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Optimizacion del Método Analitico mediante HPL.C/UV Operando en Fase Inversa para la
Determinacién de Acido Galico y Acido Picrico en Muestras de Origen Pirotécnico

Garcia Alonso, S.; Pérez Pastor, R.M.;
23 pp., 17 figs., 12 tablas, 7 refs.
Resumen:
Se presenta un estudio sobre la optimizacion y desarrollo de un método cromatografico para la determinacion
de acido galico y acido picrico en muestras de origen pirotécnico. Para ello, se procedio tanto a la optimizacion

de las condiciones analiticas mediante HPLC en fase inversa con detector por ultravioleta, como a las
correspondientes a la etapa de extraccion durante el tratamiento de un tipo de muestra pirotécnica.

Optimized Analytical Method to Determine Gallic and Picric Acids in Pyrotechnic Samples by
Using HPLC/UV (Reverse Phase)

Garcia Alonso, S.; Pérez Pastor, R.M.;
23 pp., 17 figs., 12 tablas, 7 refs.
Abstracts::
A study on the optimization and development of a chromatographic method for the determination of gallic

and picric acids in pyrotechnic samples is presented. In order to achieve this, both analytical conditions by
HPLC with diode detection and extraction step of a selected sample were studied.
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1 — INTRODUCCION

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) esta ampliamente reconocida
como la técnica mas atil para la determinacion de compuestos organicos polares en
material explosivo, siendo el método aceptado por la Agencia de Protecciéon
Medioambiental de los Estados Unidos para aguas y suelos contaminados con este
material (1). Como sucede en la mayor parte de las aplicaciones analiticas, para la
determinacién de compuestos organicos en este tipo de matrices tan complejas, la
eficacia de recuperaciéon durante la etapa de extraccidn es critica si se quieren
alcanzar resultados satisfactorios.

Existe una gran variedad de compuestos organicos incluidos como componentes de
material explosivo y pirotécnico; entre otros, el &cido galico (4cido 3,4,5-
trihidroxibenzoico) y &cido picrico (2,4,6-trinitrofenol) se han empleado
habitualmente en el pasado, si bien en la actualidad su uso ha quedado restringido
y han sido sustituidos por otros compuestos debido a cuestiones sobre mejora en la
seguridad de la fabricacibn de municiones, almacenamiento y empleo. El
establecimiento de protocolos analiticos para su determinacién no solo contribuye
en el conocimiento de la composicién pirotécnica sino también en la supervisiéon y
control de fabricacibn junto con su incidencia en depdsitos y entornos
medioambientales.

Desde el punto de vista quimico, el acido galico es susceptible de participar en
reacciones dependiendo de parametros como pH, polaridad y procesos redox (2).
Por tanto, e pH y la polaridad del disolvente utilizado para la recuperacién de este
compuesto deben ser pardmetros claves en la eficiencia de extracciéon. Por una
parte, por efecto del pH variard el rendimiento de extraccién de la especie mas o
menos disociada por ser regulador en la particion forma &cida/iénica, de modo que
a pH acidos la forma neutra del analito deberia ser mas eficientemente extraida.
Por otra parte, el caracter polar del disolvente organico utilizado tendra también
una importante influencia durante la extraccidon para recuperar la especie mas o
menos disociada.

En los métodos de extraccidn convencionales mediante agitacion, los disolventes
mas utilizados son metanol, agua y acetonitrilo. Dado el caracter hidrofilico de
estos compuestos el agua es un buen agente extractante con elevados
rendimientos, si bien es también el que mas sustancias co-extraidas puede producir
y, por tanto, podrian implicar cromatogramas mas complejos.

Ademas, el &acido galico es susceptible de formar derivados de tipo dimero,
formados como productos de oxidaciéon, lo que supondria la transformacion de la
especie de interés analitica inhibiendo la correcta identificacion y cuantificacion del
compuesto (3, 4). En definitiva, todos estos factores pueden alterar la medida
analitica, implicando resultados erréneos y la necesidad de desarrollar y optimizar
cuidadosamente los protocolos de andlisis.

Respecto al acido picrico, la influencia del pH y el caracter polar del disolvente
utilizado durante la etapa de extracciéon también es importante en su determinacion
analitica. Este compuesto se caracteriza como acido fuerte, sin color cuando es
disuelto en un disolvente orgéanico, mientras que su anidn picrato presenta un color
amarillo intenso. Asi, cuando el &cido picrico se disuelve en diclorometano se
genera una disoluciéon sin color caracteristica de la especie solvatada, sin disociar;
sin embargo, cuando se disuelve en agua, se forma la especie idnica, picrato,
dando lugar a una disolucién de color amarillo, con maximo de absorcién en UV a
365 nm (). Los mismos autores emplearon diferentes disolventes polares para la
extraccion de muestras de suelos (acetona, metanol, isopropanol, acetonitrilo y



agua), encontrando las disoluciones mas intensamente coloreadas aquellas que
fueron preparadas en acetona y agua.

El objetivo principal de este trabajo ha sido la optimizacion del método analitico
para la determinacion de los &acidos picrico y galico en material pirotécnico.
Considerando la influencia que pueden tener los parametros indicados, se ha
planteado aplicar un disefio factorial de 4 factores y 2 variables para llevar a cabo
dicha optimizacibn metodoldégica. En particular, se han investigado como
parametros con mayor influencia en la variacion de la respuesta analitica la
composicion del agente extractante, agua/metanol, en cuanto a presencia o no de
medio acido (% acido acético) y la masa de alicuota a analizar.

2 — EXPERIMENTAL
2.1 - Equipos y reactivos

Balanza analitica “Denver Instruments” (%0.00001 g).

