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Resumen. El andlisis por inyeccién en flujo (FIA, por sus siglas en
inglés: Flow Injection Analysis), en sus diferentes versiones, es una
de las formas mas avanzada que €l quimico analitico tiene a su dis
posicion para manipular disoluciones acuosas 0 mezclar reactivos y
asi, sin intervencion humana, finalmente transportar a lugar de medi-
da los componentes de una 0 més reacciones quimicas. En este traba-
jo se hace una revisiéon desde €l inicio del Andlisis por Inyeccion en
Flujo hasta nuestros dias y el futuro que le espera a esta técnica
analitica que cada vez es més utilizada en los laboratorios de rutina
de diversas areas (clinica, farmacéutica, ambiental y de alimento),
gracias a su gran versatilidad.

Palabras claves: Andlisis por Inyeccion en Flujo, desarrollo del FIA.

Abstract. Flow Injection Analysis (FIA) in its different versions, is
one of the most advanced technique that can be used to manage aque-
ous solutions or to mix reagents without the human hand by the ana-
lytical chemist and so, finaly, carry to the measurement place the
compounds of one or more chemical reactions. A revision from the
beginning of the FIA until our days and the expected future for this
analytical technique, which is more and more applied in clinical,
pharmacological, environmental and food routine laboratories becau
se of its good versatility, is made in this paper.

Keywords: Flow injection, development of FIA.

Introduccion

El uso de los métodos automaticos de andlisis va ligado al
concepto de sustitucion de una operacién o medida estatica
realizada manualmente por una operacion y medida continua o
secuencial. Este concepto lo introdujo Skeggs en 1957 [1] al
describir el primer sistema de flujo continuo segmentado
empleando burbujas de aire para dividir € flujo de la muestra
en muchas porciones individuales. Este sistema se utilizé,
principalmente, en laboratorios de analisis clinicos en la déca-
dadelos 60 cuando salieron al mercado |os primeros autoana-
lizadores semiautométicos. La importancia de estos métodos
radicaba principalmente en la disminucién de la manipulacion
del analista en el progreso de la reaccién, obteniendo una me-
todologia que solo podia ser “semiautomatizada’ debido al
poco desarrollo en los programas de computacion capaces de
procesar los datos obtenidos por el instrumento analitico, en
muchos casos, 10s datos eran recolectados por medio exclusi-
vamente de un graficador de carta.

Entre los métodos autométicos de andlisis se encuentra el
Andlisis por Inyeccion en Flujo (FIA: flow injection analysis)
concepto introducido por Ruzicka y Hansen en el primer
articulo publicado en 1975 [2] aunque en 1970 Nagy, Feher y
Pungor [3] describen el uso de electrodos de grafito para me-
diciones voltamperométricas de muestras inyectadas, por
medio de una jeringa hipodérmica, dentro de un portador, sin
segmentar €l flujo. Este trabajo es quizés €l primer informe &
cerca de lo que podria ser o que posteriormente se Ilamo

andlisis por inyeccion en flujo. El impacto que esta técnica
provocd en muchos investigadores resultd en el desarrollo de
nuevas metodologias por FIA, especialmente en el andlisis de
aguas. Para 1979 se contaba ya con 80 publicaciones y hoy, a
25 afios de los inicios del FIA, el nimero de publicaciones
estimado es de 10,000.

Andlisis por inyeccion en flujo

En la década de los sesenta el método automatico continuo de
andlisis mas utilizado fue sin duda el andlisis por flujo seg-
mentado (SFA: segmented flow analysis). En esta técnica las
muestras son aspiradas secuencialmente y entre ellas se sitlian
burbujas de aire que separan (segmentan) el flujo establecido,
incluido un ciclo de lavado para evitar contaminacién entre
muestras; las burbujas de aire se eliminan antes de que alcan+
cen la celda de flujo localizada en el detector. El andlisis por
inyeccién en flujo tiene su antecedente en el SFA; pero en
FIA, a diferencia del SFA, €l flujo no esta segmentado y la
muestra es inyectada en lugar de aspirada, en el momento de
la deteccion no se alcanza ni €l equilibrio fisico ni quimico.
En la Fig. 1 se muestran las configuraciones generales para
FIAy SFA.

