La determinacion del tiempo de vida media del estado

excitado la henos realizado a varias temperaturas: 4, 10, 15, 20

La muestra se ha preparado operando sobre una
disolucién que en un volumen final de 500 mL, contenia 3 mL de
disolucién de BedID) de 0.1 mg.l ' y agua bidestilada hasta el
enrase.

Esta disolucién se transfiric a un frasco de
polietilenc y se afladieron 3 mL de disolucién etanélica de morina
1.5x10" %%, la cantidad de NaOH necesaria para la obtencién de un
pH = 1150 y 100 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Tras agitar durante 30 minutos, se filtré Ila
disolucién, transfiriendose la resina a la cubeta de 1 mm.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: le~e = 457 nm, Aes = 525 nm,
rendija de excitaciéon y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 1.3

y temperatura variable.

Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla IV5 y
se han representado graficamente en las figuras IV.15, IV.16,

.17, V.18 y IV.19,




Tabla IV.5. Tiempo de vida media

IFR 606. 46 92.38 9.38 1.54




e

0.00 001 0.02, 003 004 0.06

tx10" (s)

IV.15, Tiempo de vida media. T2 = 4°C.
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Figura 1V.16. Tiempo de vida media. T2 = 10°C.

-196-




o T

0.00 001 002, 003 004 0.06

tx10~ (s)

. Tiempo de vida media. T2 = 15°C.

1.00

000 001 002, 003 004 005
tx10° (s)

Figura IV.18. Tiempo de vida media. T2 = 20°C.
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De las antericres figuras se deducen unos valares de 7,

que se indican en la tabla IV.6.

Tabla IV.6. Tiempo de vida media a diferentes temperaturas




Dado que, segun datos determinados con anterioridad
29), la vida media de la caida del pulso de la lampara de xénon

es de éste orden de magnitud, lo nico que podsmos afirmar en

esta experiencia es que el tiempo de vida media del proceso

luminiscente es inferior a 5x10°® s. Esto nos hace pensar que, a

las temperaturas de trabajo, se trate de unm proceso de

fluorescencia y no de fosforescencia.




OPTIMIZACION DE VARI ABLES




IV.7.1, INFLUENCIA DEL pH

La fluorescencia del complejo Be(ID)-morina en
disolucién es méaxima en medio fuertemente basico. Por ello se
emplea en la mayoria de los estudios, NaOH a diferentes
concentraciones (35,157,160,163). El estudio cualitativa de 1la
ijacion del complejo en cambiadores iénicos muestra tambien que
el medic basico (NaOH) favorece la fluorescencia del mismo, por
ello se inicia el estudio de 1la influencia del medio bésico
mediante el empleo de un tampén adecuado en la zona fuertemente
basica donde el complejo desarrclla con més intensidad su

fluorescencia.

IV.7.1.1, Eleccién del tampdédn

Ante la necesidad de tamponar el sistema en estudig,
se ha realizado una experiencia encaminada a conocer la
influencia del pH, fijado éste mediante la adicién de las
cantidades adecuadas de una disolucién reguladora. Se han
seleccionado aquellas gque se emplean mas a menudo para el
estudio de éste sistema en disolucién (tampén piperidina, NaOH
0.1 N, tampén fosfato). Los mejores resultados se obtuvieron can

la disclucién reguladora de HPO.#~/POa™".




IV,7.1.2, Estudio del pH

Para realizar el estudio de la influencia del pH sobre

la intensidad de fluorescencia del sistema, se preparé una serie
de matraces aforados de 500 mL en los que se introdujeron 1 mL
de disolucién de Be(IDD de 05 mgl™’
bidestilada.

y ©Se enrasé con agua

Las disoluciones 58 transfirieron a sus
correspondientes frascos de polietileno y se los afladieson 5 mL
de disolucién etandlica de morina 2x10°® %, 25 mL de «.isolucién
reguladora HPOa.* /PO."  de pH comprendidoc entre 10.90 y 12.00 y
100 mg de resina QAE Sephadex A-25. La proporcién de etanol en
todos los casos es de 1079%.

Se prepararon los correspondientes blancos, que
contenian los mismos reactivos pero sin berilio, y se sometié al
mismo tratamiento.

Después de una agitacion de 20 minutos, tiempo fijado
arbitrariamente aunque considerado suficiente, se filtraron las
disolucicnes, we llenaron las cubetas y se midio su intensidad de
fluorescencia.

las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: hewe = 457 nm, lew = 525 nm,

rendijas de excitacién y emisién 2.9 nm, factor de sensibilidad

0.15 y temperatura 20°C.

Los resultados obten’dos se recogen en la tabla IV.7 ¥
se han representado graficamente en la figura IV.20. El pHl de la
disolucién acuosa Se determiné en todos los casos coincidiendo

practicamente con el valar del pH de la disolucién reguladora

empleada en cada caso.




Tabla IV.7. Influencia del pH

La observacion de la figura IV.20, nos muestra un
incrementa de la diferencia de intensidad de fluorescencia hasta
un pH de 1140, siendo el intervalo optimo para la formacién y
fijacién del complejo el comprendido entre 11.40 y 12.00. Para

futuras experiencias se ha escogido el valor de 11.50 como el pH

optimo de trabajo, empleando una disolucién reguladora de HPOL*~

/P0a=" (0.4 M).
En la tabla IV.7, se puede apreciar una dependencia de

la intensidad de fluorescencia de los blancos con el pH del

medio.




“‘0-0 L L] 1 | 1
10.70 11.00 1130 11.80 1180 12.20

pH

Figura IV.20. Influencia del pH con tampén HPO.*~/POa”"

Es de resaltar que el intervalo de pY optimo en fase

n el propuesto por algunos autores para el

resina coincide co

nismo sistema en disolucién. Asi, Si11 y col. (35,161) con tampén
AEDT-piperidina © ADPT-piperidina, concideran para la formacion

del complejo un pH sptimo de 11.50.




Laitinen y Kivalo (157) estudian la influencia de la

concentracién de NaOH sobre la fluarescencia del complejo Be(Il)-

morina. Observan por una parte, un incremento rapido de la sefial

o . o T -
de fluorescencia de los blancos hasta un maximo alrededar de una

concentracicn de NaOH de 0.015 N a partir de la cual hay un
decrecimiento lento de 1la intensidad, y por otra, un cilerto
desplazamiento del maximo del complejo con respecto al blanco
hasta una concentracién de NaOH de 0.05 N y un decrecimiento
menos pronunciado para concentraciones algo mayores de NaOH
(0.1N). En ambos cases, blanco y complejo, el efecto de atenuacién
de fluorescencia provocado por la alta concentracién de 4lcali es
reversible ya que al acidificar la disclucién los valores de
fluorescencia se incrementan.

Brill (163) estudia una zona mas amplia (hasta 1 ) y
observa una dependencia similar del complejo formado a diferentes
concentraciones de NaOH y elige una concentracién de 0.1 N, para

la cual la intensidad de fluorescencia es maxima.

El decrecimiento de la intensidad de fluorescencia
observado en disolucién por Laitinen (157) y que aparece a alta
concentracion de Alcali, es debido, a su juicio, a la ionizacién de
la molécula de morina, que origina de éste modo un ién negativo
que no forma complejo con el berilio. Esto se corrobora con la

reversibilidad del efecto de atenuacién provocado par el NaOH.

La estrecha zona de pH estudiada por nosatros viene
limitada hacia pH inferiores por la capacidad de tamponar de la

disolucién  reguladora ¥ hacia pH superiores por la
desnaturalizacién que sufre el cambiador iénico en medio muy

basica. Por ello, no es posible conocer la dependencia del

cistema fijado en Sephadex a pH superior a 12.




IV.7.2. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
DE LA DISOLUCION REGULADORA

Una vez establecido el pH optimo, se ha estudiado la
influencia que la concentracién de disolucién reguladora ejerce
sobre la intensidad de f{luorescencia del complejo morina-Be(ID
en fase solida.

Para ellc se preparé una serie de matraces aforados de
500 mL que contenian 1 mL de disolucién de Be(ID) de 05 mg.l™' y
agua bidestilada hasta el enrase.

Las disoluciones se transfirieron a Sus
correspondientes frascos de polietileno y se les afiadieron 5 mL
de dicclucien etanélica de morina 2x10°° %, volumenes crecientes
de disol'cién reguladora HPO.” /POa™" de pH = 11.50 y 100 mg de
resina QAE Sephadex A-25

Se prepararon los correspondientes blancos que no
contenian Be(II) y fueron sometidos al mismo tratamiento.

Tras agitar durante un tiempo arbitrario de 20
minutos, se filtré la disolucion y se midié el pH de la misma en

todos los casos coincidiendo practicamente con el pi de la

{solucién reguladora empleada para cada medida. A continuacion,

se llenaron las cubetas y S€ midié sv inlensidad de

fluorescencia.
Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluarescencia fueron: hawe = 457 DM, s © 525 nm,

rendijas de excitacien y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad

0.05 y temperatura 20°C.




Los resultados obtenidos se recogen en la tabla IV.8 y

se han representado graficamente en la figura IV.21.

Tabla [IV.8. Influencia de 1la concentracion de la disolucién

reguladora. Fuerza iénica.

XIFR %IFRce> % AIFR  Fuerza iénica

2l
1

s 15 20 25 30
Volumen total (mL)

intensidad de fluorescencia del sistema.
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La observacién de la figura 1V.21, nos pone
manifiestc que la intensidad de fluorescencia del sistema
estudioc es practicamente independiente de la concentracién

disolucién reguladora. Se selecciona, no obstante, el volumen

10 ml de disolucién tampon para el cual es ligeramente mayor
intensidad de fluorescencia,

Con objeto de establecer la influencia que la fuerza
iénica ejerce sobre la intensidad de fluorescencia Jdel sistema en
estudio, se determiné ésta con el propic tampén.

Puesto que la fuerza icnica es I = L C.Z:® y [POaNaz] =
04 M y [POJH:) = 125 M, se han estimado los veilores de la
fuerza iénica, para cada uno de los volimenes de taapén afladidos

y para un volumen final de 500 mL (tabla IV ") y se representan

en la figura IV.22.

0.2 0.4
Fuerza lonica

V.22 Influencia de la fuerza iémica sobre la intensidad
Figura IV.zz. .

de fluorescencia del sistema.
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Fuede deducirse, tambien, que la intensidad de
fluorescencia es muy escasamentie dependiente de la fuerza iénica

en el intervalo estudiado, a partir de un wvalor proximo a 0.5

comienza a decrecer lentamente.