Cromatégrafo de liquidos Agilent, con inyector automatico, moédulo de
desgasificacion, bomba de gradientes cuaternaria y detector de diodos (serie
1200).

Columna Agilent XD (5 pm, 150*4.6mm).

Disolucidon patron “Acido Picrico” (PESTANAL, Fluka), con concentracién de
100 pg.mL™* preparada en acetonitrilo.

Acido galico, sélido (Sigma-Aldrich, 99%)

Acetonitrilo, metanol, calidad HPLC (Carlo Erba).

Sulfato magnésico (Sigma Aldrich, 99%).

Cloruro sdico (Sigma Aldrich)

Tubos roscados de fondo cénico y con capacidad de 5 mL.

2.2 - Condiciones cromatograficas

En base a la escasez bibliografica sobre métodos de andlisis de acido galico y acido
picrico en material explosivo, inicialmente se establecieron las condiciones
experimentales indicadas por D. Fei (6). Con objeto de optimizar los métodos
cromatogréaficos y alcanzar los mejores rendimientos, se estudid la influencia de los
pardmetros considerados como mas relevantes en la respuesta.

Las condiciones analiticas inicialmente aplicadas fueron las que se indican a
continuacion:

Acido picrico

Se empleé como fase movil, Metanol/Acido acético (1%), operando en modo
isocratico (55/45) y con 1 mL.min"! de caudal. Se aplic6 HPLC con deteccién por
ultravioleta, midiendo a una longitud de onda de 355 nm.

Acido galico

El analisis cromatogréafico se llevé a cabo a 37 ©C, en modo isocratico empleando
fase moévil con Metanol/Acido acético (1%), en proporciéon 10/90 y a un caudal de 1
mL.min'!. La deteccién se realiz6 mediante ultravioleta-visible aplicando una
longitud de onda de 274 nm.



2.3 — Tratamiento de las muestras (6)

Acido picrico

Alicuotas de aproximadamente 0.5 g de las muestras de explosivos se sometieron a
una extraccion simple con 3 mL de agua, mediante agitacion manual de unos 5
minutos y recuperacion del extracto acuoso.

Acido galico

Alicuotas de aproximadamente 1 g de las muestras de explosivos se sometieron a
una extraccién con 3 mL de metanol /agua (80/20, HCI 0.15%) en tubos centrifuga
de 10 mL y aplicando ultrasonidos durante 20 min. Se realiz6 una segunda
extraccién con 3 mL de la mezcla de disolventes.

3 - RESULTADOS

3.1 — Andlisis instrumental. Condiciones cromatograficas

3.1.1- Registro de los espectros UV

Acido picrico

El analisis con adquisicién de espectro en UV de una disolucién con acido picrico en
concentracién 10 pg.mL™* en acetonitrilo, llevé a la obtencion del cromatograma con
un pico a 3.0 min y un espectro con dos méaximos de absorcion a 235 y 355 nm
(figura 1). Como ya se ha sefialado en el apartado de introduccion, existe una
significativa influencia del pH y caracter polar del disolvente utilizado para la
solubilizacién del acido picrico; asi, los dos maximos registrados en el espectro

ultravioleta-visible deben corresponder a la especie acida y a la disociada, o i6nica
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Figura 1l — Cromatogramas registrados tras la medida a las dos longitudes de onda (235 y
355 nm) establecidas como méaximos obtenidos en el espectro (acido picrico en acetonitrilo
10 pg.mL™1).

Acido galico

El analisis cromatogréafico aplicando las condiciones indicadas en el anterior
apartado de una disoluciéon patréon que contenia acido galico en concentracién 10



pug.mL™' (metanol), llevé a la obtencién de un cromatograma con dos picos a 1.55
min y 2.7 min. El registro espectral correspondié con dos maximos a 238 y 274 nm
(figura 2).
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Figura 2 — Cromatograma obtenido con registro de los espectros correspondientes a los dos
picos medidos durante el andlisis de acido galico disuelto en medio metanol y con fase movil
metanol/agua (AcOH, 1%), 20/80.

3.1.2 - Fase movil

Acido picrico

Se realizaron ensayos comparativos empleando metanol/agua (AcOH, 1%) vy
acetonitrilo/agua (AcOH, 1 %), en proporcion 55/45 (%). Cuando se empled
metanol, £ alcanzé una respuesta analitica mayor, con mejor resolucién del pico
cromatografico; teniendo en cuenta el caracter menos polar del acetonitrilo, la
elucién del acido picrico de la columna se retras6 en alrededor de medio minuto
respecto a la correspondiente medida en metanol (figura 3).
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Figura 3 — Influencia de Acetonitrilo (AcN) y metanol (MeOH) como componentes de la fase
movil con una proporcion de 55% de fase acuosa (acido acético, 1%) en el analisis de una
disolucion acuosa con acido picrico (4 pg.mL™1).

Finalmente, se realizaron ensayos comparativos a diferentes proporciones
metanol/agua (AcOH, 1%), 65/35, 55/45 y 35/65. Los resultados indicaron mayor
retencién en la columna cromatografica, como era de esperar, cuando el contenido
de fase acuosa fue mas elevado (35/65), por lo que se seleccioné como proporcion
6ptima de trabajo. No se aumenté mas el contenido de fase acuosa por llevar
implicita un incremento en la presion instrumental.
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Figura 4 — Influencia de la proporcion de Metanol/agua (AcOH, 1%) en el anélisis
cromatogréafico de una disolucién acuosa de &cido picrico y empleando columna de 25 cm.

Acido galico

La influencia del tipo de disolvente utilizado tanto en la fase moévil como en la
preparacion de la disolucion en la medida analitica fue significativa.