En los primeros trabajos de FIA se presuponia la existen
cia de un flujo turbulento para explicar la ausencia de conta-
minacion mutua de dos muestras inyectadas sucesivamente en
el flujo [2]. En trabajos publicados posteriormente White y sus
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Fig. 1. A) Configuracion béasica para Andlisis por Inyeccion en Flujo;
B) Configuracion basica para Andlisis por Flujo Segmentado.

colaboradores [4], Stewart [5] y Ruzicka y su grupo [6] de-
mostraron que para sistemas de flujo continuo el nimero de
Reynolds era casi siempre inferior a 2000, por lo que se puede
asegurar que existe un régimen laminar en el transporte de
materia a través de los tubos, mientras que para el SFA el
nimero de Reynolds es mayor o igual a 3000, debido al régi-
men turbulento que se lleva a cabo.

La existencia de un régimen de flujo laminar proporciona
importantes ventgjas al FIA: a) zona de muestra bien definida,
b) caudales reducidos, y por lo tanto, consumo pequefio de
reactivos y c) alta frecuencia de muestreo, |o que simplifica el
montaje al no ser necesario una presion elevada ni burbujas
separadoras de aire para evitar la contaminacién mutua de
muestras al ser inyectadas sucesivamente.

Dispersién controlada: fundamento del FIA

Las condiciones de trabajo habituales del FIA ocasionan que
el bolo de muestra inyectado no alcance el equilibrio quimico
ni fisico, ademas de originar que este se diluya (disperse) en la
disolucion portadora o en €l reactivo

El régimen laminar produce una zona bien definida del
bolo de muestrainyectado produciéndose un gradiente de con
centracion alo largo de todo €l bolo. En laFig. 2 se muestrala
dispersion que sufre la muestra a lo largo de una configu-
racion FIA, al ser un sistema continuo se obtiene una sefial
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transiente cuyo maximo corresponde a la parte del bolo menos
diluida.

Existen dos mecanismos que contribuyen a la dispersién
del bolo de muestrainyectado:

a) El transporte por conveccién desarrollado en condiciones de
flujo laminar, que origina un perfil parabdlico donde lavelo-
cidad lineal de las moléculas en las paredes del tubo esigual
a cero, mientras que las moléculas que se encuentran en €l
centro del tubo vigjan a doble de lavelocidad media; y

b) El transporte por difusion debido a la formacion de gra-
dientes de concentracion (horizontales y/o verticales) en
diferentes momentos del transporte por conveccion.

Por lo tanto, la forma de una sefial FIA (pico) dependera
del tiempo en el que el bolo de muestra se encuentra dentro
del sistema. A tiempos demasiado cortos la dispersién es prac-
ticamente cero y no se genera un gradiente de concentracion
en el bolo inyectado; por otra parte, tiempos de estancia largos
ocasionan una dispersiéon muy acusada originando picos muy
anchos. Debido a esto es necesario establecer cual es el tiem-
po de residencia mas adecuado, siendo un parametro dificil de
decidir. Generalmente, la sefial 6ptima es aquella en €l que €l
transporte por convencion y por difusion influye de la misma
manera, no predominando uno sobre €l otro, aungue evidente-
mente esta decisién dependera de la reaccion que se va a lle-
var acabo.

Las caracteristicas del pico (tiempos de arranque, residen-
ciay ancho de banday altura o area del pico) dependen de las
caracteristicas hidrodinamicas del sistema FIA, caudal, volu-
men de inyeccion, longitud del reactor, etc., siendo dificil es-
tablecer un modelo tedrico de la dispersion capaz de predecir
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Fig. 2. Sefid obtenida en una configuracion FIA. En la parte superior
se muestra la dispersion que sufre € bolo de muestra en el tubo abier-
to a pasar alo largo de la configuracion; h, altura; DT, ancho de
pico.
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el comportamiento de un bolo inyectado en una configuracion
FIA. Generalmente los sistemas FIA tiene mas de un canal por
lo que debe tenerse presente las confluencias (tamafio y geo-
metria), la geometria de la celda de flujo, las conexiones, el
volumen de inyeccién, etc.

Diversos autores han discutido la aplicacion de algunos
modelos tedricos en las condiciones experimentales del FIA
entre los que destacan el “modelo de Taylor” que solo es
aplicable a caudales bajos y reactores de gran longitud [7, 8,
9, 10] y el “modelo de tanques en serie” utilizado por Ruzicka
y Mottola que esta basado en el desarrollo de platos teoricos
como en cromatografia liquida. La validez del modelo es
dudosa cuando N (nimero de platos tedricos) es pequefio, 10
gue ocurre cuando la longitud del reactor no es extremada-
mente larga, o que es habitual en FIA.

