d’un programa matematic adient permet d’obtenir les concentracions
de cadascun dels components de la mescla. Per tal d’obtenir uns resultats
optims cal disposar de:

a) Un sistema que permeti d’obtenir aspectes reproduibles tant de la
mostra com dels patrons.

b) Un metode matematic adequat per al tractament dels espectres.

A continuaci6 fem una breu descripci6 de cadascun d’aquests sistemes.
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Obtencio dels espectres

Per a 'obtenci6 d’espectres reproduibles cal enregistrar-los en el ma-
teix moment dels pics FIA de la mostra i dels patrons. Els espectrofotome-
tres de diode array permeten I’enregistrament de I’espectre UV-Vis en tan
sol 0,1, per la qual cosa, amb un temps tan petit, qualsevol punt del fiagra-
ma seria adequat per a 'obtencié de espectre. Tanmateix, aquesta velocitat
d’enregistrament tan elevada no permet d’ assegurar una adequada repro-
ductibilitat. Per a obtenir la major sensibilitat i reproductibilitat en el regis-
tre del espectres, cal enregistrar-los en el maxim del pic, i un temps d’inte-
gracio de 0,4 s és suficient per a obtenir una reproductibilitat millor de
1’1 % .5‘ &

Hem utilitzat dues formes de enregistrament d’espectres:

— Hom estableix préviament el temps de residencia, 1 els espectres son
enregistrats després de transcorrer aquest temps des de la injeccio. Aquesta
forma exigeix la utilitzaci6 d’un equip FIA automatitzat que controli la val-
vula d’injecci6 per tal d’assegurar una reproductibilitat suficient en els me-
suraments.

— Hom mesura el temps transcorregut entre I'aparicio i el maxim del -
pic, 11’ espectre & enregistrat després d’aquest temps prenent com a ongen
I'aparici6 del pic FIA. Aquest cas no exigeix un equip automatitzat i és el
mateix microordinador de I'instrument qui mesura i controla els diferents
parametres.

Per a tots dos casos han estat desenvolupats programes adients per a
microordinador capagos de dur a terme el control i el mesurament dels dife-
rents parametres que permeten un correcte enregistrament dels espectres.
Els espectres dels components purs, que seran usats com a estandards en el
programa numeric, foren obtinguts per injecci6 replicada de dissolucions
de diferents concentracions. D’aquests espectres hom obtingué un espectre
normalitzat. [’espectre de la mostra fou obtingut amb la mitjana dels espec-
tres de dues injeccions.

Tractament matematic dels espectres

La desconvoluci6 de I’espectre complex de la mostra ha estat obtinguda
mitjangant tres programes de calcul:

1) El Multicomponent Analysis (M.A.), incorporat en el software de
I’equip Hewlett-Packard. Hom desconeix I’algoritme que usa en la resolu-
c16, 1 actua com una “caixa negra”. El grau d’ajust en la resolucié és donat
per un parametre anomenat fit error.

2) EIMULTIC és un programa de multicomponents posat a punt per
nosaltres, que resol mitjang¢ant un ajust per minims quadrats 'hiperpla de la
mostra en un espai de n dimensions (components). Permet de calcular les
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diferencies d’absorbancies (A, — A,,,) a cada longitud d’ona i la desviacio
estandard com a parametres d’ajust.
3) El SIMPLEX, que és un conegut metode iteratiu d’optimitzacio 1
q 8 p
que ha estat adaptat per a la resolucié de multicomponents. El programa
calcula concentracions que minimitzen una funcié d’ajust definida com
Y (A —A_ ) atotes les longituds d’ona de ’espectre. Un altre parametre
exp cale & p p

d’ajust que proporciona és la desviacio estandard dels espectres.

Determinacio dels components d’una mescla

Un exemple de la potencialitat analitica de I'acoblament FIA-DAD és
la resolucio sense derivatitzacié de les possibles mostres binaries, ternaries i
quaternaries dels quatre compostos seguents:

Clorhidrat d’etafedrina

Clorhidrat de fenilefrina

Succinat de doxilamina

Teofilina
aixi com I"aplicacié a llur determinacio simultania en un producte comercial
(Nethaprin).

Els espectres normalitzats d’1 x 10*M dels quatre compostos, d’absor-
banciaide 12, 2*1 3* derivada, son mostrats a la fig. 6. Hom pot comprovar
que la superposicié dels espectres és molt gran i no permet la selecci6 de lon-
gituds d’ona per a la resolucio, pels metodes habituals, de la mescla sense
cometre un error considerable.

Els resultats obtinguts en la quantificacié mitjangant Paplicacio del
Multicomponent Analysis utilitzant els espectres d’absorbanciaide 1%, 2*13°
derivada per a la resolucié de mescles ternaries i quaternaries, figuren a la
Taula II. Com hom pot observar, la majoria dels resultats obtinguts mos-
tren errors inferiors al 3% i només destaquen amb errors majors la teofilina
en una mescla ternaria i la doxilamina en dues de quaternaries, explicable
per la concentracié menor d’aquest component en la mescla.

Per tal de comparar els resultats obtinguts pels tres metodes de calcul
utilitzats, ha estat resolta una de les mescles quaternaries; a la Taula 11T en
donem els resultats obtinguts. No hi ha desviacions notables entre aquests
resultats, pero seria convenient de fer algunes observacions sobre I"aplicacio
d’aquests metodes:

1) EIM.A. i el MULTIC donen resultats que depenen de P'interval de
longituds d’ona utilitzat en la resolucio. Encarano hihaun criteriadient per
a la realitzacié d’aquesta seleccio, i solament I'estudi de cada pas concret pot
ajudar-hi. En contraposicio, el metode SIMPLEX no és sensible a 'interval
de longituds d’ona usat en la resolucio.