En cuanto a la influencia del disolvente empleado para la disolucién del analito, se
realizaron ensayos empleando acetonitrilo, metanol y agua. Los cromatogramas
registrados tras el analisis mediante acetronitrilo/agua (acido acético 1%), en
proporcion 20/80 se incluyen en la figura 5:

Las disoluciones preparadas en acetonitrilo dieron lugar a cromatogramas
con un pico medido al menor tiempo de retencion (1.530 min).

Las de metanol correspondieron con cromatogramas con dos picos
cromatograficos (1,430 y 1.930 min).

Las disoluciones patrén de acido galico disuelto en agua correspondieron con
cromatogramas con un Unico pico cromatografico, a 1.950 min.

Considerando la peor solubilizaciéon del acido géalico en acetonitrilo y los bajos
tiempos de retencién conseguidos, se descarté su uso como disolvente para la
preparacion de las disoluciones.
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Figura 5 — Cromatogramas obtenidos tras el analisis dedisoluciones con distintos niveles de
concentracion (entre 5y 100 pg.mL™t) preparadas en acetonitrilo (AcN), metanol (MeOH) y
agua y realizando los analisis cromatograficos en modo isocratico con AcN/agua (AcOH,1%)
(20/80).

Respecto a la influencia de la naturaleza del disolvente orgéanico utilizado en la fase
movil, se realizaron ensayos comparativos empleando fases moéviles con
acetonitrilo/agua (AcOH, 1%) y metanol/agua (AcOH, 1%). La figura 6 incluye los
cromatogramas obtenidos tras el analisis de disoluciones de calibrado de acido
galico, preparadas en medio acuoso y en presencia de acido acético (1%). La
elucion con fase metanol/agua (20/80 acido acético, 1%) se produjo a tiempos de
retencion mas elevados, sin diferencias en cuanto a las areas medidas. Ademas, se
consideraron ventajas asociadas al empleo de metanol como disolvente como
menor coste y toxicidad.
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Figura 6 — Cromatogramas registrados tras el analisis de disoluciones patrén preparadas en
agua (acido acético, 1%) empleando como fase movil acetronitrilo/agua, acido acético 1%
(AcN/AcOH 19%) y metanol/agua, acido acético 1% (MeOH/AcOH 1%).

Posteriormente, se investigé b influencia de la proporcién metanol/agua presente
en la disolucibn de medida. En particular, se llevaron a cabo analisis de una
disolucién con el analito preparada en mezcla metanol/agua (80/20) y modificando
la proporcion metanol/agua (AcOH, 1%) en la fase moévil desde 10/90 hasta 50/50.
Los resultados indicaron la presencia de dos picos para composiciones de 10/90
metanol/agua (AcOH, 1%) a 1.55 y 3.18 min, reduciéndose esta diferencia
conforme se incrementd la proporcion de agua (AcOH, 1%) hasta la apariciéon de un
Unico pico a 1.5 min (figura 8).
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Figura 7 — Variacion de los tiempos de retencion registrados durante el andlisis de acido
galico conforme se modificd la composicion Metanol/Agua (acido acético, 1%) en la fase
movil, desde 50/50 hasta 10/90 (%) segun se indica.

3.1.3 - Temperatura de la columna
Acido picrico

El efecto de la temperatura de la columna se investigé a 25, 30 y 37 °C (figura 8).
No se observd influencia de la temperatura por desplazamiento del tiempo de
retenciéon del pico medido aunque si se observé una deformaciéon del mismo
conforme aumentaba la temperatura, asi como un aumento en la presion de la
columna. Se seleccioné como temperatura 6ptima 25°C.
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Figura 8 — Variacion de los cromatogramas obtenidos tras analisis realizados a 25, 30y 37
©C, con fase moévil 35/65 (metanol/agua, acido acético 1%).

Acido galico
La influencia de la variacion de la temperatura aplicada a la columna cromatogréfica
se estudi6 tras el analisis de disoluciones patron de 10 pg.mL™! a distintas
temperaturas. Como puede observarse en la figura 9, se registr6 mayores tiempos
de retencién conforme aumentaba la temperatura.
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Figura 9 — Influencia de la temperatura de la columna cromatogréafica en el andlisis
cromatogréafico del acido galico empleando fase mévil metanol/agua (acido acético, 1%).

3.1.4 - Calibrado
Ac. Picrico

La linealidad de la respuesta del detector de ultravioleta se investigd a partir de
tres disoluciones de calibrado con concentraciones de 0.5, 5 y 10 pg.mL™* (medio
acuoso, acido acético 1%). Las condiciones experimentales seleccionadas para
realizar la medida cromatografica incluyeron:

Modo isocratigo metanol/agua (acido acético, 1%), 35/65
? UV: 355 nm
T2 columna cromatografica: 25°C
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La figura 10 corresponde a la curva de calibrado obtenida, estableciéndose una
recta: A= 15.94*concentracion+0.7860 (r=0.99998).

250 -
g Ac picrico -
200 4 ©®
150
i y = 21.304x- 2.8611
100 R2=0.9876
50 o
Hg.mL*
0 ; ; : : : ,
0 2 4 6 8 10 12

Figura 10 — Curva de calibrado obtenida tras el andlisis de disoluciones patrén preparadas
entre 0.5y 10 pg.mL* de acido picrico en agua.

En cuanto al establecimiento del limite de deteccidon instrumental, se prepararon
por dilucién en agua (acido acético, 19%) 3 disoluciones de 0.5 pg.mL™* (tabla 1) de
acido picrico. Considerando como Ilimite de detecciébn la concentracion
correspondiente a tres veces la desviacion tipica de las areas medidas, se dedujo
un valor de 0.2 ppm.

area Sd m b 1.d. (ug.mL™)
11 1.28 19.6 0.021 0.2
10
8.46

Tabla 1 — Deduccion del limite de deteccion instrumental para el andlisis de acido picrico a
partir de disoluciones de calibrado preparadas en agua (0.5 ppm).