Es asi como el coeficiente de dispersion de Ruzicka es el
pardmetro més adecuado para caracterizar la dispersion en un
sistema FIA y fue propuesto por Ruzickay sus colaboradores
en 1975 [2]. Se trata de una medida directa de la dilucién que
sufre el trozo de muestra inyectado cuando pasa por el detec-
tor. Se define como larelacion matemética de concentraciones
de la muestra antes (C,) y después (C) de que haya tenido
lugar el proceso de transporte en una configuracion de FIA, es
decir el inverso del factor de dilucion:

D=C,/C

Este parametro define el grado de dilucién que ha sufrido
una muestra en diferentes momentos del transporte. A cada
punto del pico FIA le corresponde un coeficiente de disper-
sion, asi en el mé&ximo delacurva D = C,/ C

Como siempre existe una relacion entre la sefial analitica
detectada (absorbancia, milivoltios, intensidad de fluorescen
Cia, etc.), € registro de la misma (altura) y la concentracion de
la muestra o de su producto de reaccion (C) el coeficiente de
dispersién puede calcularse a partir de la altura de la sefial sin
sufrir dispersion y de la sefial registrada en el diagrama; de
estamanera D = K h, / K; h,,., donde K, y K; son las cons
tantes de proporcionalidad que ordinariamente tienen el
mismo valor ya que a las concentraciones trabajadas no varia
la relacion entre la concentracion y la sefial o altura. Por lo
tanto el coeficiente de dispersion es unarelacion de alturas: D
= hy / Nppax-

Desde el punto de vista practico la dispersion del bolo de
muestra inyectado dependera de las condiciones hidrodinami-
cas del sistema. La dispersion global del sistema puede con
siderarse como la sumatoria de las dispersiones originadas en
las tres parte del sistema FIA: la dispersion originada tanto
por el volumen de muestra como por |os aspectos geométricos
del sistema de inyeccion, la dispersion por la geometria del
reactor y el caudal establecido y por la dilucién provocada por
la geometria de la celda de flujo. Con este principio se puede
establecer, de manera general, que la atura de la sefial FIA
depende principalmente del tiempo de residencia del bolo de
muestra inyectado en el sistema. A mayor tiempo de residen
cia mayor dispersion, por lo que reactores largos o caudales

bajos incrementan la dispersion. Por otra parte, volimenes de
inyeccion pequefios incrementan la dilucién de la muestra dis-
minuyendo la aturadel pico FIA.

Cuando ocurre una reaccion quimica, considerar la dis-
persion como un fenémeno puramente fisico como consecuen-
cia de proceso de conveccién o difusion no es correcto. Los
aspectos cinéticos deben ser considerados en FIA ya que la
medicion se realiza en condiciones de no-equilibrio, esta con-
tribucion no es tan significativa en SFA debido a que en este
caso ya se ha alcanzado el equilibrio en el momento de la
medicion.

Una reaccion quimica puede alterar el valor del coefi-
ciente de dispersion en FIA de dos maneras: @) cuando se
mide la propiedad del producto de la reaccion que se produce
en el flujo, que es la situacién habitual; en este caso la con-
tribucion quimica hace que el valor de la dispersion practica
disminuya por lo tanto cuanto mayor sea la velocidad de reac-
cion menor es la dispersion. b) Cuando se mide la propiedad
de uno de los componentes de la reaccion que desaparece en
el flujo con € tiempo. En este caso la contribucion quimica
hace aumentar el valor del coeficiente de dispersién. Cuanto
mayor sea la velocidad de reaccion mayor es la dispersion.
Painton y Mottola[11] han considerado este Ultimo caso en un
articulo muy interesante donde determinan la contribucién
cinética, debido a la desaparicion del dicromato, de la reac-
cion entre el dicromato (muestra monitoreada a 352 nm) y el
acido ascorbico (portador) que esta fuertemente influenciada
por el pH ya que a disminuir el pH se aumenta la velocidad
de reaccién aumentando la dispersion.

Pasado, presentey futuro del andlisis
por inyeccion en flujo

Para 1975 Ruzicka y Hansen publicaron €l primer articulo de
una serie de informes sobre andlisis por inyeccion en flujo. En
este articulo describen los conceptos de los sistemas de flujo
continuo segmentado y no-segmentado y sus diferencias. Para
gjemplificar esas diferencias realizan la determinacion colori-
métrica de naranja de metilo, de fosfatos, por el método del
azul de molibdeno, y la determinacién electroquimica de amo-
nio. En todas las determinaciones la frecuencia de muestreo
era superior a las 200 inyecciones por hora con una precision
entre el 1y 2 %. En el segundo articulo de esta serie Ruzicka
y Stewart [12] describen los principales parametros que se
deben optimizar en un sistema FIA: volumen de muestra,
diametro del tubo, longitud del tubo, etc., eiemplificada por la
determinacion de fésforo en plantas.