2) La utilitzaci6 dels espectres de derivades ajuda a la resolucio, tot
aportant, en general, millors resultats 1 essent la 3* derivada la més adequa-
da. La utilitzaci6 de derivades d’ordre superior no solament no millora sin6
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Figura 6. Espectres normalitzats (1 x 10* M) d’absorbancia, de 1%, 2% 1 3% derivada de: (—)
Teofilina; (- - —) Succinat de doxilamina, (- - —) Clorhidrat de fenilefrina i (- - - —) Clorhidrat
d’etafedrina. Espectres de: a) absorcié, b) primera derivada, ¢) segona derivadaid) tercera de-
rivada.
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Taula II. Errors relatius (%) a I’analisi de mescles de tres 1 quatre components.
A =214-290nm

Mesclaiconcentracio x 10°M A 1D 2D 3D

E 12.500 -1,6 -0,9 -1,1 -1,0
F 5.529 1,9 0,3 -0,5 1,3
D 2.555 2,0 0,3 0,1 -0,9
E 5.208 -0,8 -0,4 -0,2 1,9
F 5.134 -1,3 -1,4 -1,2 4,1
T 2.894 -1,5 -2,0 -1,9 -49
E 5.208 -1,0 -0,9 0,7 2,7
D 4.040 -0,2 -1,3 -1,5 -1,5
T 2.894 -51 -2,2 -3,4 -8,1
F 5.134 2,6 1,9 1,1 2,2
D 4.040 2,8 2,8 2,8 3.0
T 2.894 275 2,8 2,6 1,7
E 1.042 -3,3 -3,0 -3,1 -3,1
F 3.950 0.7 0,7 0,9 2,6
D 2.020 -0,1 -0,1 -0,9 -1,3
T 2.067 1,8 0,9 1,5 1,8
E 2.083 -1,3 -0,6 0,8 -0,2
F 1.185 -1,8 31 4,8 1,4
D 0.606 -5,8 -4,9 -5,6 -1,8
T 6.200 -0,4 -0,9 -1,0 -1,3
E 2.430 -1,4 -0,4 0,3 0,0
F 1.185 -0,2 4,0 5,0 3,8
D 0.444 7.7 _5,8 vy 0,9
T 6.200 1,0 0,5 0,3 -0,1

Taula I1I. Comparacio de I’error relatiu (%) obtingut en I'aplicacio dels tres procediments de
calcul a una mescla de quatre components. Espectres d’absorbancia. X 214-290 nm, AL = 2 nm

M.A. SIMPLEX MULTIC
E 2,43x10° =114 -1,6 1,2
F 1,18x10° 0,2 -0,8 -0,8
D4,44x10° —7,7 ~7,4 -6,7
T6,2 x10° 1,0 -0,9 0,8

que, en molts casos, empitjora la resoluciod, la qual cosa s’explica per I'ate-
nuacio que sofreix el senyal en la derivacio.

3) El M.A. 1 el MULTIC s6n de resolucié immediata, mentre que el
SIMPLEX, en ésser iteratiu, exigeix un cert temps de calcul que depen del
nombre de components, de "amplitud de 'interval de longituds d’ona 1 del
grau de semblanga o superposicio dels espectres.

Finalment, ala Taula IV mostrem els resultats mitjans de tres aliquotes
d’una dissolucié de Nethaprin, obtingudes a partir de tres injeccions de ca-
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Taula IV. Resultats de la determinaci6 dels components actius en pastilles de Nethaprin, usant
M.A. com a métode de calcul, aplicat a Pespectre de tercera derivada en I'interval 214-290 nm.

Composicio

Component etiqueta (mg) Trobat (mg) Desv. estandard
Clorhidrat d’etafedrina 50 53,9 0,7
Clorhidrat de fenilefrina 25 25,9 0,9
Succinat de fenilefrina 25 24,3 0,4
Ambufilina 180 169,2 1,2

dascuna d’elles, essent el metode de resolucié emprat el de I’espectre de 3°
derivada en el rang de 214 2 290 nm.

Mitjangant el metode proposat,® un cop dissolta la pastilla, la quantifi-
caci6 dels quatre productes té lloc en 30 s aproximadament.

Perspectives de futur

Els darrers anys hom viu una profunda transformacié de la Quimica
Analitica. La comercialitzacié de microordinadors de gran capacitat i de
baix cost relatiu, juntament amb el desenvolupament i popularitzacié de
complexos procediments matematics aplicats a I’analisi quimica, estan mo-
dificant ’enfocament classic de I'analista, i donen lloc a I’aparici6 de noves
metodologies. En aquest sentit I"acoblament FIA-espectrofotometre de
diode array, per bé que és encara en els primers passos, té ’enorme atractiu
de permetre la determinaci6 simultania, rapida i facilment automatitzable
de diversos components d’una mostra complexa. Cal esperar que amb el
desenvolupament de la instrumentacio i dels procediments quimiometrics
d’analisi del senyal analitic, la seva utilitzacid, tant en laboratoris d’investi-
gaci6 com d’analisi i control, augmentara considerablement.
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