La repetitividad de las medidas analiticas se dedujo a partir del andlisis de 3
disoluciones de calibrado en concentracion de 1 pg.mL™!, obteniéndose una
desviacion tipica relativa del 9%.

Acido galico

Se prepararon disoluciones patrén de acido galico en concentracion desde 0.2 a 300

pg.mL™t, mediante diluciéon en metanol y llevando a cabo el analisis aplicando las
siguientes condiciones cromatograficas:

Modo gradiente metanol/agua (acido acético, 1%), segun

min Metanol/Agua, 1% acido acético
(MeOH/ACOH 1%0)
0 20/80
3 20/80
10 100/0
12 100/0
15 20/80
20 20/80

Longitud de onda, UV: 274 nm
T2 columna cromatografica: 25°C

La curva de calibrado obtenida se ajustd con buen coeficiente de correlacion en el
amplio margen de linealidad (fig 11).
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Figurall — Curva de calibrado obtenida tras el analisis de disoluciones patrén preparadas
entre 0.2 y 300 pug.mL™! de 4cido géalico en metanol.

En cuanto al establecimiento del limite de deteccidon instrumental, se prepararon
por dilucién en metanol 4 disoluciones de 0.1 pg.mL™! (tabla 2). Considerando como
limite de deteccion la concentracion correspondiente a tres veces la desviaciéon
tipica de las areas medidas, se dedujo un valor de 0.05 ppm como tal.

area sd m b l.d. (ug.mL™)
3.09 0.5197 31.879 0.121 0.05
3.67
3.59
2.55

Tabla 2 — Deduccién del limite de detecciéninstrumental del andlisis de acido galico a partir
de disoluciones de calibrado preparadas en metanol (0.1 ppm).

La repetitividad de las medidas analiticas se dedujo a partir del analisis de 4
disoluciones de calibrado en concentracién de 1 pg.mL™', obteniéndose una
desviacion tipica relativa del 7%.

3.2 — Analisis de la muestra. Parametros de calidad
3.2.1 — Seleccioén de las condiciones 6ptimas de extraccion
Acido picrico

La optimizacién de esta etapa se realizé aplicando disefio factorial de 4 factores y
dos variables (tabla 3). En particular, se investigé la influencia en la respuesta
analitica del peso de alicuota, agente extractante, considerando como tal una
disolucién acuosa con/sin metanol (%) y pH del mismo (% &acido acético), asi como
el volumen de dicha disolucidon de extraccion.

Se evaluaron las variaciones de la respuesta analitica frente a pequefas variaciones
de los factores de interés, planteando 16 ensayos y realizando la extraccion de
alicuotas de material pirotécnico marcados independientemente con acido picrico en
disolucién abla 3. Cabe destacar la necesidad de llevar a cabo el marcado del
material pirotécnico con disoluciones patréon. La manipulacion de este reactivo en
estado soélido conlleva riesgo por explosidon si no se mantienen condiciones de
humedad controlada y su disponibilidad comercial fue bastante dificil.
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ensayo AcOH (%) MeOH (%) H,O (mL) peso aliq (g9) R%
1 0() 0() 1() 0.1(-) 0 (y1)
2 1(+) 0() 1() 0.1(-) 78 (y2)
3 0() 10(+) 10) 0.1() 0 (y3)
4 1(+) 10 (+) 1() 0.1(-) 111(ya)
5 0() 0() 2(+) 0.1() 0 (ys)
6 1(+) 0() 2(+) 0.1() 62 (ys)
7 0() 10 (+) 2(+) 0.1() 0 (y)
8 1(+) 10 (+) 2(#) 0.1(-) 111(ys)
9 0() 0() 1() 02(+) 0 (y9)
10 1(#) 0() 1() 0.2 (+) 46 (Y10)
11 0() 10 (+) 1(-) 0.2 (+) 0 (yw)
12 1(4) 10 (+) 1(-) 0.2 (+) 104(y12)
13 0() 0() 2(+) 02(+) 0 (yi)
14 1(+) 0(-) 2(#) 0.2 (+) 85 (y14)
15 0(-) 10 (+) 2(+) 0.2 (+) 0 (yis)
16 1(+) 10 (4) 2 (+) 0.2 (+) 106(y16)

Tabla 3 — Plan de experimentacion y respuesta analitica de un disefio factorial completo 24.
Se indica la matriz de experimentos como dominio experimental (nivel —y +) junto con la
anotacion de las respuestas medidas (y,)-

Los 16 ensayos se combinaron para obtener 16 tipos de informacién, tantas como
experimentos: el valor medio, cuatro efectos principales, seis efectos de interaccion
de dos factores, cuatro efectos de interaccion de tres factores y un efecto de
interaccién de cuatro factores (tabla 4).