Para 1979 Hansen y Ruzicka publicaron un articulo donde
demostraban la confiabilidad del FIA para determinaciones
analiticas para tres parametros diferentes [13]: cloruros, fos
fatosy unatitulacion de un acido fuerte con una base fuerte. La
determinacién de cloruros se basa en la reaccion con tiocianato
de mercurio liberando tiocinato que reacciona cuantitativa-
mente con Fe(l11) formando un complejo color rojo que es pro-
porcional ala concentracion de cloruros en disolucién. La con-
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Tabla 1. Determinaciones analiticas por FIA en muestras de agua.
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Analito Tipo de agua Deteccion Concentraciones Frecuenciade muestreo  Referencia
Fe total Natural Espectrofotometria 0.1-30 ppm 180m/h 15
Pb, Cd, Zn, Cu Aguade mar Absorcion atémica Cu5-20ug/L 180-250m/ h 16, 19

Zn5-20pug/L

Pb 25-100 pg/ L

Cd205-10ug/ L
pH, acalinidad, Agua potable Potenciometria PH 3-11 100-150m/ h 17
iones totales Espectrofotometria Alcalinidad 5.0-600 pg / mL

lonestotales 0.7-2.8 meq / L

Cl-2.8-27 meg/ L CI-
Cay Mg Agua potable Espectrofotometria Ca2.0-25 pg/mL; 25-400 pg / mL 30-35m/h 18

Cay Mg 2.0-280 pg/ mL
DQO Aguaresidual Espectrofotometria 0-100 pg/ mL 20, 27
Mn Agua de mar Quimiluminiscencia 1-10nM 10m/h 21
Carbono orgénico  Aguaresidual Espectrofotometria 0.1-20ug C/ mL 45m/h 22

y natura

Fellly Fell Aguasintética Espectrofotometria Fell 0.1-120 pg/ mL

Fetotal 0.2-120 pg/ mL 40-60m/h 23
Fosfatos Aguade mar Espectrofotometria 0.75-4 uM 90m/h 24
Al especiacion Agua natural Espectrofotometria 0.1-180ug/L 60m/h 25
Cl-y SO2- Agua natural Espectrofotometria 10-500 pg / mL 200m/h 26

figuracién es muy sencilla, de un solo canal, obteniendo una
frecuencia de muestreo de aproximadamente 120 / h con una
precision menor al 2 %. Para la titulacion de un &cido fuerte
con una base fuerte, las muestras écidas se inyectan dentro del
sistema de flujo continuo utilizando una camara de mezclado
para controlar el gradiente de dilucion de las muestras. El por-
tador utilizado es NaOH que contiene azul de bromotimol
como indicador. En este caso no se mide la altura del pico FIA
sino el ancho a una atura fija, generalmente, cuando se rea-
lizan titulaciones, el ancho del pico se mide alamitad de éste.

En otras aplicaciones Krug y su grupo [14], redlizaron la
determinacién turbidimétrica de sulfato en muestras acuosas
en un intervalo de concentraciones de 40 a 140 ppm y con una
velocidad de muestreo de 180 / h y precision de 0.85 %. En
este trabajo se presenta los efectos de la concentracion del
reactivo, el caudal del reactivo y lalongitud de los reactores.

Como se puede ver los primeros trabajos realizados por
FIA estuvieron enfocados a contaminantes en agua, debido a
que se trata de una matriz facil de trabajar y en muchos casos
con pocas interferencias ya que generalmente no se trabajaba
con aguas residuales. En la Tabla 1 se muestran algunas de las
determinaciones que se han realizado por FIA en distintos
tipos de agua.

Para mediados de |la década de los 80’ s las metodologias
FIA ampliaron su campo de trabajo realizando determina-
ciones simultaneas y preconcentraciones en configuraciones
cada vez mas complicadas pero mas eficientes y con una alta
probabilidad de automatizacién. Luque de Castro y su grupo
[28] describen una configuracion en la que un bolo de muestra

queda dentro de un sistema cerrado permitiendo que éste pase
repetidamente a través de un detector simple (espectrofoté-
metro) hasta que la muestra se dispersa casi en su totalidad
dentro del portador. La sefial obtenida esta dada por una serie
de picos cuyos maximos o minimos define la curva cinética de
la reaccion que se esta llevando a cabo. Por medio de esta
configuracion es posible determinar los pardmetros cinéticos
de una reaccion asi como también la posible aplicacién en
métodos de concentracion o dilucidn de muestras.