En disolucién, la intensidad de

luorescencia del
sistema se incrementa con la adicion de sales tales como NaCl,

NaCl0. y Na:80., hasta que se hace constante para una

concentracién 1 N (157).




INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
DE REACTIVOD

Una vez determinado el pH éptimo de trabajo, asi como
la concentracién de la disolucién reguladora més adecuada, se
realizé el estudioc de la influencia que ejerce la concentracion

ivo sobre la intensidad de fluorescencia del sistema en

Para ello, a una serie de matraces aforados de 50C ml
se a%adieron 3 mlL de disolucién de Be(Il) de 0.1 mgl™' y se
enrass con agua bidestilada hasta el valumen indicado.

Estas disoluciones se transfirieron a sus

dientes frascos de polietileno de 1 L de capacidad y se
les afiadieron las cantidades de etanol del 99.5%, disolucién
stanslica de morina del 5x10-7%, de la forma en que se especifica

a continuacién (tabla IV.9), al obleto de mantener constante el

porcentaje etandolica del medio.




Tabla IV.9.

A continuacién, se afladieron a cada uno de los frascos,
10 mL de disolucién reguladora HPO.* /PD4™ y 100 mg de resina
QAE Sephadex A-23.

Se prepararon los Dblancos correspondientes, que
contenian los mismos reactivos salva berilio y fueron sometidos
al mismo tratamiento.

Tras agitar durante un tiempo arbitrario de 20

minutos, filtrar y llenar las cubetas, se midié su intensidad de

fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia fueron: Xewe ~ 457 nm, lem = 525 nm,

rendija de excitacién y emision 2.5 nm, factor de sensibilidad

0.15 y temperatura 20°C.
En la tabla IV.10 se muestran los resultados obternidos

y la dependencia de la concentracion del reactivoe con la

diferencia de intensidad de fluorescencia entre el problema y el

se muestra en la figura

blanco y del blanco correspondiente,

Iv.23.




Tabla 1V.10. Influencia de la concentracisn de reactivo

De la figura 1V.23, puede deducirse por una parte, que
la concentracién éptima de morina es de 4.5xi077 X, esto
es, 1.5%x10°%. El valor maximo de la diferemncia de intensidad de
fluorescencia corresponde a una relacién molar (morinal/(Be(ID] =
7

Pcr otra parte, se aprecia un incremento de la
intensidad de fluorescencia de los blancos al aumentar la
concentracién de reactivo hasta que comienza a estabilizarse para

una concentracién superior a 7.0x1077 K (2.4x107°%).
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Figura IV.23. Influencia de la concentracion de reactivo scbre la

intensidad de fluorescencia del complejo (A) y del

blanco (B




El tipo de dependencia encontrado en fase solida es

similar al obtenido en disolucién (35,157). La intensidad de
luorescencia de las muestras crece al aumentar la concentracién
de morina hasta alcanzar un maximo a partir del cual la sefial de
fluorescencia  disminuye. Tambien los blancos presentan
comportamiento similar en disolucién y en fase resina. Se

incrementa la seflal de fluaorescencia hasta que se hace constante
a partir de un valor de 10-® % (35).

Sin embargo, la concentracién de morina recomendada
por varios investigadores en su estudio en disolucién varia en un
intervalo relativamente amplio. Esta variacién se debe, la mayor
parte de las veces, al grado de pureza del reactive, no siendo
valorables los estudios realizados con morina sin purificar. Asi,
Sill y Willis (35), que preparan una morina de alto grado de
pureza, proponen una concentracién éptima de 2.5x107* %, que es
especialmente critica. Welford y Harley (168) proponen una
concentracién final de 2.0x10°% %, mientras Laitinen y Kivala
(157) alcanzan un maximo en la intensidad de fluorescemcia para

una concentracién de morina de 1072 %.

Hay dos posibles factores que inciden en el
decrecimiento de la diferencia de intensidad de fluorescencia ai
aumentar la concentracién de morina. Por una parte, el efecto
atenuacion de la fluorescencia, observado tambien en disolucién y
de forma mas acusada que en fase solida, probablemente debido al

efecto de reabsorcién por la matriz s6lida (morina fijada en

Sephadex (169)). Por otra parte, el incremento de la intensidad

de fluorescencia de los blancos que S€ gbserva al aumentar la

concentracién de reactivo hasta un valor de 7.0x10~” M en que se
mantiene constante (tabla IV.10), permite una mayor fijacion en

la resina del reactivo afiadido. Este hecho concuerda con el
estudio en disolucién de la morina (1592, en el que a altas

concentraciones de la misma permanece constante la intensidad de

fluorescencia.




IV.7.4, ESTABILIDAD DEL COMPLEJO EN
FASE RESINA

Se ha establecido la influencia que el tiempo ejerce
scbre la intensidad de fluorescencia del sistema QAE Sephadex
A.25-morina-Be(Il) siguiendo el procedimiento operatorio que se
describe a continuacion.

A un matraz aforado de 500 mL se afladieron 3 nl de
disolucién de Be(Il) de 0.1 mgl' y se enrasé con agua
bidestilada. Esta dicsolucién se transfirié a un frasco de
Jolietileno de 1 L de capacidad y se afladieron 1.5 mlL de
disolucién etanclica de morina 5x10%%, 10 mL de disolucién
reguladora de HPO.” /PO.”" de pH = 1150 y 100 mg de resina QAE
Sephadex A-25.

Tras agitar la mezcla durante 20 minutos, filtrar y
llenar la cubeta se registré la variacién de la intensidad de
fluorescencia con el tiempo (éste registro lo realiza

automaticumente utilizando la opcién correspondiente del

fluorimetro empleado’.

Las condiciones operatorias fueron: harc = 457 nm, Aem

- 525 nm, rendija de excitacion y emisiéon 2.5 nm, factor de

sensibilidad 0.05 y temperatura 20°C.

En la tabla IV.11 se recogen los valores obtenidos,

grafico realizado por el aparato, y s€ han

tomados del registro

representado graficamente en la figura IV.24.




Tabla 1V.11.

Estabilidad del complejo QAE-morina-Be(I1)

1a intensidad de fluorescencia decrece durante los

primeros 15 minutos, siendo estable el sistema al menos durante

una hora. En la bibliografia consultada, el complejo morina-Be(ID
en disolucién es estable al menos durante 60 minutos (160).

Se concluye que es necesario esperar unos 15 minutos

para realizar 1la medida de fluorescencia en cada una de las

experiencias posteriores.
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Figura IV.24. Bstabilidad del complejo QAE-morina-Be(ID




IV,7.5, INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

De todos los pasos del protocolo experimental seguido
en el procedimiento operatorio, bhay dos sobre los que 1la

temperatura puede experimentar una mayor influenciz:

- proceso de cambio iénico

- Intensidad de fluarescencia en fase resina

A continuacién hemos abordado el estudio que la

temperatura ejerce sobre ellos por separada.

Influencia de la temperatura sobre

el proceso de cambio iénico del

sistema morina-Be(II)

Con objeto de estudiar esta influencia, se preparé una

serie de matraces aforados de 500 mL que contenian todos ellos

3 plL de disolucién de BedID) de 0.1 =g.L”' y agua bidestilada

hasta el enrase.
Como era necesario mantener la disolucién a una

determinada temperatura durante todo el proceso y debids a la

or su gran tamafio, fué

imposibilidad de termostatar el agitador p
r lo que la agitacion se

necesaria la modificacién del sistema, po
realizé en un vaso de precipitados con un agitador magnético

convencional provisto de termostato.
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En consecuencia, las disoluciones se transfirieron a un

vaso de precipitados de 1 L de capacidad y se afladieron 15 mL

de disolucion etanélia de morina 5x10-%%, 1¢ ml de disolucién

reguladora de HPO.™ /PCa™ de pH = 11.50 y 100 mg de resina QAE

Sephadex A-25.

Se sometio a una agitacion de 20 minutos, manteniendo
el sistema a una temperatura constante, distinta en cada caso.

Una vez transcurride este tiempo, e filtrs 1la
disolucién, transfiriendose la resina a una cubeta de 1 mm de
espesor y se realizo la medida de su intensidad de fluorescencia,

una vez ftranscurridos 15 minutos a partir de los cuales se
estabiliza la sefial.

Las condiciones operatorias para su mecida fueronm:
dexe = 457 nm, rem = 525 nm, rendija de excitacién 25 mm y
rendija de emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.05 y

temperatura de 20°C.

En la tabla IV.12 se recogen los resultados ohtenidos,

y se han represeitado graficamente en la figura IV.25.




Tabla 1V.12. Influencia de la temperatura sobre el proceso de

cambio iénico.

De la observacién de la figura IV.25, puede deducirse
que el procesc de cambio iénico depende de la temperatura de una
forma complicada. En el rango comprendido entre 5 y 50°C la
forma de la curva se ajusta a una ecuacién polinémica tal como
IFE = 350 + 47 T -~ 03 T + 80x10™ 17 -~ 68x10"° 1I¢ o)

(desviacién estandar = 0.735). Esta dependencia puede deberse a

un proceso complejc de fotooxidacion aérea del complejo morina-

Be(II). Proceso que se incrementa con la temperatura (139).
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Figura IV.25. Influencia de la temperatura sobre el proceso de

cambio iénico




IV,7.5,2, Influencia de la temperatura sobre

la intensidad de fluorescencia

Con aobjetc de estudiar la influencia de la temperatura
sobre la intensidad de fluorescencia,

&2 preparé un matraz
aforado de 500 mL en el que se introdujeron 3 nlL de disolucien

de Be(ll) de 0.1 mgLl ' y agua bidestilada hasta el enrase.

Esta disolucién se transfirié a un frasco de
polietileno de 1 L de capacidad y se afiadieron 15 mL de
disclucion etanélica de morina 5x10°°%, 10 mL de disolucién
reguladora de HPO.* /PO.® de pH = 1150 y 100 mg de resins QAE
Sephadex A-25.

Se sometic a una agitacion durante un tiempo de 20
minutos, transcurridos los cuales se filtré la disolucioen,
transfiriendose la resina a la cubeta de medida y se procedié, a
los 15 minutos, a la lectura de su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para su medida fueron:
hawe = 457 nm, lem = 525 nm, rendija de excitacién 2.5 mm,
rendija de emisiér 2.5 nm, factor de semsibilidad 0.05 y

temperatura variable.

En la tabla IV.13 se recogen los resultados obtenidos
al calentar el sistema y posteriormente enfriarlo con la ayuda de

un termostato y se representan graficamente emn la figura IV.26.