promedio (Yrtyotystyatys+Yetyr+Yet Yot YiotYirt+Yio+yistyiatyistyie)/16
AcOH(%) (-y1tYo-Ya+Ys-Ys+Ye- Y7+ Ye- Yot Yio-Yi1+Yi2-YiztYi4-YistYie)/8
MeOH (%) (-y1-Y2+ys+ya-Ys- Yet+ Yo+ Ye-Yo- Yio+ Vi1t Yio-Yis-YiatYistYie)/8
H.O(mL) (-Y1-Y2-Ys-Yat+yst Yot Y7+ Ye-Yo-Y10-Y11-Yiot Yiat Yiat yis+Yi6)/8
Aliq (9) (-Y1-Y2-Y3-Ya- Y5 Ye- Yr-Yet Yot Yiot Y11t i+ Yist+Yiatyistyie)/8
AcOH/H,O (Y1-Y2-Yat+YatVs-Ye- Y7+ Yet Yo-Yio- Y11+ Y12+ V13- Yi4-Yis+Yie)/8
AcOH/MeOH (Y1-Yo+Ya-Ya- Y5+ Ye- Y7+ Yet+ Yo- V1ot Yi1-Yi2- Y13+ Yi4- Yis+Yi6)/8
AcOH/aliq (Yi-y2tys-yatys-Yet+ Yr-Ye- Yot Yio- Vit Yiz-Yiz+Yi4-YistYie)/8
H,O/MeOH (Y1-Yo+Y3-Yat+ys- Vet Yr-Va- Yot Yio-Yi1tYi2-YiztYis-YistYie)/8
H.O/aliq (Yrty2-ya-YatystYe-Yr-Ye-Yo- Yiot Vit Yi2-Yi3-Yiat+YistYie)/8
MeOH/alig (Yatyo+ys+ya-Ys-Ye-Y7-Ys-Yo-Y10-Yi1-Yiot+ Yia+YiatYis+Yie)/8
AcOH/H,0/MeOH (-yrty2tys-yatys-Ye- Y7+ Ys- Yot YiotYii-Yio+ Yis-Yia-YistYie)/8
AcOH/H;O/Aliq (-y1tYotys-Ya-Ys+ Vet Yo- Vet Yo-Yio-Yi1t Y12+ Yi3-Yia-YistYie)/8
AcOH/MeOH/Alig (-y1ty2-yat+ya-Ys+ Yet Yo-Yet+ Yo- Yio+ Yi1- Yio-Yiz+ Yia-YistYie)/8
H.O/MeOH/Aliq (-y1-Yo+ystyatys+Ye- Yo Yat+ Yo+ Yio-Yi1- Yi2-Yi3-YiatYistYie)/8

ACOH/H,O/MeOH/Aliq  (Yi-Yo-Yat+Ya-Yst+Ye+Yr-Ye- Yot YiotYi1-Yio+Yi3-Yis-Yi5+Yi6)/8

Tabla 4 — Calculo de los efectos: contenido en % de &cido acético (AcOH), agua (H;O),
volumen de metanol (MeOH) y peso de alicuota (Aliq).

El efecto principal se calculé como la diferencia entre la respuesta media cuando el
factor estuvo en el nivel (+) y en el nivel (-); en principio, cuanto mas varia la
respuesta, mayor debe ser el efecto principal. Sin embargo, pueden existir
compensaciones entre unas respuestas y otras y llevar a interpretaciones erréneas
solo a partir de efectos principales. Por ello, es importante considerar si el efecto de
un factor varia a distintos niveles de otros factores; es decir, debe investigarse si
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existen efectos de interaccién, de modo que el efecto de un factor dependa de qué
valor tome otro factor (figura 12).

Interacciones

25

Efecto principal
204 — 100

154 40

104

NEo®
8538
ACOH(§6)

MeQH
H20 (ML)
aliq ()

Acor/fiig |
HZOIM@
HZO/aI\q[

AcOH/H20

o (&
AcOH/MeOH
MeOH/alig

AcOHH20/Aq |

A COH/HZO/M({OH

AcOH/MeOH/Alig

-10

HZOEeOH/Aqu
AcOk /HZO[MeOH/Aqu

Figura 12 — Representacion grafica de los resultados obtenidos para los efectos investigados
como principales e interacciones durante la optimizacion del método analitico de &acido
picrico.

La primera observacion de interés tras los ensayos efectuados fue la ausencia de
seflal analitica cuando no se afadié al disolvente de extraccidon acido acético 1%o.
Asi, los resultados indicaron rendimientos entre 46 y 110 cuando se empleé medio
acido, si bien los valores mas elevados, entre 100-110%, se alcanzaron cuando se
empled acético (1%) en presencia de un 10% de metanol. La adicion de metanol en
un 10% también provocd un incremento en los rendimientos alcanzados, en un
20%.

Respecto a los efectos de interacciéon, destacaron principalmente los de AcOH/H,0 y
AcOH/MeOH/alicuota. Mas detalladamente, los graficos de interaccion (figura 13)
muestran el cambio en la respuesta al variar cada factor para distintos valores del
otro factor. Cuando las lineas son cruzadas indican que existe interaccion
significativa entre ambos factores y ello ocurre entre los factores de contenido &acido
acético y metanol. Sin embargo, cuando las lineas son préacticamente paralelas
implican ausencia de interaccion entre los factores, caso para el resto de los
factores considerados.

: AcOHMeOH 3

50
40
® 0% MeOH 25 ® 1 mL H20) $ 0.1 g alig]
3 10%6MeOH 5 2 mL H20| B 029 aliq
0 be

0 05 ACOH(%) 1 0 05 ACOH(%) 1 0 05 ACOH(%) 1

R%
R%

ACOHH20 AcOHg alig

< 1207 ¢ | H20/g aliq
T MeOH/H20 T MeOHig aliq sl &
801 801 70
- 45
40 40
® 1mL H20| ® 0.1 g alig| 20 ®0.1 g alg
2 2mL H20 2 0.2g alig 80.2galiq
0
] 5 T v
MeOH(%) MeOH(%)
o 5 10 0 5 ) 10 1 15 H20 (mL) 2

Figura 13 — Graficos de interaccion obtenidos durante estudio analitico acido picrico. Lineas
paralelas indican que no existe interaccion y lineas cruzadas indican interaccion importante.

Las condiciones seleccionadas como méas adecuadas para la extraccion analitica de
acido picrico en las muestras estudiadas se establecieron como:

Disolvente de extracciéon: medio acuoso, con un 10% de metanol y un
1% de &cido acético.