Este mismo grupo de trabajo [29] desarroll6, en 1987, un
método para realizar la determinacion simultanea de pH, alca-
linidad y concentracion iénica total en agua potable. El pH se
midi6 por medio de un electrodo combinado de pH insertado
en € flujo portador. La alcalinidad y los iones totales los de-
terminaron por medio de dos titulaciones utilizando naranja de
metilo para la determinacion de alcalinidad y fenolfataleina
para los iones totales, ademas para esta Ultima determinacion
utilizan una microcolumna catiénica.

El uso de resinas y fases estacionarias en configuraciones
FIA ha permitido que los niveles de concentracién de los ana-
litos determinados sean cada vez mas pequefios ampliando el
campo de automatizacion por medio del FIA. Este tipo de
microcolumnas generalmente se han insertado en sistemas
FIA acoplados a detectores de absorcion atémica donde han
tenido un gran desarrollo. Sven Olsen y sus colaboradores
[30] utilizaron una microcolumna de Chelex 100 para pre-
concentrar en linea plomo, cadmio y zinc, en muestras de a
gua de mar, alcanzando concentraciones de 10 ppb para plo-
mo y de 1 ppb para los otros dos. La velocidad de muestreo
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Tabla 2. Determinaciones enziméticas por FIA.

Enzima Pardmetro Referencia
Alcohol deshidrogenasa Etanol en suero (inmovilizacion en CPG*) 34
Glucosa oxidasa Glucosa (inmovilizacion en nylon) 35
Glucosa oxidasa/ peroxidasa Glucosa (co-inmovilizacion en CPG) 36
b-D-glucoronidasa Acido glucénico, suero 37
b-lactamasa Penicilina (inmovilizacion en CPG) 38
Ureasa Hg (1) por inhibicion de la ureasa 39
b-galactosidasa Sodio en suero 40

*CPG: Vidrio de poro controlado

fue entre 30 y 60 muestras por hora dependiendo del tiempo
de pre-concentracion requerido. En otro trabajo, Zhaolun Fang
y su grupo [31] realizan €l estudio de 122 resinas catiénicas
débiles ademas de Chelex 100 y 8-quinolol parala pre-conce-
tracion de Cd, Zn, Pb y Cu, alcanzado niveles de hasta 0.03
Mg/ L parael Zn en 8-Quinolol.

La incorporacién de microcolumnas en los sistemas FIA
Ilevd consigo la incorporacion de reactores enziméticos au-
mentando la selectividad en muchas de las determinaciones
que se habian estado realizando. La mayoria de las investiga-
ciones estan enfocadas a la inmovilizacion de la enzima en
esferas de vidrio de poro controlado utilizada principalmente
por su simplicidad y las buenas propiedades que ofrece el
vidrio como matriz inerte, aunque los grandes avances que ha
tenido la electroquimica ha permitido el desarrollo de sensores
enziméticos con mayor sensibilidad.

Uno de los primeros trabajos en considerar las enzimas
inmovilizadas en configuraciones de flujo no segmentado fue
el realizado por Gorton y Ogren [32] donde inmovilizan glu-
cosa oxidasay ureasa parala determinacion de glucosay urea
en sangre y orina. Para la determinacion de ambos parametros
en este tipo de muestras es necesaria una membrana dializado-
ra situada entre €l sistema de inyeccién y el reactor, con obje-
to de eliminar interferencias de matriz.

Diversos métodos potenciométricos para la determinacién
de pardmetros clinicos han sido puestos a punto basandose en
el uso de electrodos enziméticos. Uno de |os requisitos para
que un sensor enzimético pueda utilizarse en un sistema de
flujo es que la membrana sea resistente, ya que, ademas de
soportar las caracteristicas de la corriente, su manipulacion es
constante. Muchos métodos de inmovilizacion de enzimas
parala construccion de electrodos proporcionaban membranas
frégilesy laintegridad mecanica de la membrana portadora de
la enzima se dafiaba después de un periodo corto de uso. Ma-
scini y Palleschi [33] realizaron la determinacion potenciomé-
trica simultanea de glucosa y urea en suero inmovilizando las
anzimas sobre mallas de nylon que se fijan en sensores de oxi-
geno y amonio obteniéndose un buen funcionamiento y resis-
tencia mecanica

Muchas de las investigaciones a lo largo de la década de
los 80's estuvieron enfocadas a determinaciones enzimaticas
por FIA principalmente con aplicaciones clinicas alcanzando
un gran nimero de publicaciones. En la Tabla 2 se muestran
agunos de estos ejemplos.