Tabla IV.17 ~ia ¢
13. Influencia ¢2 la temperatura sobre la intencidad de

fluorescencia.

calentamiento enfriamiento

TA('C) IFR(%)

De su observacién puede deducirse gque la intensidad de

fluorescencia decrece cuando la temperatura del sistema se

incrementa. Este decrecimiento carresponde a un 12% hasta 25°C,

a un 21% hasta 40°C y a

experimental obtenida para el calentamiento es 1ln IFR

un 32% hasta 60°C. la ecuacién
= 3.94 -

0.008T (°C) (r = 0.999).
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Figura JV.20. [nfluencia de la temperatura sobre la intensidad
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Este efecto observado en fase solida es reversible,

esto es enfriando nuevamente el sistema, la intensidad de
fluorescencia recupera el valor inicial. Esto ocurre tambien en

disolucién. Ademas, se ha cbservado que el complejo morina-Be/Il)

presente una dependencia de la intensidad de fluorescencia con la

temperatura, del mismo tipo que en fase s¢lida. Por otra parte, a

mayor concentracién de berilio la dependencia se hace mas
marcada {(157),

Se concluye que es necesario termostatar antes de
realizar la medida de la fluorescencia. Hemos fijada 1la
temperatura de trabajo en 20.0+05°C, proxima a la ambiente y

facilmente alcanzable mediante el empleo de ua termostatao.




IV.7.6, INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE
CAMEIADOR IONICO

La experiencia se llevo a cabo preparando una serie de
disoluciones a las que se afladieron cantidades crecientes de
cambiador iénico comprendidas entre 50 y 300 mg.

Estas disoluciones contenian en un volumen final de
500 mL, 3 mL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L"', enrasando con
agua bidestilada.

Se transfirieron a sus correspondientes frascos de
polietilena, afladiendose a cada umo de ellos, 1.5 mL de disolucién
etanslica de morina 5x10°2%, 10 mL de disolucién reguladora de

HPO.?* /PQa de pH = 1150 y cantidades crecientes de cambiador

iénico QAE Sephadex A-25.

Tras agitar durante 20 minutos, se filtraron las
disoluciones y se llenaron las cubetas de medida.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia, que se realizé a los 15 minutos,
fueron: lewe = 457 nm, lew = 525 nm, rendija de excitacién y de

emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.05 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se han recogido en la tabla
v.27.

se han representado graficamente en la figura I
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Figura 1V.27. Influencia de la cantidad de resina




Como puede apreciarse en la figura 1IV.27, al aumentar

la cantidad de resina afiadida idisminuye la intensidad de

fluorescencia, para la concentracién a la Gue se opera. Como

consecuencia, la cantidad de cambiador iénico optimo a utilizar

debe ser la menor posible. Este valar

viene limitado por 1la

cantidad minima necesaria para el llenado de la cubeta de medida,

valor que hemos fijado en 80 mg.




IV.,7.7, INFLUENCIA DEL TIEMFO
AGITACION

Dado que la Fluorimetria de Cambio Iénico exige una
etapa previa de fijacion del analito en el cambiador de iones,
sera necesario estudiar el tiempo de agitacién necesario para que
se alcance el quilibrio.

Para ello se utiliza un agitador rotativo de botellas
que opera a una velocidad angular fija de 80 r.p.m. y variando el

tiempo que permanece la disolucién con el cambiador en agitacion.

Se ha determinaco la influencia para volimenes de
disolucién de 250, 500 y 1000 =l respectivamente. El
procedimiento operatorio para todos los volimenes fué el mismo,
asi como las concentraciones finales de cada uno de los reactivos

tal v como se describe a cantinuacién.

En primer lugar se prepard una serie de matraces de
250 mlL en los que se introdujeron 1 mL de disoluzién de Be(ID
de 0.1 mg.L-' y agua hidestilada hasta el enrase.

e transvasaron las disoluciones a frascos de

polietilena y se afiadieron 0.5 mL de disolucion etandlica de

morina 5x10°7%, & mL de disolucién reguladora de HPO.#/POa™"

de oH = 11.50 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25.
Para el estudio de 1la influencia del tiempo de

: i ; 3 0 _ml se
agitacion cuando S emplean volimepes de 200 i,
ada hasta ese volumen.

diluyeron

midpetil
2 mlL de BedID 0.1 mg.L~' con agua bidestil




e Lransvasaron 1: a5 d 1501 Slanes a S5us
L espondien ces f ascus - pu‘ l = }LL =] .I. by z L I -
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les

atiadiercn 1 mL de disolucién etanslica de morina 5x10-= %
]

10 mL de disolucién reguladora de HPO.® /PD.* de o= 11850 3
80 mg de resina QAE Sephadex A-25.

En el caso de volumen fimal de 1000 mlL se
adicionaron 4 nl de disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L-® y agua
bidestilada hasta el enrase.

Estas disoluciones se transfirieron a baotellas de
polietileno de 2 L de capacidad y se les afladieron 2 ml de
disolucisn etanélica de morina 5x10 %%, 20 mnlL de disolucién
reguladora de EP0.""/P0.”" de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE
Sephadex A-25.

Se prepararon los blancos correspondientes para cada
volumen final que contenian los mismos reactivos, salvo Be(ID y
fueron sometidos al mismo tratamiento.

El procedimiento seguido para todos ellos fué el
sigulente: se agito durante periodos de tiempo crecientes, se
£i1tro, se llenaron las cubetas y se midié, después de 15 minutos,
su intensidad de fluorescencia.

. Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia en todos los casos, fueron: Aexe =
457 nm, dem = 525 nm, rendija de excitacién y de emisién 2.5 mm,

factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se recogen en las tablas

=

Iv.15, Iv.16 y IV.17, que se han representado graficamente en la

figura IV.28.




Tabla IV.15. Influencia del tiempo de agitacién. Volumen: 250 mlL.

t(min’

. ! L.
Tabla IV.16. Influencia del tiempo de agitacién. Volumen: 500 m




IV.1"
17. Influencia del tiempo de agitacion. Volumen: 1000 mL

Puede observarse en la figura IV.28 que no existe una
marcada dependencia del tiempo de agitacién con la diferencia
intensidad de fluorescencia para los tres volimenes finales
ensayados.

No obstante, se aprecia un débil decrecimiento
provocado por la descomposicion oxidativa del complejo, a partir
de unos 40 minutos de agitacion, aproximadamente un 20% para 80
minutos, (el descenso en la medida de fluorescencia de los
blancos en el mismo intervalo es ligeramente superior, del orden
de un 30%).

Consideramos un tiempo optimo de agitacién de 30

minutos para los volumenes de 250, 500 y 1000 nL de disolucion.




20.0

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo de agitacion (min)
o: VF. 500 mL X:VF 250 mL +:VF 1000 mL

Figura IV.28. Influencia del tiempo de agitaciéon para um voiumen
final de 250, 500 y 1000 =L




IV.7.8, ORDEN DE ADICION

Al objeto de conocer el orden de adicién optimo de los
reactivos, para que la intensidad de fluorescencia del sistema
sea maxima, se realizo la siguiente experiencia.

En todos los casos se afladic el analito en primer
lugar asi como la resina en ultimo.

Para ello se prepararon una serie de matraces aforados
de 500 mL gue contenian 2mlL de disoluciéon de Be(ID) de 0.1 mg.L™’
y agua bidestilada hasta el enrase. Se tramsfirieron a sus
correspondientes frascos de polietileno de 1 L de capacidad y se
afiadié a cada uno de ellos, con diferente orden de adicien (tabla
IV.18), 3 mL de disolucién etanélica de morina 1.5x10°%%, 10 mL
de disolucién reguladora de HPO.* /P0.™" de pH = 1150 y 80 mg
de resina QAE Sephadex A-25.

Se prepararon los correspondientes blancos, en los que
también se altera la secuencia en la adicién de los reactivos, ¥
se scmeten al mismo tratamiento que las muestras.

Tras agitar durante 30 minutos, filtrar y llenar las

cubetas, se midié su intensidad de fluorescencia, al cabo de 15

minutos de espera.

Las condiciones operatorias para Su medida fuerom:

hssen = - 45T nmy . = 525 nm, rendija de excitaciéon y emisién

2 5nm, factor de sencibilidad 0.1 ¥y temperatura 20°C.




Tabla I1V.18. Influencia del orden de adicion.

FR ¢

I

arden de adicieén

Morina-Tampon

Tampén-Marina

Seg'n muestran los resultados de la tabla IV.18, la
intensidad de fluorescencia es independiente de la secuencia
seguida en la adicién de los reactivos, por lo que mantenemos el
orden seguido en las anteriores experiencias que es Be(lD-

Morina-Tampén-Resina.




IV.7.9, RESUMEN DE LA OFTIMIZACION DE
VAIABLES

En el estudioc de la formacién y fijacion del sistema
fluorescente que forma la morina con el Be(ll) en presencia de
cambiadores ionicos se ha escogido, en primer 1 r, el soporte
adecuado en el cual el complejo muestra mayor capacidad de
intercambio iénico, resultandc ser la recina aniénica Sephadex
QAE A-25. Se ha optimizedo la posicién de la cubeta con respecto
a la radiacién, asi como los valores de las anchuras de las
rendijas de excitacién y de emisién.

En segundo lugar, una vez elegidas las longitudes de
onda de excitacién y de emisién del sistema, se han optimizado

aquellas variables que afectan a la intensidad de fluorescencia.

En la siguiente tabla IV.19 se resumen las condiciones optimas

que se han seleccionado tras su e=tudio.




Tabla IV.19

::I]L“T) P .
¥ tavie condicior

rendija de excitacion

rendija de emisioén

longitud de onda de excitacion

longitud d= onda de emision

pH 13 o

disolucién reguladora HPO.*~/P04"

volumen disolucién regu. .dora 10 mL

concentrac! n de morina 1.5x10%%
astabilidad entre 15 min y 1 hora
temperatura 20.0%. 5°C
cantidad de cambiador iénico 80 mg

tiempo de agitacion del sistem 30 min

orcen de adicion Be(I1)-Morina-Tampon-Resina




ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS

ANALITICAS DEL SISTEMA




IV.8,1, INFLUENCIA DEL VOLUMEN SOBRE
LA SENSIBILIDAD Y LIMITE DE
DETECCION DEL METODO

Los métodos de espectrometria de fase soélida, al igual
que ocurre en cualquier métodc de equilibrio heterogéneo,
presentan una caracteristica singular: su sensibilidad y limite
de deteccisn es funcién de! volumen de problema empleado. Todo
ello sera verdad siempre que la razén de distribucién presente un
valor suficientemente alto.