Volumen de disolvente: 10/1 (mL/g alicuota)

Peso alicuota: entre 0.1 y 0.25 g.
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Transcurridas mas de 48 h desde su preparacion, el analisis de extractos llevo a la
pérdida de sefal analitica dejando constancia de la degradacion del analito con el
tiempo. Por tanto, para evitar reduccion de la eficiencia, se estableci6 como
condicion el analisis inmediato tras el tratamiento de la muestra.

Acido galico

Las propiedades quimicas del &cido galico hacen que este compuesto sea
susceptible de numerosas transformaciones como oxidaciones provocadas por
cambios de pH (3).

El marcado de material pirotécnico se realiz6 con acido galico en estado sélido, ya
que en disolucibn presentaba una elevada tendencia a tener transformaciones
quimicas inhibiendo la formacién de la especie de interés analitico en este trabajo.

La optimizacibn de la etapa de extracciéon analitica se realiz6 analogamente al
estudio del acido picrico, aplicando disefio factorial de 4 factores y dos variables
(tabla 5). En particular, se investigé la influencia en la respuesta analitica del peso
de alicuota, agente extractante, considerando contenido en agua (H,O %) y pH del
mismo (AcOH %), volumen del disolvente de extracciéon (MeOH, mL).

La extraccion se efectu6é sobre alicuotas de material pirotécnico marcados
independientemente con acido galico en estado sélido.

ensayo AcOH (%) H,O (%) MeOH (mL) peso aliq (g) R%
1 0() 0() 1(-) 01() 50 (y1)
2 1() 0() 1(-) 01() 73 (y2)
3 0() 10 (+) 1() 0.1(-) 82 (ya3)
4 1(+) 10 (+) 1() 0.1(-) 85 (ya)
5 0() 0() 2(+) 0.1() 70 (ys)
6 1() 0() 2(+) 0.1() 74 (Ye)
7 0() 10(+) 2(+) 0.1(-) 93 (y7)
8 1(+) 10 (+) 2(+) 0.1() 88 (ys)
9 0() 0() 1(-) 0.2 (+) 48 (yo)
10 1(+) 0(-) 1() 0.2(#) 59 (Y10)
11 0() 10 (+) 1() 0.2(#) 74 (y11)
12 1(#) 10 (+) 1() 0.2 (+) 75 (y12)
13 0() 0() 2(#) 0.2(#) 59 (y13)
14 1(#) 0() 2(+) 0.2 (4 63 (y14)
15 0() 10 (+) 2(+) 0.2 (+) 81 (y1s)
16 1(+) 10 (+) 2(+) 0.2 (+) 65 (Y16)

Tabla 5 — Plan de experimentacion y respuesta analitica de un disefio factorial completo 24.
Se afiade la matriz de experimentos como dominio experimental (nivel —y +) junto con la
anotacion de las respuestas medidas (yn).

Los resultados obtenidos indicaron mas importantes los efectos de interaccién entre
AcOH/MeOH y AcOH/H,O (figura 14).
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Interacciones
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Figura 14 — Representacion grafica de los resultados obtenidos para los efectos investigados
como principales e interacciones durante la optimizacién del método analitico de acido galico.

Los gréaficos de interaccion (figura 15) muestran con mas detalle el cambio en la
respuesta al variar cada factor para distintos valores del otro factor. Cuando las
lineas son practicamente paralelas (interacciéon AcOH/Aliq, H,O/Aliq, MeOH/Aliq y
MeOH/H,O) implican ausencia de interaccion, mientras que las lineas cruzadas
indican que existe una interaccion significativa entre ambos factores (caso para

AcOH/H,O, AcOH/MeOH, H,O/MeOH).
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4
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80 80

80

I
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Figura 15 — Gréaficos de interacciéon. Lineas paralelas indican que no existe interacciéon y
lineas cruzadas indican interaccién importante.

En definitiva, los resultados indicaron:

La adicibn de agua en un 10% al metanol como agente extractante supone
incrementos de los rendimientos obtenidos.

La adicion de acido acético (1%) al metanol como agente extractante lleva a
aumentar los rendimientos calculados. En presencia de agua (10%) no se
obtienen diferencias significativas respecto a la disolucion MeOH/H,O sin
acido acético. La disolucién acidulada sin adicion de agua, produce olores
caracteristicos de la formacién de compuestos azufrados.

Pequenas variaciones del peso de alicuotas analizadas no se relacionan con
diferencias significativas en los rendimientos obtenidos.

La principal conclusion del estudio por tanto fue la elevada influencia de la
proporcién de acido acético y agua presente en el disolvente de extraccion para
favorecer o no la presencia de la especie de interés analitico. Los resultados
indicaron una reduccién de la sefal analitica en el transcurso de minutos cuando se
re-analizaron los extractos obtenidos utilizando MeOH/AcOH y MeOH/H,O, mientras
que la reduccibn no fue tan importante cuando el agente extractante fue
MeOH/H, O/AcOH. Transcurridas mas de 24 h la respuesta analitica de los extractos
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obtenidos en MeOH/H,O se habia reducido en un 98 %, mientras que la respuesta
para el extracto obtenido en MeOH/AcOH/H,O solo se habia reducido en un 20%.
Se observa, por tanto, falta de estabilidad quimica del analito con el tiempo desde
su extraccion y la necesidad de analizar practicamente de manera inmediata a su
preparacion y seleccionando como mezcla de extraccion MeOH/AcOH/H, 0.

25000
Area
a
® AcOH/MeOH
15000 B H20/MeOH
A H20/MeOH/AcOH
-I‘.-‘---h"“h..--‘\—‘.*_“
-..._._a
5000+ T T T ]
0 50 100 150 200
min

Figura 16 — Variacién en la respuesta analitica de uno de los extractos obtenidos en
MeOH/AcOH en el transcurso del tiempo (min) desde su preparacion.