Ya para la Ultima década del siglo XX el desarrollo en
FIA estuvo enfocado principalmente a desarrollo de sensores
quimicos y bioquimicos (que incluye a los sensores enziméa-
ticos) e acoplamiento de extracciones en linea (liquido-liqui-
do, liquido-sdlido, etc.) y el pre-tratamiento de muestras cn
linea.

Los sensores en flujo donde se integra la separacion con
la deteccién se basan en el uso de resinas de intercambio o
fases estacionarias como C18 que se empacan en una celda de
flujo localizada en un detector no destructivo (por ejemplo
fotémetro o fluorimetro) donde los analitos o los prjductos de
reaccion son inmovilizados temporalmente. Este tipo de sen-
sores implica un gran intervalo de aplicaciones. Por gjemplo,
el Cr(VI1) se puede cuantificar reteniendo el producto de su
reaccion con difenilcarbazida en una resina de intercambio
cationico [41]. Otra determinacién donde se retiene el produc-
to de reaccion en una celda fluorimétrica empacada con una
resina aniénica, es la reportada por #hen. y sus colaboradores
parala determinacion de c%o.anuros donde se utiliza una confi -
guracion de flujo continuo de confluencia de zonas para in-
yectar simultdneamente la muestra y el reactivo piridoxal 5-
fosfato [42]. También para la determinacién de aluminio [43]
en agua Cafizares y Luque de Castro utilizan un sensor en
flujo fluorimétrico donde el aluminio reacciona con la hidra-
zona del salicilpicolinoilaldehido (SAPH) para formar un
complejo fluorescente que se retiene en C18 que esta empaca-
do en la celda de flujo localizada en el paso Optico del instru-
mento. Utilizando la misma reaccion pero una configuracion
diferente los mismos autores logran discriminar entre las
diferentes especies de aluminio [44] (aluminio &cido reactivo,
aluminio total monomérico, aluminio monomérico no labil y
|abil) por medio de una modificacion al método Driscoll [45].

Existen otro tipo de sensores en flujo que se basan en la
integracion de lareaccion y la deteccidn por lainmovilizacion
de uno o varios reactivos y/o el catalizador (que puede ser una
enzima) en un soporte apropiado. La inmovilizacion de un
reactivo Localizado en la celda de flujo se puede utilizar para
la determinacion de una gran variedad de especies por dife-
rentes principios de deteccion. En un articulo reportado por
Wang se explican algunos gjemplos representativos de este
tipo de inmovilizacion utilizando electrodos con la superficie
modificada e insertados en un sistema de flujo continuo [46].
En uno de estos sistemas, un electrodo de carbono es modifi -
cado inmovilizando Fe(lll) / Fe(ll) que responden ampe-
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rométricamente a varios oxidos de nitrégeno [47]. Para la
determinacion de polifenoles en aceite de oliva se ha acoplado
una extraccion liquido-liquido en linea con un sensor localiza-
do en la celda de flujo de un espectrofotdmetro. El reactivo de
Folin Cicalteau se inmoviliza en una resina aniénica y los
fenoles son extraidos, con bicarbonato de sodio, realizando un
cambio iterativo del flujo portador. Asi los fenoles extraidos
reaccionan con el reactivo inmovilizado para formar azul de
molibdeno que también permanece retenido y se lee espectro-
fotométricamente. En este sensor se logra integrar la reaccion
derivatizadora, laretencion y la deteccionin situ [48].