Como consecuencia de esta caracteristica, se podréan
poner a punto métodos F.C.I. de acuerdo con las necesidades del
problema a resolver. Si la caacentracién de analito en un
problema concreto es pequefia, un aumento de volumen de muestra a
trater podra permitirmos, dentro de ciertos limites, resolver su
analisis.

Para estimar en la practica el aumentc de sensibilidad
que permite un sistema dado, se estudia la sefial analitica, IFR en
nuestro caso, que origina la equilibracion de volumenes crecientes

de analito, de la misma concentracién, con la misma masa de

cambiador de icnes.

Al objeto de comnacer como influye el volumen de

disoclucién a tomar sobre la intensidad de fluorescencia, se

10 ; finales
prepar aron dos series de disoluciones que en volumenes .

catre 100 y 1750 mL, contenian cantidades
, de tal forma gue

comprendidos

crecientes de disolucién de Be(ID de 0.1 mg.L"'
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la concentracién final después de enrasar con agua bidestilada
iy ]

fuese siempre igual a 04 pg.l ' en un caso y 02 pg.l-' de

Be(ll) en otro.
Las disoluciones se transfirieron a

polietileno de 1 y 2 L de capacidad respectivamente, y se afiadié

frascos de

a cada disolucién la cantidad necesaria de disclucién etanslica

de morina 5x10°7%, para que la concentraciéon de ésta fuese

constante e igual a 2.96x10°7 M y 1.48%x10” M respectivamente
para ambas concentraciones de Be(Il) afladidas, y el volumen de
etanol adecuadoc para que 21 porcentaje etanélico en todas las
nmuestras fuese el mismo (0.6%).

Asimismo, se afladieron cantidades crecientes de
disolucién reguladora de HPO.® /PO.®" de pH = 11.50 para
mantener la fuerza iénica constante y 80 mg de QAE Sephadex A-
25.

Tras una agitacien de 30 minutos, se filtrarom, se
llenaron las cubetas y se procedisé, después de 15 minutos, a la
medida de la intensidad de flucrescencia

Las condiciones operatorias para su medida fueron:
Aerce = AS7 nm, hem = 525 nm, rendija de excitacién y de emisién

25 nm, factor de sensibilidad 0.05 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos asi como los volimenes
afiadidos se recogen en la tabla Iv.20 y se han representado

graficamente en la figura IV.29.




Tabla IV.20. Influencia del volumen final.

0.2 pug.L-" de Be(ID

V. final V.Be(II) V.Morina V.Etanol V.Tampén  %IFR

0.4 ug.l~' de Be(ID

V.Be(II) V.




250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Volumen Final (mL)
. 0.4/4/1. Be X: 0.2/‘/1.. Be

Influencia del volumen sobre la sensibilidad del
método

La anterior figura V.29, pone de manifiesto umn

incremento de la sefial de fluorescencia con el volumen final de

mstra (V), hasta que Se hace practicamente independiente del

mismo para valores superiores a 1000 mL. Este hecho sugiere la

necesidad de realizar el estudio de optimizacion de las

diferentes variables que influyen en el praceso para cada volumen

concreto de disclucién.




La depsndencia encontrada es de tipo exponencial por

lo que se ensayd la ecuacion: IRF = A + B.e-cv, Suponiendo A = B
y linealizando de acuerdc con In (IRF/A - 1) = CV se encuentra
un buen ajuste. Asi para 0.2 pglL ' de Be(ID, y A = 40,
CR~LB080% y r =008 para 04 Wl 3 49
C = -1.95x10 j r = 0977, Las desviaciones en el ajuste de la
recta son mas grandes para altos volimenes debido a la
fluctuacién en la medida de la fluorescencia. Esta fluctvacién es
dal mismo orden que el ruido del fluorimetro en nuestras

condiciones experimentales,




Iv.8,2, RECTAS DE CALIBRADO

Una de las ventajas que posee la Fluorimetria de
Cambio Iénico, como se indica en el apartado anterior, es la
posibilidad de incrementar la sensibilidad y reducir el limite de
deteccisn de un método concreto aumentando el volumen de
disolucisn empleado. En principio la magnitud de este volumen se
encuentra limitada por el hecho de que su valor sea operativo
desde el punto de vista practico (0.5-10 L) y que el equilibrio
en el proceso de fija~ién sea favorable.

Par todo ello hemos obtenido curvas de calibrado para
diferentes valores de volumen de disolucién: 250, 500 y 1000 mL,
en un rango de concentraciones de Be(II) comprendido entre 0.1 y
6.7 pgl’, para el cual la intensidad de fluorescencia del
sistema en estudic se ha demostrado que es funcién lineal de la

concentracién de Be( LY.

iv.8.2,1, Recta de calibrado para un volumen
final de 250 mL

Se preparo a tal fin, una serie de matraces aforados

en los que se introdujeron volumenes crecientes de disolucion de

Be(I>) de 0.1 mglL™', comprendidos aatra 025 y 175 ul ¥ =8

n agua pidestilada hasta un volumen final de 250 mL.

enrasoc co

disoluciones se transfirieron a SUS

Las
es frascos de polietileno y S€ les afiadieron 1.5 mL

carrespondient
5 pml de disolucion

de disolucion etanélica de morina 1.5x10 2%
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reguladora de HP0.? /P04 de pH = 1150 y 80 ma de
Sephadex A-25, . e

Se agit C
gitaron durante 30 minutos, se filtraron ias

diu)}, ciones. = $
Qluciones, se llenaron lss cubetas y se midié su intensidad d
e

fluorescencia, después de 15 minutos
S.

Las condiciones operatorias para su medida

fueron: lene = ) = B
457 nm, Rew = 529 nm, rendija de excitacién y

emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.25 y temperatura 20°C

Los datos obtenidos una vez restados del blanco se

recogen en la tabla IV.Z21 y han sido representados graficamente

en la figura IV.30,

Tabla IV.21. Curva de calibrado: 250mL.

Existe una buena linealidad entre 1la intensidad de

fluorescencia y la concentracion de Be(ID, en el intervalo de

concentraciones ensayado. la ecuaciéon correspondiente a ésta

recta de calibrado, ajustada por minimos cuadrados, es:

IFR = 117.94 (Be(IDI1 - 2.18
donde la [Be(ID] viene expresada en pg L.

El coeficiente de correlacion encontrado es 0.997.




Y T

0.4 0.8 0.8
ppb Be(l)

Figura IV.30. Recta de calibrado para un volumen final de 250 =L

IV.8.2.2, Recta de calibrado para un volumen
final de 500 mL

A continuacién se establecis la recta de calibrado para

un volumen final de 500 mL. Para ello se preparé umna serie de

matraces aforados en los que S€ introdujeron volumenes crecientes

de disolucién de Be(ID de 0.1 mgl™', comprendidos entre 05 v

3.5 mL, y se enrasée con ag.a bidestilada.
Las disoluciones se transfirieron & Sus
ntes frascos de polietileno y se les afiadieron 3 mL

*%, 10 mL de disolucion

correspondie

de disolucion etandlica de morina 1.5x10




reguladora de HPO4” /PO.* de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE
Sephadex A-25.

Se ag taron durante 30 minutos, se filtraron las

disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié a los 15 minutos

su intensidad de fluorescencia.

Las condicione operatorias para su medida

fueron: lexe = 457 nm, Xew = 525 nm, rendija de excitacién y

emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.25 y temperatura 20°C.

Los datos obtenidos una vez restados del blanco se
recogen en la tabla IV.22 y se representan graficamente en la
figura IV.31, donde puede apreciarse una buena linealidad entre la
intensidad de fluorescencia y el intervalo de concentracién de

Be(Il) ensayado.

Tabla IV.22. Curva de calibrado: 500 mL




0.0 el :
0.0 0.2 0.4 0.8 0.8

ppb Be(ll)

Figura IV.30. Recta de calibrado para un volumen final de 500 mL

La ecuacién correspondiente a ésta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es:

IFR = 124.03 [Be(lDI] * 1.49

donde la [Be(ID1 viene expresada en pg. L7t
nte de correlacién encontrado es de 0.999.

El coeficie




IV.8 . 2,3, Recta de calibrado para un volumen

final de 1000 mL

Para un wvolumen final de 1000

mL, se a%adieron

diferentes volumenes de disolucien de Be(II) de 0.1 mgl
comprendidos entre 1 y 7 mL y se enrasé con agua bidestilada.

Las disaluciones se transfirieron a Sus

carrespondientes frascos de polietilenc y se les afiadieron © mlL

de disolucion etanélica de morina 1.5x10 ®%, 20 mL de disclucién

reguladora de HP0.* /PO.”" de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE
Sephadex A-25.

Se agitaron durante 30 minutos, se filtraron las
disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié a los 15 minutos
su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para su medida
fueron: de.c = 457 nm, lem = 525 nm, rendija de excitacién ¥

emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.25 y temperatura 20°C.
Los resultados obtenidos una vez restados del blanco
se recogen en la tabla IV.23 y se han representado graficamente

en la figura IV.32.

Tabla IV.23. Curva de calibrado: 1000 mL.
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Figura iV.32. Recta de calibrado para un volumen final de 1000 =L

Se observa también en éste caso una buena linealidad
entre la intensidad de fluorescencia y la concentracién de Be(ID

estudiada.
La ecuacion correspondiente a ésta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados, es:

IRF = 144.70 [Be(ID1 - 3.08

donde la [Be(ID)] viene expresada en gL',

El coeficiente de correlacién encontrado es 0.997.
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diferen

timarse
ectas de calibrado.

correspondientes ecuaciones de

Tabla IV.24. HEcuacicones de las curvas de calibrado

117.94 [Be(ID)]
124.03 [Be(IDi +
144.70 [Be(1D)]

En ellas puede observarse, como era de esperar un

aumento de la pendiente de la recta de calibrado y por tanto la

sensibilidad del método, con el volumen de disolucién.




Comparacién con el método en

disolucidén gque emplea morina

La sensibilidad del método que se propone es muy

T

superior a la de otros meétodos en disolucién que emplean morina
como reactivo. Con objeto de comparar la sensibilidad del método
en fase sélida y en disolucion, se ha obtenido una recta de
calibrado en disolucién para el rango de concertraciones
comprendido  entre 3 100 pugl™', Dbasandonos en el
3%5).