Las condiciones mas adecuadas para el analisis de &cido galico durante el
tratamiento de la muestra de material pirotécnico quedaron establecidas como:

Disolvente de extraccion: H,O/MeOH (10%)/AcOH (1%)
Volumen de disolvente (mL): 20*peso alicuota (g)

3.2.2 — Estudio de recuperaciéon. Sesgo proporcional y sesgo constante
Acido picrico

El estudio de recuperacion se planteé mediante marcado de 2 alicuotas de material
pirotécnico con voltimenes de disolucién patrén de &acido picrico (100 pg.mLt) para
generar concentraciones de 44 y 3.9 pg.gl. De estas muestras inicialmente
preparadas se tomaron sucesivas alicuotas para llevar a cabo los ensayos de
recuperacion planificados. Asi, tras la mezcla mediante agitacion manual del vial y
reposo durante 24 h, se analizaron por triplicado alicuotas de 0.1, 0.25 y 0.5 g del
material marcado, aplicando las condiciones previamente indicadas (tabla 6).
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CCa (ng.g™ Alig (g) CCa (ung.mL™) CCe (ng.mL") R(2%0)

44.1 0.10 4.41 2.41 0.55
2.73 0.62

2.41 0.55

0.25 3.53 0.80

3.52 0.80

3.23 0.73

0.50 3.04 0.69

2.89 0.66

2.87 0.65

3.93 0.10 0.39 0.16 0.40
0.12 0.31

0.14 0.36

0.25 0.33 0.86

0.36 0.91

0.30 0.78

0.50 0.29 0.74

0.24 0.60

0.23 0.60

Tabla 6 — Estudio de la reproducibilidad analitica a partir del anélisis de muestras de material
pirotécnico marcado a distintos niveles de concentracién y mediante pesada de alicuotas
entre 0.1y 0.5 g. Se indica CCa como la concentraciéon de referencia o afiadida, expresada
en pg.mL!y CCe como la concentracion encontrada en pg.mL™.

La representacion de los promedios de recuperacion obtenidos (figura 17) muestra
las diferencias encontradas en funcion de la concentracion de marcado de las
alicuotas de material pirotécnico. Como puede observarse, alicuotas de 0.1 g
correspondieron con recuperaciones por debajo incluso del 40% a bajos niveles,
quedando descartada su aplicacion. El estudio de sesgos se realizé6 a partir de los
resultados obtenidos con las alicuotas de 0.25 y 0.5 g.

1.00
R ® 3.9 ug.mL-1
: 044.1 pg.mL-1
0.80 -IEI_
0.60 E
0.40 ;—
0.20
0.00 . . Y
0.1 0.25 05 peso aliq (g)

Figura 17 — Representacion de los valores promedio de recuperacién obtenidos segun la
alicuota utilizada para realizar el analisis.

En cuanto a la existencia de sesgo proporcional, los rendimientos obtenidos en
torno al 70%, indican la necesidad de aplicar un factor de correccibn a los
resultados analiticos.

El estudio de sesgos constantes se efectud segun el método propuesto por Youden

(7). En particular, se aplicaron las siguientes ecuaciones:
_ W Xn - WpXm t= |d| , con

d
W - Whp Udcte

u(dcte) = m\](wm “u(xn))? - (W *u(xm))? , donde
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Wn ¥ W, son los dos pesos de alicuotas,

Xn, %n corresponden a la media de la masa (ug) medida de acido picrico y
calculada a partir de las concentraciones obtenidas (tabla 5) y los voliumenes
utilizados en la extraccion.

u(xm) Y u(xn) las desviaciones tipicas relativas de los resultados analiticos.

Los resultados obtenidos tras el calculo de sesgo constante a ambos niveles de
concentraciéon empleando alicuotas de 0.25 y 0.5 g indicaron presencia de sesgo
constante, por lo que se seleccionaron alicuotas de 0.5 g para los sucesivos andlisis
(tabla 7)

3.9 ug.g-1 44 ug.g-1

d 0.40 2.45
u(d) 0.201 0.105
t 1.99 23

Tabla 7 — resultados obtenidos a partir de los ensayos de recuperacion realizados a los dos
niveles de concentraciéon de acido picrico.

Acido galico

El estudio de sesgos asociados al método propuesto, se realiz6 mediante marcado
de una alicuota de 1.5 g de material pirotécnico al que se afiadié 0.0038 g de acido
gélico en estado sdlido. Tras la mezcla mediante agitacion manual del vial durante
cinco minutos, se analizaron por triplicado alicuotas & 0.1 y 0.25 g del material
marcado. Se procedid6 a la extraccion aplicando las siguientes condiciones
experimentales:

Disolvente de extraccion: metanol, 10% de agua y 1% de &acido acético
(mL=20*alig (Q))
Alicuota de material pirotécnico: entre 0.1 y 0.25 g.

Se prepararon asimismo muestras marcadas a bajos niveles de concentracion
tomando alicuotas de las preparadas en concentracion mas elevadas y agregando
material pirotécnico (tabla 8).