También se han desarrollado sensores bioquimicos basa-
dos en la deteccion directa del potencial de membrana induci-
do por una enzima inmovilizada que no requiere de la intro-
duccion de una referencia interna [49], o lainmovilizacion de
la enzima ureasa o penicilasa en una membrana selectiva para
el producto de reaccion [50] si como algunos biosensores
potenciométricos y conducti métricos para la deteccién de pes-
ticidas organofosforados [51]. Algunos de estos biosensores
se basan en lainmovilizacion de una enzima en composites de
grafito con una resina epéxica [52] pero pocos de los biosen
sores electroquimicos estén acoplados a un sistema de flujo
continuo debido a los problemas hidrodinamicos del sistema.
Algunos de los electrodos en flujo se basan en el acoplamien
to de un compuesto electroactivo con una gran resistencia
mecanica para soportar el flujo continuo como es el composite
de PVC-grafito [53, 54] y electrodos de grafito modificados
por medio de enzimas inmovilizadas, como el desarrollado
por Yarapolov y su grupo para la determinacion de fenoles
[55] o el biosensor para fosfatos utilizado por Gavalas y
Chaniotakis [56].

Actualmente el Anadlisis por inyeccion en flujo esta enfo-
cado al pretratamiento de muestras en linea para evitar la
mayor manipulacién de las mismas. Varios investigadores han
logrado acoplar estos dos sistemas con gran éxito. Karlberg
[57] y su grupo asi como el grupo de Zhao-Lung Fang [58]
han combinado el pretratamiento de muestras con técnicas de
inyeccion en flujo y técnicas de inyeccion secuencia acopla-
das a electroforesis capilar.

Dentro del campo de andlisis de alimentos donde €l pre-
tratamiento de la muestra suele ser laborioso y por lo tanto
produce errores significativos en la cuantificacién de los ana-
litos, las determinaciones por FIA son una alternativa idénea.
Noguira 'y su grupo [59] realizaron la determinacion conduc-
timétrica de cloruros en leche utilizando un sistema de inyec-
cion secuencial y una cdmara de didlisis en la configuracion
FIA para eliminar interferencias de proteinas y sélidos sus
pendidos. En a andlisis de vinos muchos pardmetros se han
automatizado disminuyendo el tiempo de andlisis y de reac-
tivos, por ejemplo: para la determinacion selectiva de didxido
de sulfuro y &cido sulfhidrico se ha utilizado una membrana
de separacién para difusion de gases que elimina los pasos de
destilacion y titulacion del método convencional [60]; para la
determinacién electroguimica simultanea de didxido de azufre
y acido ascorbico [61] y en la determinacién de azlicares
reductores donde han utilizado un sistema automatizado de
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adiciones estandar y deteccidn espectrofotométrica [62] y un
sistema de inyeccion secuencial con una unidad de didlisis
[63], en ambos métodos existe una ahorro apreciable de tiem-
po, entre 11 y 18 muestras por hora, y una precision del 2 %
aproximadamente.

Dentro del campo farmacéutico, Wei Li [64] desarroll6 un
sistema de andlisis por inyeccion en flujo en la modalidad de
“stopped-flow” para la determinacion fluorimétrica simultanea
de vitaminas B1, B2 y B6 en complejos vitaminicos realizando
una disolucion de las tabletas sdlidas en linea; Almendral [65]
y su grupo de trabajo han realizado una extraccién liquido-
liquido en linea de Bi(l11) en productos para la gastritis y
Ulcera duodenal. La determinacion se basa en la formacion un
complejo entre el tetrafeniarsenioso y el tetrayodobismutato
(111, el producto de reaccidn se extrae con cloroformo utilizan-
do unacamarade didlisisy selee a363 nm.

El andlisis por inyeccion en flujo es una técnica tan ver-
sétil que se ha podido realizar estudios en lineay en vivo para
la determinacion de calcio en sangre insertando un tubo de
microdidlisis en la oreja de un congjo obteniéndose una pre-
cision del 3 % [66]. También se ha logrado producir, a nivel
microescala, acido maléico a partir de &cido fumarico el cual
se aspiré a través de un sistema de flujo continuo donde se
acoplaron reactores enzimaticos, con fumarasa y malato
deshidrogenasa inmovilizadas, obteniéndose una conversion
de hasta el 95 % y una precision del 3 % [67].

Otra metodologia bastante interesante debido a la confi-
guracion utilizada es la desarrollada por Danielsson y Valcér-
cel [68] donde evallian la cantidad de nicotina en rapé uti-
lizando membranas liquidas. La muestra solida se pasa direc-
tamente, sin ningln pretratamiento, a través de la unidad de
membrana liquida donde la nicotina pasa de la membrana
(polipropilen-n-undecano) a un receptor &cido. Entre cada
muestra la membrana se regenera afiadi éndol e n-undecano.