En matraces de 50 mL se diluyen 25, 3, 4 y 5 nL de
mg.L'' y agua bidestilada bha. ta el

toman asimismo 50 mL de agua bidestilada.
Las disoluciones se transfirieron a matraces de mayor
afladieron 10 mL de disolicién etanédiica de

I ml de disolucién reguladora de HPD.#~/PO.™" de

~ontinuacién, en cubetas de 1 cm de espesor se
la lectura de su su intensidad de fluorescencia, que
en las mismas condiciones experimentales smpleadas en
de la recta de calibrado en fase resina.
Los resultados obtenidos una vez restados del blanco
recogen en la tabla IV.25 y se han representado graficamente

la tigura IV.33.




Tabla IV.25. Recta de calibrado en disolucion

Recta de calibrado en disolucion

Figura IV.33.




La ecuacion de 1la recta, ajustada por

minimos
cuadrados, es la siguiente:

IFR = 0.14 (Be(ID)] + 0.21

donde la [Be(I1D)] viene expresada en ug.L '.

El coeficiente de correlacién encontrado es 0.996.

La comparacicn de laos resultados de sensibilidad
obtenidos nos permiten resaltar el gran aumento de ésta que se
obtiene al operar en fase resina, respecto al que se obtiene en
disolucién (para 500 mL). Como puede observarse la relacién de

las pendientes de las rectas de calibrado es 886.

pendiente método FCI
————————————————————————————————— = 886
pendiente método en disolucién




IV,8,3, METODOS FROFUESTOS FARA LA
DETERMINACION DE Be(II)

La optimizacién de las variables que influyen sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema QAE A.25-morina-Be (1D
realizada anteriormente, nos ha permitido proponer los siguientes
métodns operatorios para la determinacién de éste catién en

diferentes volimenes de muestra.
IV.8.32, .. Método propuesto para un voiumen
final de 250 mL
- Disolucién problema
La disolucion problema se prepara introduciendo en un

matraz aforado de 250 mL el volumen necesario de disolucion

problema de forma gque la concentracién final de Be(II) esté

comprendida entre 01 y 01 pgl7’), J AgM8 bidestilada hasta el

enrase.

La disolucion se transfiere a un frasco de polietileno
de disolucion atantlica de morina 1.5x10°2%,
= 1150 ¥

y se le aflade 15 nml
5 mL de disolucion reguladora de HPQ.?~/P0.™" de pH
80 mg de resina QAE Sephadex A.29.

Se agita durante 30 minutos, s€ filtra y se llena la

cubeta de medida.
Se mide la intensidad de fluorescencia en las mismas

condiciones operatorias empleadas en la recta de calibradao.

e




- Recta de calibrado

Y o

La recta de calibrado se obtiene preparando 5

disoluciones con una concentracién de Be(II) de 0, 0.1, 0.3, 0.5 y

0.7 pgL"', para lo cual en matraces aforados de 250 mL se

pipetean 0.25, 0.75, 1.25 y 1.75 mL de disolucién de Be(II) de 0.1

mg.L'' y se enrasa con agua bidestilada.

Las disoluciones se transfieren a sus correspondientes
frascos de polietileno y se les aflade 15 mL de disolucién
etandlica de morina 15x10 7%, 5 mlL de disolucién reguladora de

HPO.® /PO4® de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A.25.

Las disoluciocnes se agitan durante 30 minutos, se
filtran y se recogen las bolitas de resina por filtracion bajo
succién y con la ayuda de una pipeta se empaquetan en una cubeta
de 1 mm de espesor junto con un pequefio volumen del filtrado.

Se prepara también un blanco que contiene todos los
rectivos menos el berilic y se trata de la misma forma.

La intensidad de fluorescencia para la muestra y el
blanco se mide siempre después de 15 minutos, cuando la medida
es estable.

las condiciones operatorias son! lewe = 457 nm, lem =
525 nm, rendija de excitacién y de emisién 2.5 nm y temperatura

20°C.

[v.8.3.2, Método propuesto para un volumen
final de 500 mL

- Dpisolucién problema

La disolucion problema Se prepara introduciendo en un

de 500 mL el volumen necesario de disolucién

problema de forma que la concentracién final de Be(ID) este

, y agua bidestilada hasta el

matraz aforado

comprendida entre 0.1 y 0.7 pg.L™’

enrase.




La disolucién se transfiere a un frasco de polietileno

y se le afladen 3 mL de disolucién etanélica de morina 1.5x10-7%

10 mL de disolucién reguladara de HPO.#~/PO."" de pH = 11.50. ¥
80 mg de resina QAE Sephadex A.25.

Se agita durante 30 minutos, se filtra y se llena la
cubeta de medida.

Se mide la intensidad de fluorescencia en las mismas

condiciones operatorias empleadss en la recta de calibrado.

- Recta de calibrado

La recta de calibrado se obtiene preparando 5
discluciones con una concentracién de Be(ID) de 0, 0.1, 0.3, 05 ¥y
0.7 pgl~', para lo cual en matraces aforados de 500 mlL se
pipetean 0.5, 15, 25 y 35 nL de disolucién de Be(Il) de
0.1 mg.L-' y se enrasa con agua bidestilada.

Las disoluciones se transfieren a sus correspondientes
frascos de polietileno de 1 L de capacidad y se les aflade 3 nlL
de disolucién etanslica de morina 1.5x107%%, 10 mL de disolucién
reguladora de HPO.® /POa™" de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE
Sephadex A-25.

Las disoluciones se agitan durante 30 minutos, se
filtran y se recogen las bolitas de resina por filtracién bajo
succién y con la ayuda de una pipeta se empaquetan en una cubeta
de 1 mm de espesor junto con un pequefio volumen del filtrado.

Se prepara también un blanco que contiene todos los
rectivos menos el berilio y se trata de la misma forma.

La intensidad de fluorescencia para la muestra y el

blanco se mide siempi® después de 15 minutos, cuando la medida

es estable.

Las condiciones operatorias SO Aawe = 457 nm, hem T

525 nm, rendija de excitaciéen 2.5 nm, rendija de emision 25 nm ¥y

temperatura 20°C.




1iv :
.8,3,3, Método propuesto para un volumen

final de 1000 mL

Disolucién problema

La disolucion problema se prepara introduciendo en un
matraz aforado de 1000 mL el volumen necesario de disolucién
problema de forma que la concentracién final de Be(Il) esté
comprendida entre 0.1 y 0.7 pg.L™', y agua bidestilada hasta el
enrase.

La disolucion se transfiere a un frasco de polietileno
y se le afilade 6 mL de disolucién etanslica de morina 1.5x10°9%,
20 mL de disolucion reguladora de HPO.*"/PO.® de pH = 1150, y
80 mg de resina QAE Sephadex A.ZS.

Se agita durante 30 minutos, se filtra y se llena la
cubeta de medida.

Se mide la intensidad de fluorescencia en las mismas

condiciones operatorias empleadas en la recta de calibrado.
—~ Recta de callbrado

La recta de calibrado se obtiene preparando 9
disoluciones con una concentracién de Be(II) de 0, 0.1, 03, 05 ¥y
0.7 ug.l', para lo cual en matraces aforados de 1000 mL se
pipetean 1, 3, 5 ¥ 7 mL de disolucién de Be(Il) de 0.1 mgL"' ¥
se enrasa con agua bidestilada.

Las disoluciones se transfieren a Sus correspondientes
frascos de polietileno de 2 L de capacidad y se les afiade 3 mL
de disoiucién etanélica de marina 1.5x107 %%, 20 mL de disolucién
reguladora de HPO.Z /P0.® de pH = 1150 ¥ 80 mg de resina QAE
Sephadex A-25.

Las disoluciones se ag
glitas de resina por filtracién bajo

itan durante 30 minutos, se

filtran y Se recogen las b

pipeta se empaquetan en una cubeta

succién y con la ayuda de una

de 1 mm de espesor junto con ul pequefio volumen del filtrado.




Se prepara también un blanco que contiene todos los

rectivos menos el berilic y se trata de la misma forma.

La intensidad de fluorescencia para la muestra y el

blanco se mide slempre después de 15 minutos, cuando la medida
es estable.
Las condiciones operatorias son! he.c - 457 nm, lam =

525 nm, rendija de excitacién y de emisién 25 nm y temperatura
20°C.




IV.8,4, ESTUDIO DE LA REFRODUCIBILIDAD
DE LOS METODOS

El protocolo de cualquier meétodo en espectro-
fluorimetria de cam.:o iénico, lo podemos esquematizar en las

cinco etapas operatorias siguientes:

a) Preparacién de la disoluciéa.

b) Agitacién.

¢) Filtracion.

d) Empaquetamiento de la resina.

e) Nedida de la intensidad de fluorescencia.

La incertidumbre de la aplicacion del método vendré
determinada por la de cada una de sus etapas, sin embargo um
analisis detenido de las mismas, Dos hace pensar que, para un

operador adiestrado, sera la etapa d) la que mayar incertidumbre

origina. Por ello, hemos creido conveniente establecer antes de la

reproducibilidad del método, la reproducibilidad de ésta etapa en

concreto.




IV.8,4,1, Reproducibilidad del

miento

empaqueta-

Para estudiarla se diluyeron 1.5 mL de disolucién de

Be(ID de 0.1 mglL' hasta 500 mL con agua bidestilada,

disolucion que se transfirié a un frasco de polietilenc de 1 L de

capacided y se afladieron 3 mL de disolucién etandlica de morina

1.5x10° %%, 10 mL de disolucién reguladora d= HPO.*~/P0.™" de pH

= 11.50 y 200 mg de resina QAE Sephadex A.25.

Se preparé tambien un blanco que contenia todos los
reactivos salvo el Be(ID), y otro blanco que sélo contenia la
resina en 500 mL de agua bidestiiada. Todas las disoluciones
fueron scometidas al mismo tratamiento.

Tras agitar durante 30 minutos, se filtraron, se
transfirié la resina a la cubeta y se realizé la medida de su
intensidad de fluorescancia, a los 15 minutos que es cuando la
medida es estable.

El procesa se repitié 10 veces, vaciando la cubeta ¥y
volviendola a llenar con la misma resina. Las condiciones
operatorias para la medida de la intensidad de fluorescencia
fueron: le.c = 457 nm, lem = 525 nm, rendija de excitacién y
emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

Los resultados abtenidos se recogen en la tabla IV.26.




Tabla IV.26. Reproducibilidad del empaquetamiento

Por tanto, la desviacién estandar relativa seré:

DSR = (ew_: / IFR) x 100

amiento

lativa

Rl estudio de la repraducibilidad del empaquet

valores de la desviacién estandar re

nos proporciona unos
1.6 % para el

de 1.8 % para el complejo fijado en la resina,

blanco y 1.8 % para la resina séla.




influencia de 1la

centrifugacién
del sistema sobre

la
reproducibilidad del

miento

empaqueta-

Al objeto de mejorar la reproducibilidad del
empaquetamiento de la resina en la cubeta de medida, se procede a
centrifugar la cubeta a diferentes tiempos y a distintas
revoluciones, antes de realizar la medida de la intensidad de
fluorescencia.