CCa(ug.g®  Aliq(g) (“5 Sf.l) e R(%)
2536 0.10 254 181 0.71
186 0.73

130 0.51

0.25 635 405 0.64

384 0.60

470 0.74

640 0.25 414 0.65
322 0.51

408 0.64

394 0.62

139 0.25 352 0.55
317 0.50

353 0.56

399 0.63

Tabla 8 — Estudio de la reproducibilidad analitica a partir del analisis de muestras de material
pirotécnico marcado a distintos niveles de concentracién y mediante pesada de alicuotas
entre 0.1y 0.25 g. Se indica CCa como la concentracién de referencia o afiadida expresada
en pg.mL!y CCe como la concentracién encontrada en pg.mL™2.
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Analogamente al estudio realizado durante la optimizaciéon analitica de acido picrico,
para estudiar si existia un sesgo constante, se aplic6 el método de Youden pesando
dos alicuotas de diferentes masas (de 0.1 y 0.25 g) de material pirotécnico
previamente marcado y analizando por triplicado segin el método propuesto. Los
resultados obtenidos indicaron recuperaciones relativamente bajas, en torno al
65% que implicaron la necesidad de aplicar un factor de correcciéon a los resultados
finales analiticos. Ademas, el calculo de sesgo constante resulté en la presencia del
mismo para analisis realizados con cantidades de muestra de 0.1 y 0.25 g (valor
t=8.56).

3.2.3 — Estudio de precision
Acido picrico

La precision por repetitividad fue del orden del 10% considerando como tal la
desviacion tipica relativa deducida a partir de las series de analisis realizados con
las alicuotas de material pirotécnico marcado a distintos niveles de concentracion
(tabla 6). En cuanto a la precision ntermedia ésta se calculé utilizando los datos
citados y aplicando la siguiente ecuacion

RSD, o = ]RSD§536 (n2536 - D +RSD3, (Nga0 - ) +RSDZ, (30 - 1)
S | (n2536 - D40 - Dlmszg - 1)

El valor obtenido fue del orden del valor por repetibilidad en la dispersion de las
medidas. En cuanto al calculo del limite de deteccién para el analisis de &cido
picrico, a partir de los resultados obtenidos tras el analisis de las alicuotas de
menor concentracién se dedujo un valor de 0.5 pg.g™t, considerando como area tres
veces la desviacion tipica de dichos resultados (tabla 9).

Desv est (s) Factor resp I.d. pg.g* (3s)
Areal — 5.79 0.30 5/87 0.5
Area2 — 5.93
Area3 — 5.36

Tabla 9 - Deduccion del limite de deteccion del método analitico de acido picrico a partir de
material pirotécnico marcado en concentracion 3 pug.g™.

Acido galico

La precision por repetibilidad fue del orden del 10% considerando como tal la
desviacion tipica relativa deducida a partir de las series de analisis realizados con
las alicuotas de material pirotécnico marcado a distintos niveles de concentracion.
En cuanto a la precisidon intermedia ésta se calculé utilizando los datos citados y
aplicando la siguiente ecuacion

[RSD3 g(ng.0 - +RSDZ, (44 - 1)
RSD pool = :
1 (N3.9-Dlngg - 1)

El valor obtenido fue del 9%. Teniendo en cuenta la influencia relativamente
significativa del efecto matriz en este tipo de analisis, seria especialmente
interesante la estimacién de incertidumbre intermedia en base a otros tipos de
materiales pirotécnicos que amplien los resultados obtenidos.

En cuanto al calculo del limite de deteccidon para el andlisis de acido ddlico, a partir
de los resultados obtenidos tras el analisis de las alicuotas de menor concentracion
se dedujo un valor de 25 pg.gt, considerando como &rea tres veces la desviacion
tipica de dichos resultados (tabla 10).
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Desv est (s) Factor resp I.d. pug.g?* (3s)
Areal — 256 21.4 19/531 25
Area2 - 233
Area3 — 263
Area4 - 285

Tabla 10 — Deduccidn del limite de deteccion del método analitico del acido gélico obtenido a
partir de material pirotécnico marcado en concentracién de 139 ug.g™.

4 - CONCLUSIONES

Una recopilacién de los resultados obtenidos en relacion al margen de aplicabilidad
del método optimizado para el analisis de ambos &cidos se incluye en la siguiente
tabla 11.

Acido Alicuota R RSDpool Intervalo aplicab 1.d. método
@ (%) (90 (ng.g™ (ng.g™

Picrico 0.5 74 9.0 4-50 0.5

Gélico 0.25 60 7.0 140-2540 25

Tabla 11 — Estudio del intervalo de aplicabilidad y establecimiento del limite de deteccién del
meétodo analitico.

Asimismo, un resumen de las condiciones optimizadas durante este trabajo se
incluye a continuacion (tabla 12).

Condiciones Ac picrico Ac galico
cromatograficas
Columna cromatogréafica Agilent XD (5 um, 150*4.6mm) Agilent XD (5 um, 150*4.6mm)
Fase movil Isocratico, Metanol/agua (AcOH, 1%) Gradiente, Metanol/agua (AcOH, 1%)
Proporcion 35/65 0’ - 20/80
3'—20/80
10’ — 100/0
12’— 100/0
15’ — 20/80
20’ — 20/80
uv, ? 355 nm 274 nm
T2 columna (°C) 25 25
Parametros analiticos
Intervalo lineal estudiado  0.5-10 0.3-307
(ug.mL™)
Lim deteccion 0.2 0.1

instrumental (ug.mL™)

Repetitividad (%6) 9 7

Tratamiento muestra

Condiciones analiticas Disolvente: Agua (10% metanol, 1% Disolvente: metanol (10% H>0, 1%
AcOH) AcOH)
0.50 g alicuota/5 mL disolvente 0.25 g alicuota/5 mL disolvente

Margen aplicabilidad 4-50 140-2540

(ng.9-1)

Lim detec. Método 0.5 25

(Mg.9-1)

Precision intermedia 10 10

()

Tabla 12 — Conclusiones mas relevantes obtenidas en este trabajo sobre la optimizaciéon de
desarrollo analitico para la determinacion de &cido picrico y acido géalico en muestras de
material pirotécnico.
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