La tendencia de las metodologias por andlisis por inyec-
cion en flujo es disminuir los pasos de pretratamiento de mues-
trasy miniaturizar las metodologias de forma automatizada para
gue los errores de manipul acidn sean menoresy aumente la pre-
cision de los resultados, ya que es posible llevar a cabo varias
determinaciones de una misma muestra en un tiempo menor de
andlisis 1o que conlleva a una gran disminucién de reactivos y
por lo tanto de desechos, claves para mejorar €l control de cali-
dad de las mediciones analiticas. En un laboratorio de rutina,
muchas veces, no es posible realizar 1as determinaciones por
triplicado ya que se tienen que analizar muchas muestras y el
costo de andlisis seria muy elevado, 1o que hace que € andlisis
por inyeccién en flujo seala mejor alternativa en una gran can-
tidad de andlisis. Existen varios trabajos que demuestran la dis-
minucién de tiempo y costos asi como la alta precision en las
determinaciones por FIA. Por gjemplo, se ha realizado la deter-
minacion fluorescente de L-carnitina en preparados farmacéuti -
cos obteniéndose una precision del 0.96 % y una reproducibili -
dad para 144 muestras del 1.47 % [69].

Shiowatana [70] y su grupo disefiaron un sistema de flujo
donde realizan una extraccion secuencia para la especiacion
de metales en suelos, demostrando que el tiempo de extrac-
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cion utilizando este sistema disminuia de sobre manera: de 4 a
5 horas en comparacion con el método convencional que es de
2 a 3 dias. En un trabajo realizado por Kolev y sus colabo-
radores demuestran que se obtiene una precision adecuada,
entre el 1y 4 %, en la determinacién amperométrica de
fenoles en agua utilizando una camara de pervaporacion para
eliminar la etapa de filtracion o de extraccion en fase sdlida
gue se requiere paralos métodos cromatogéficos [71].

En un estudio realizado para la determinacion de nitratos
y nitritos en agua se comparé el método convencional [72]
con el método utilizado por FIA en cuanto a tiempo y costos
por determinacién [73]. En ambos métodos la determinacion
se basa en la reaccion de los nitritos con la sulfanilamida para
formar la sal de diazonio que reacciona con el N-1-naftiletil-
endiamina para medir un azo compuesto gue se lee espectro-
fotométricamente a 540 nm. En el caso de los nitratos estos se
reducen a nitritos por medio de una columna de cadmio. El
ahorro que se logré utilizando 1a metodologia por FIA fue del
85 % por determinacion, con una frecuencia de muestreo de
37 determinaciones por hora contra 5 logradas por el método
convencional.

Conclusiones

La mayoria de los programas de investigacion, a nivel mun-
dial, en Quimica Analitica estén enfocados a mejorar la cali-
dad en los resultados analiticos. El Andlisis por Inyeccion en
Flujo es una de las técnicas en la que este objetivo se puede
cumplir y es una de las formas mas sencillas para automatizar
una determinacion.

Dada su trascendencia en la calidad analitica, la automati-
zacion de las etapas del proceso analitico, que conectan la
muestra con el instrumento, es una de las metas mas impor-
tantes de la quimica analitica contemporanea. Sin embargo la
automatizacién de estas etapas no es una tarea facil. Por esta
razon, es que aun contindian en uso metodologias manuales en
la gran mayoria de los |aboratorios analiticos de control.

Paralelamente se ha ido demostrando en |os Ultimos afios,
gue para la automatizacién de las etapas preliminares del pro-
ceso analitico, las técnicas continuas, particularmente el
Andlisis por Inyeccion en Flujo, es la forma mas versdtil, fle-
xible y de menor costo para realizar una gran cantidad de
operaciones del proceso analitico. Ademéas de la adicién de la
muestra, dilucién, calentamiento, mezclas, adicion de reacti -
vos (operaciones que igualmente se pueden realizar con anali-
zadores discontinuos en discreto), con FIA se pueden realizar
procesos de didlisis, pervaporacion, destilacion, extraccion
con disolvente y otras separaciones con un alto grado de pre-
cision, exactitud y rapidez.

También es importante destacar que, ademas de involu
crar costos muchisimo menores que los analizadores discon
tinuos en discreto, tienen mayor compatibilidad con diferentes
detectores (potenciométricos, amperométricos, espectrofoto-
métricos, AA, fluorescencia, etc).

Por lo tanto, se puede afirmar que la altisima relacion efi-
ciencia/ costo que proporcionan las técnicas FIA parareadlizar
procesos autométicos, 1o hace altamente rentable y lo sitla
como una alternativa idonea para la obtencion de resultados
de gran calidad.
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