Para ello, a una serie de matraces aforados de 500 ml
se adicionaron 2 mlL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mgL"' y agua
bidestilada hasta el enrase. Se preparan también los blancos
correspondientes, que contienmen todos los reactivos salvo el
Be(ID.

Se transvasaron a sus frascos de polietileno y se
afiadié a cada uno de ellos 3 mL de disolucién etanélica de
morina 1.5%x10-°%, 10 mL de disolucién reguladora de HPO.?~/POa™"
de pH = 11,50 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Despues de agitar durante 30 minutos, filtrar y llemar
las cubetas de medida, se centrifugan las cubetas a diferantes
tiempos y revoluciones, segin se indica em las tablas IV.27 y
Iv.28.

La intensidad de fluorescencia se mide en lac
siguientes condiciones: lexe = 457 1M, dew = 525 nm, rendija de

excitacién 2.5 nm, rendija de emision 2.5 nm, factor de

sensibilidad 0.1 y temperatura -




Tabla IV.26. Influencia del tiempo de centrifugacion

v-:ont_r;t = 750 r.p.m.

WO

0
.9
8
ok
0
ol
.8
.0

Tabla IV.27. Influencia de la velocidad angular sobre la IFR.
t=45s




Los resultados obtenidos en ésta experiencia ponen de

manifiesto que la intensidad de fluorescencia relativa de las
muestras sometlidas a centrifugacion, no aumenta sensiblemente con

respecto a la de las muestras sin centrifugar.

IV.8.4,3, Reproducibilidad del empaqueta-

miento de las muestras centrifu-
gadas

Los resultados anteriores se corroboran con las
obtenidos en el @estudio de la reproducibilidad del

empaquetamiento (tabla IV.29), en el que se procede a centrifugar

las muestras durante 45 s a 750 r.p.m..

Tabla IV.29. Reproducibilidad del empaquetamiento, uma vez

centrifugadas las muestras. Volumen final 500 mL.




Los valores de la desviacion estandar relativa es d
1.7 % 1 : g

» para el complejn fijado en la resina. 1.5 % para el blanco y
2 = L

1 6 * = 1 i
1 6 DATE 1 i 5 T o
# para la resina sila, oSe comprueba, por lo tanto, que la
%
ce ifugacion 5ina 1
ntrifugacion de la resina en la cubeta no mejora la precisién

del metodo y por tanto no se efectuara.

IV.53,4,4, Reproducibilidad del método

Se ha estudiado para volimenas de 250, 500 y 1000 mL
de muestra.
se prepararon 10 matraces aforados de
se iatrodujeruon 0.75 nL de disolucién de
y ague bidestilada basta el enrase.
disolucionas 5e transfirieron a Sus
carrespondientes frascos de polistileno y se les afiadieron 1.5 mL
de disolucién etanslica de morina 1.5x10 =%. 5 mL de disolucion

-uladora de HPQ.= /PD.™" de pH = 11.50 y 200 mg de resina QAE

una agitacién de 30 minutos se filtraron las
tras llenar las cubetas se midid su intensidad de

a los 15 minutos.

Para determinar la reproducibilidad de la técnica en

un yvolumen final de 500 ml, se tomaron 10 matraces aforados en

los que se introdujercn 15 mL de disolucién de Be(ID) de

0.1 mg.l~' y se enrasaron con agua bidestilaua.

Una vez en sus frascos de  polietileno, se les

3 plL de disolucion etanolica de morina 1.5x10°2 %,

afiadieron 3

10 mL de disolucien reguladora de HPQ.?~/P0.®" de pH = 1150 y

200 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Las disoluciones &€ agitaron durante 30 minutos y seé

filtraron, llenandose las cubetas ¥y midiéndose por ultimo sSu

intensidad de fluorescencia, despues de 15 minutos de espera.




ror ultimo, en 10 matraces

aforados de 1000 ml de
disolucién de Be(ID) de
0.1 mg.L"' y se enrasaron con agua bidestilada.

~anacicad se diluyeron 3 mL de

< s

Se transvasaron a frascos de polietileno de 2 L de

capacidad y se les adicicnaron © mL de disolucién etanélica de

morina 1.5x10 °%, 20 mL de disolucién reguladora de HPO.?~/P0a™"

de pH = 1150 y 200 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Se agitaron durante 30 minutos, se filtraron y se

llenaron las cubetas para proceder a la medida de su intensidad
de fluorescencia, a los 15 minutos.

Las condiciones operatorias para su medida fueron, en
los tres casos: Xewec = 457 nm, dewm = 525 nm, rendija de
excitacién 25 nm, rendija de emision 25 nm, factor de
sensibilidad 01 y temperatura 20°C. Los resultados obtenidos se

recogen en la tabla IV.30.

Tabla IV.30. Reproducibilidad del método.




Por consigulente,

la precisién del método para una
concentracion de Be(II) de 0.3 pg.L"' es de 1.7, 1.4 y 1.2 % para

250, 500 y 1000 mL respectivamente, expresada como desviacién
estandar relativa. Segin lus resultados antes obte. idas (tablas
IV.26 y IV.30) parece que una de las principales contribuciones a

la reproducibilidad es la variabilidad en el empaquetamienta de
la resina.

Se comprobé asimismo, que la centrifugacién de las
muestras en las condiciones optimizadas, no mejora los resultados
para los tres voliumenes ensayados, lo cual corrobora los
resultados encontrados al estudiar la influencia de 1la

centrifugacion sobre la reproducibilidad del empaquetamiento.




Iv.8,5, LIMITES DE DETECCION Y DE DE-

TERMINACION DE LOS METODOS
FROFPUESTOS

El concepto de limite de deteccién, basado en el
tratamiento estadistico del blanco o disolucién de referencia, fué
adoptado por la IU.PAC., en 1975 (171) y por el ACS.
(Subcomittee on Environmental Analytical Chemistry) en 1980
(172).

El limite de detecciéon de un procedimiento aualitico,
se puede definir como la menor concentracién "Co " 6 cantidad "q"
que puede ser detectada en una disolucion problema con una
seguridad razonable.

De acuerdo con ambos organismos a éste limite de
detecciéon expresado como G le carresponde una sefial analitica )

definida por:

siendo:
. el valor medio de la respuesta del blanca.

la desviaciéon estandar calculada a partir de
las medidas de la magnitud analitica de al

menos siete disoluciones de referencia

preparadas siguiendo el procedimienta

analitico.
un factor numérico seleccionado de acuerdo

con el nivel de confianza deseado.

273~




La concentracion G se

encuentra relacionada con el
VA - de 1 e 4
valor de Xo por la siguiente expresion:

. = (A - ¥a)/m

m: es la sensibilidad analitica.
Sustituyendo la ecuacién IV.1 en la IV.2 se tiene:
C. = (kos)/nm (IV.3)

Este valor de C. sera un fiel reflejo del limite de
deteccién cuandoc m se encuentre bien definida y el valor de la
ordenada en el origen de la curva de calibrado sea esencialmente
cero.

1 uso de k = 3 en la expresién IV.3, permite un nivel
de confianza de 00.68% y asi se asegura que una magnitud
analitica X » Xe + 30e sea debida a la presencia de analito en

una disolucion problema y no a fluctuaciones del blanco.

El concepto de limite de cuantificacién es la
concentracién de un analito que corresponde a una sefial

analitica, Xa, definida por:
Yo = Xo t Kvos
recomendandose para esta definicién un valor minimo de K = 10.

La concentracion Ca correspondiente a este limite de

cuantificacién vendra dada por:

Ca = 10 oa/m




Para la determinaciéon de estos parametros analiticos

en los métodos que emplean volumenes de 250, 500 y 1000 mL, se

operé en la forma que se sefiala. Para un volumen final de 250 mL
se prepararon 10 matraces aforados de 250 mL que contenian agua

R |
plide

esti_ada. Se transfirieron a sus correspondientes frascos de
polietileno, y se les afiadieron 1.5 mL de disolucién etanélica de

morina 1.5x10 %%, 5 mlL de disolucién reguladora de HPOa4* /PO.™"

de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25.
Las disoluciones se agitaron durante 30 minutos, se
filtraron, se llenaron las cubetas y se realizé la medida de la

intensidad de fluorescencia.

Para el método de 500 ml se transvasaron a frascos de
polietileng, 10 matraces de agua bidestilada de 500 mL y se
afiadieron 3 mL de disolucién etandlica de morina 1.5x10°® %,
10 mlL de disclucién reguladoia de HPOa*"/P0s™" de pi = 1150 y
80 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Las discluciones se agitaron durznte 30 minutos, se
filtraron y se llenaron las cubetas de medida para proceder a la

medida de la intensidad de fluorescencia.

Por altimo, para un volumen de 1000 mlL se adicionaron
6 mL de disolucién etanolica de morina 1.5x10°7%, 20 nL de
disolucién reguladora de HPO.™ /PO.~ de pH = 1150 y 80 mg de
resina QAE Sephadex A-25.

Las disoluciones se agitaron durante 30 minutos, se
filtraron y se llenaron las cubetas de medida.

La medida de la intensidad de fluorescencia se realizé,
en todos los casos, después de 15 minutos de espera, cuando es
estable la scefial. Las condiciones operatorias para su medida
fueron: Xewe ~ 457 nm, ham = 525 nm, rendija de excitacion ¥ de

emision 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1 ¥ temperatura 20 C.

En la tabla IV.31 se muestran los resultados obtenidos.




Tabla IV.31. Limite de deteccion y de determinacién

Muestra

El limite de detecciénm, calculado a partir de IV.3, es
de 0.02 pg.L' de Be(1I) para 250, 500 y 1000 mL, ya que el valor
de las pendientes en la recta de calibrado provoca diferencias
s6lo en la tercera cifra decimal que no SE€ considera aqui

significativa 0.019, 0.019 y 0.016 ug.L~' para cada volumen,

r-espectivamente) .

Por lo tamnto, si la intensidad de fluorescencia en una
250 mL es IRF » 938 4+ (3x075) = 35.8, en una
0 mlL es IRF > 513 ¢ (3x0.78) = 53.7 y en una de
55.5 + (3x0.79) = 57.9, podemos afirmar con una

muestra de
muestra de 50

1000 nL es IRF 7
certeza del 99,86% que el Be(I1D) esta presente en dicha muestra.




El

ecuacion IV.4

limite de cuantificacién calculado a partir de la

es de 0.06 pg.L-' de Be(I) para 250, 500 y 1000 mL
de muestra.

IV.8,5,1, Comparacién con otros métodos

El metodo propuesto presenta un limite de deteccion de

0.020 pg.L°', muy inferior a los propuestos en la bibliografia
para los métodos que estudian el mismo sistema en disolucién.

En la tabla IV.32, se comparan el limite de deteccion
de aquellos métodos fluorimétricos més sensibles que emplean

morina como reactivo para la determinacién d- oerilio.

Tabla IV.32. MNétodos fluorimétricos para la determinacién de

Be(II) que emplean morina

aislan el berilio por
precipitacién
fluorimetria en disolucién
aislan el berilio por
precipitacién y posterior
extraccién (acetilacetona)

fluorimetria en disolucién

ésta Memoria

Por otra parte lo hemos comparado con otros métodos

basados en la formacion de quelatos, para la determinacién

fluorimétrica de berilio. Para la comparacién hemos escogido

y se indican en la tabla

aquellos métodos qu? son mas sensibles




IV.33. Observamos en 1 s
105 en la misma que el limite de deteccién mas bajo

se logra por la técnica de F.C.I..

Tabla

IV.33. Netodos fluorimétricos para la determinacién de

l-amino-4-hidroxiantraquinona
+ a-ciclodextrina

Ac. o-(salicilidenamino)benzoico
c-piridinofencl
6-metil-1-hidroxiantrona®™
2-etil-3-metil-5-hidroxicromona®

2-hidroxi-4-metilanilina-§N-2-
hidroxi-5-metilbencilidina

Ac. o-(salicilidenaming)-3,5-
dimetilbenceno arsénico® (179

Ac. 2-quinizarin sulfénico 180

Ac. o-(salicilidenamino)benceno
arsénico® ; (181)

6- (4-metilsalicilidenamino)-m-
crescl : (182>

Ac. resorciliden-o—amincfenil
arsoenico ; (183)

Ac. o- (salicilidenamino)-2-
hidroxi-benceno sulfoénico ; (184)

2-eti1—5—hidrcxi—?—metoxi—
isoflavona®™ {185)

Ac. 2-hidroxi-3-naftoico® (186)

4-hexiloxisa1icilaldehido 4-etoxi-
salicilidenhidrazona“ (187,

Morina- FCI &sta Memoria

o minima con
procedimiento de extraccion. b
ia de excitacién sincrénica.




IV.8.6, SENSIBILIDAD DE LOS METODOS
FROPUESTOS

El término sensibilidad es, aun hoy dia, una de las
cuestiones mas controvertidas dentro del contexto de la Quimica
Analitica y disciplinas allegadas.

El concepto de sensibilidad de un procedimiento
analitico se define como la derivada de la magnitud analitica
dependiente de la concentracién de analito, respecto de dicha
concentracién. De esta forma el valor de la sensibilidad esta
siendo aceptado como el de la pendiente de la curva de calibrada,
el cual se denomina de acuerdo con la I.U.P.A.C. como sensibilidad
analitica. Sin embargo, la medida de la sensibilidad no debe
restringirse al simple calculo de esta pendiente ya que las
dispersiones originadas en la linea de calibracién influirédn
notoriamente en la misma. Asi, de acuerdo con Garcia-Sénchez y
Cruces-Blanco (188, la sensibilidad se define como la relacion
existente entre ésta pendiente y la desviacién normal del método.
Légicamente, la censibilidad se incrementard con el valor de
dicha pendiente y la desviacién normal, esto es, can el aumento
de la precisién. Esta magnitud, por tanto, es um excelente

criterio para la comparacién de técnicas y métodos analiticos ya

ue a mayor sensibilidad serAn mas cortos los intervalos de

se obtendra una mayor precisisn.

q

confianza Yy, consecuentemente,




Utilizando los datos aportados por las experiencias

anteriores (curvas de calibrado) hemos realizada el calculo de la
sensibilidad de este método para los distintos volamenes de

disolucién empleados, encontrando los resultados que se recogen
en la tabla IV.34,

Tabla IV.34. Sensibilidad analitica

Volumen sensibilidad
disolucién analitica




IV.8,7, RESUMEN DE LOS PARAMETROS ANA-

LITICOS

En la tabla IV.35 se resumen los parametros analiticos

calculados para los tres volimenes finales.

Tabla IV.35. Parametros analiticos.

ordenada en el origen
pendiente 117.94 124.03
rango lineal (ug.L”') 0.10-0.70 0,10-0.70
coeficiente de

correlacién 0.997 0.999
limite de deteccidn

(k =.3) tug. L7’
limite de determinacién

(k = 10) (ug. L")
RSD (%)
sensibilidad analitica

144.70
0.10-0.70

0.996




INFLUENCIA DE IONES EXTRAROS

ELIMINACION DE INTERFERENCIAS




IV.3,1, INFLUENCIA DE IONES EXTRAMNOS

Se ha estudiado la influencia que la presencia de los

iones méas frecuentes en aguas, causa en la determinacién de
‘IID por el método operatoric propuesto en fase resina. Se han
elegido estos iones porque es precisamente en .guas, naturales o
no, donde se pretende aplicar los métodos propuestos. Asimismo,
se han seleccionado otros iones que pueden actuar como

enmascarantes y ayudar a eliminar las posibles interferencias.

Para llevar a cabo el estudio se preparé una serie de
matraces aforados de 500 mL para cada 1i6n ensayado, que
coatenias en todos los casos 04 gl de Be(IDD ¥y
concentracicnes crecientes de aquel. Estas disoluciones fueron
tratadas en la misma forma que se indica en el proceso
operatorio.

De la medida de la intensidad de fluorescencia del
sistema y con la ayuda de la recta de calibrado se determiné en

cada caso el error relativo que origina el ién extrafio.

Hemos admitido como limit~ de tolerarcia para el ién
extrafio, la concen*racién de éste que origina un error relativo
del 5% No se considera que interfiera, por tanto, aquellas

concentraciones de iéa extrafio que producian ua error igual o

inferior a ése valor.

Los resultacos obtenidos se muestran en las tablas

IV.36-1V.47 y en las figuras IV.34-1V.45.

~-285-




Tabla IV.36. Interferencia del ién NOa- para una concentracién

de 0.4 pgl. de berilio.

") log (C/Cewcrts)

4000

40000

1 /| )

2 3 4
Log C/[Be(ll)]

Figura IV.34. Interferencia de B0z~




Tabla IV.37. Interferencia del ién Cl- para una concentracién de

04 pg L' de berilio.

400
4000
8000

400060

Log C/[Be(ID)]

Figura IV.35. Interferencia de Cl1~




Tabla IV.38. Interferencia del ién F- para una concentracién de
0.4 pg.L7' de berilio.

Log C/[Be(I)]

Figura IV.30. Interferencia de F~




Tabla IV.39. Interferencia del ién S0.2- para una concentracién

de C.4 pg.L-' de berilio.

(C/Cg

log

400
4000
20000
40000

2 3 4
Log C/[Be(M)]

Figura IV.37. Interferencia de S0.%~




Tabla IV.40. Interferencia del ién COs2- para una concentracléen
de 0.4 pg.L-' de berilio.

400
4000
100000

Log C/[Be(m)]

2_.
Figura 1V.38. Interferencia de COs




Tabla IV.41. Interferencia del ién Ca(ID) para una concentracién
de 0.4 pg.L™' de berilio.

Cowcrza (ug. L")

Ca(ll)

Log C/[Be(I)]

Figura IV.39. Interferencia de Ca(ID




Tabla IV.42. Interferencia del ién L1(IID para una concentracién

de 04 pg.L-' de berilio.

Log C/[Be(W)]

Figura IV.40. Interferencia de A1(IID




Tabla IVA43. Interferencia del ién Fe(IID) para una concentracién
de 0.4 pg.L-' de berilio.

Log C/[Be(I)]

Figura Iv.4l. Interferencia de Fe(IID
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Tabla IV.44. Interferencia de iém Ng(II) para una concentracién
de 0.4 pg.L=' de berilio.

2 3 4
Log C/[Be(l)]

Figura IV.42. Interferencia de Ag (1D




Tabla IV.45. Interferencia del i6m Si0=2- para una concentracién
de 0.4 pg.L-' de berilio.

A |

2

3
Log C/[Be(I)]

Figura IV.43. Interferencia de 51 ~




Tabla IV.46. Interferencia de AEDT para una concentracion de
0.4 pg.L-' de berilio.

| 1 L

Z 4

3
Log C/[Be(I)]

Figura IV.44. Interferencia de AEDT




Tabla IV.47. Interferencia del ién BFa- para una concentracién

de 0.4 pg.L-' de berilio.

2 3 .
Log C/[Be(Nl)]

Figura IV.45. Interferencia de BFa-




E
n la tabla IV.48, se resumen los datos de toleranci
a

para los distintos iones e:
iones extrafios obtenidos a partir de 1las

f = e
iguras IV.34-1V.45, con el criterio adoptada.

Tabla IV.48. Tolerancia de los iones extrafios

¥g(ID)
Fe(IID), AL(IID)

De la observacisn de la anterior tabla V.48 y figuras

IV.34-1V.45, puede deducirse:

- El ién fluoruro no interfiere en relacién en peso
de ién extrefo/Be(ID igua. 1 inferior a 80000.
Presentan interferencia moderada: S0.77, (17,
AEDT, NOs—,CO=*~ 8107 ¥ BF.~ cuya relacion en

peso sea igual ¢ inferior a 10000.

Causan una gran interferencia la presencia de los

iones Ca(ID), Mg(ID), Fe(III) y AL(IID. Dado gque

su -oncentracién éu las aguas a analizar es

superior a las tolerancias determinadas en el

-298-




estudic se procede con la ayuda de

enmascarantes a eliminar la posible interferencia
de cada uno de ellos.

- Todos los icnes interfieren de forma positiva,
salvo el Ca(ll), Fe(II) y Mg(I.) que 1o hacen de
forma negativa. En disolucién se observa que
estos iones interfieren tambien de forma
negativa, est. es, disminuyendo la sefial
fluorescencia cou respectc a la auestra de

referencia de berilio (35,157,161).




IV.,9, 2, ELIMINACION DE INTERFERENCIAS

Los iones cuya presencia produce mayor interferencia

en la determina-ion de Be!(lD) por el método propuesto son: Ca(lD,
Fe[II}) y AlUID. Los niveles de estos iones en las
muestras de agua selecclonadas para su andlisis, son superiores a
las tolerancias (tabla IV.48), lo que no permite la determinacion
de Be(,) en la misma por el método propuesta. Por tanto, es
necesaric proceder a su eliminacién previa recurriendo para ella

.a ayuda de agentes enmascarantes.

El métado operatorio seguido ha sidc siempre el mismo.
lugar, se ha establecido la posible interferencia de

enmascarantes seleccionados (pag 288, 206 y 297) y

con estus datos se ha astudiado la influencia que concentraciones

crecientes de ién interferente produce para diversas cantidades

constantes de aqual.

Iv.9.2.1., Eliminacién de la interferencia

debida a AL1CIII)

Una concentracion igual © superior a 9 ug L' de

A1(III) interfiere en la determinacién de 0.4 pgl~' de berilio

por el método propuesto. Para eliminar la interferencia de ALIID

hemos recurrido al empleo de enmascarantes. Para ello

galecc.Inamos tetrafluorcborato sédico (N2BF.) enire varias




dos 1
usados (F~, AEDT, TEA, etc) y que basa su actuacién en la

formacién de fluorocomplejos de aluminio.

Para preparar el NaBF., se disuelven 1.8 g de borax

(NazB40-.10Hz0) junto con 3.2 g de NaF en agua bidestilada hasta

unos 80 mL. A continuacién se afiade Acido acético hasta que el pH

sea alrededor de 5 v se enrasa con bidestilada hasta 100 mL. Si
se pipetean 6.06 mL de ésta disoluciéon y enrasamos hasta 10C mL

la disolucién resultante serad de 1 gL' (179,

En primer lugar, se ensayé la posible interferencia
provocada por este ién y se comprobé que la tolerancia del BFa~
es de 4000 ug.l-' (tabla IV.48). A continuaciéon, se ha procedido a
eliminar la interferemcia producida por 4, 40 y 200 ugl™' de
ALCIID.

1- Con el fin de enmascarar la interferencia
provocada por la presencia de 4 ugl-' de AI(JID en la
determinaciéon de 0.4 pg.l~' de Be(ID) por el método propuesto, se
realiza la siguiente experiencia.

En una serie de matraces aforados de 500 mL  se
diluyen 2 mL de disolucion de Be(I) de 0.1 mgl ' y 2 mlL de
disolucién de AL(IID) de 1 mgl™', de forma que en el volumen
final hav 4 pg.L"' de AL(IID y agua bidestilada hasta el enrase.

Se transvasan las disocluciones a botellas de
polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden a cada una de ellas
volamenes crecientes de BF.~ de 100 mg.L".

Se prepara asimismo una disolucién afiadiendo 2 mL de
disolucién de Be(ID de 0.1 mg.L~' y agua bidestilada hasta un
volumen final de 500 mL. La medida de su intensidad de
referencia para calcular la interferencia

fluorescencia es la

praduc:da por la presencia de aluminio. Se transflere a una

botella de polietileno y S€ cometen todas las muestras al

siguiente tratamiento.




Se afladen 3 mL de disolucioén etanclica de morina

1.5x10° "%, 10 mL de disclucién reguladora de HPO.*~/PQ.™"

; de pH
= 11.50 y 80 mg de resina QAE SepLadex A-25.

Se agitan durante 39 minutos, se filtran y se mide su

intensidad de fluorescencia, después de 15 minutos.

Las condiciones operatorias para su medida fueronm:
Aowe = 457 mnm, Xewm = 525 nm, rendija de excitacién y emisioén
2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1 v temperatura 20°C. En la tabla

IV.49 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla IV.49. Eliminaciéon de la interferencia de 4 pgL™' de
ALCIID)

5 - Al objeto de eliminar la interferencia provocada

por 40 ugl"' de Al(IID) en la determinaciéon de 0.4 pglL™' de
Be(Il) se realiza la siguiente experiencia.

En una serie de matraces aforadcs de 500 mL se
diluyen 2 mL de disolucién de Be(ID) de 0.1 ngl™' y 2 mlL de

disolucién de AL(IID de 10 mg.L~', de forma que en el volumen

final hay 40 pglL™’ de AL(IID) y agua bidestilada hasta el

enrase.

Se transvasan las disoluciones & botellas de

polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden a cada una de ellas

volamenes crecientes de BFa’ de 100 mg.L™".
mismo upa disolucien afiadienda 2 nL de

y agua bidestilada hasta un

Se prepara asi

disolucién de Be(ID de 0.1 mg.L"'




volu
men final de 500 mL. Las muestras se someten al mi
smo

flUn] sSCencila l =2 . I ¥ se

resumen los resultados obtenidos.

Tabla IV.50. Eliminacién de la interferencia de 40 pglL-' de
ALIID

3.~ Con el fin de enmascarar la interferencia
provocada por 400 ug.l-' de ALCID en la determinacién de
0.4 pg.L ' de Be(lD) se realiza la siguiente exneriencia.

En una serie de matraces aforados de 500 mL se
diluyen 2 nL de disolucién de Be(ID da 01 Bkl ¥ ' 7 A=
dimolucien e ALCITI> oe 100 ma@i-) de forma que en el volumen
final hay 200 uglL™' de AL(IID y agua bidestilada hasta el
enrase.

Se transvasan las discluciones a botellas de
polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden a cada una de ellas
volumenes crecientes de BFa~ de 100 mg.L™'.

Se prepara asimismo una disolucién afiadiendo 2 mL de
aisolucison de Be(ID de 0.1 mglL™' y agua bidestilada hasta un

volumen final de 500 mL. Las puestras se someten al mismo
mide su jntensidad de

En la tabla IVSl se

tratamiento indicado anteriormente y sSe
fluorescencia en las mismas condiciones.

resumen las resultados obtenidos.




Tabla IV.51. Eliminacién
A1L(IID

de la interferencia de 400 pg.L-' de

Como puede observarse en las anteriores tablas IV.48,
IV49 y IV50, la cantidad éptima ce BF.~ para eliminar la
interferencia de Al(IIID provocada por un contenido hasta
200 pg.L' es de 40 pgl '. Esta cantidad de agente enmascarante
nos permiie analizar con seguridad las muestras de agua

posteriormente seleccionadas.

Iv.9.2.2. Eliminacién de la interferencia
debida a Fe(lIII)

Dado que una conceniracién de Fe(IID) igual o superior

a5 pg.l~' interfiere en la determinacién de 0.4 pg.L™' de berilio

por el método propuesto, ensayamos la adicién de algin agente

enmascarante para la eliminacién de la interferencia.
En la bibliografia consultada, la presencia de Fe(IID

on morina en disolucién, provoca

luorescencia (35,161) por lo que

en la determinacién de Be(ID) c¢

una disuminucion en la sefial de f

se trata con trietanolamina, que forma complejo con el Fe (11D,

medio basico, que no absorbe radiacién en la region visible. Como

la radiacién de excitacién y de emision del complejo Be(ID-

morina estan en la zona visible, se elimina completamente la




interferencia de hierro. No obstante, la interferencia del hierro

puede elimirarse tambien por adicién de C.0a%", citrato, CN-, F-
] ' L3

p o o
PO."", CCN°. Hemos seleccionado para la eliminacisn de éste

cation el fluoruro sédico.

Se estudio, en primer lugar, la posible interferencia
provocada por este ién, estimandose que la tolerancia del F- es
de 32000 ug.L ' (tabla IV.48).

Con objeto de estudiar en la practica la eliminacién de
la interferencia de hierro(Ill) con fluoruro, se realizan diversas
experiencias en las que se determina la cantidad optima de
flugruro necesaria para la eliminacién de la interferencia de
diversas cantidades de hierro(III). Las cantidades estudiadas son
4, 40 y 400 pg.L"' de Fe(lID.

1.~ Con el fin de eliminar la interferencia pravactaa
par la presencia de 4 ug.L' de Fe(ID en la determinacién de
0.4 pgl' de Be(ID por el método propuesto, se realiza la
siguiente experiencia.

En una serie de matraces aforados de 500 mL se
diluyen 2 mL de disolucién de PefID) de 0.1 mgl™' ¥ 2 nL de
disolucién de Fe(IID de 1 mgl ', de forma que en el volumen
final hay 4 pg.L"' de Fe(IIl) y agua bidestilada hasta el enrase,

Se transvasan las disoluciones a botellas de
polietileno de 1 L de capacidad y se afladen volumenes crecientes
de disolucién de F~ de 1 gL',

Se prepara asimismo una disolucisn diluyendo 2 mL de
disolucién de Be(1D) de 0.1 mg.L"' en un volumen final de 500 mlL,
que se emplea como referencia para calcular la interferencia
producida por la presencia de hierro. Se transfiere a una botella
de polietileno y se someten todas las muestras al sigulente
tratamiento.

Se afiaden 3 mL de disolucién etanolica de morina

15%x10-7%, 10 ml de disolucién reguladora de HPO4Z /PQa™" de pH
= 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25.




L=
ve agitan durante 30 minutos, se filtran y se mide su
intensidad de fluorescencia, después de 15 minutos

Las condiciones operatorias para su medida fueron:

Aare = =
437 nm, hem = 525 nm, rendija de excitacién 25 nm y

rendija de emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1
temperatura 20°C.

y

Los resultados obtenidos se indican en la tabla IV.52

Tabla IV.52. Eliminaciéon de la interferencia de 4 pg.L=' de
Fe(IID

2- Con el fin de enmascarar la interferencia

provacada por la presencia de 40 ugl-' de Fe(llD en la
determinacién de 0.4 ugl™' de Be(I) se realiza la sigulente

experiencia.
En una serie de matraces aforados de 500 mL se

diluyen 2 mL de disolucién de be(ID de 0.1 mgl-' y 2 nL de

disolucién de Fe(IID) de 10 mg.L~', de forma que ed el volumen

de Fe(IIDD y agua bidestilada hasta el

final hay 40 pgl™’

enrase.

Se transvasan las disoluciones & potellas de

polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden volumenes crecientes

de disolucicn de F- de 1 g.L 1




o
ve prepara asimismo una disolucién diluyendo 2 nlL d
e

disolucit B
olucion de Be(ID) de 0.1 mg.L'' en un volumen final de 500 mL

que se emplea como referencia para calcular la interferenci
producida por la presencia de hierro. Se transfiere a una boteila
de polietileno y se snumeten todas las muestras al tratamient:
indicado para medir su intensidad de fluorescencia. Los
resultados se resumen en la tavla IV.53.

Tabla IV.53. Eliminacion de la interferencia de 40 pgl~' de
Fe(I1D)

3- Con el fin de enmascarar la interferencia
provocada por la presencia de 400 ug.L-' de Fe(Ill) en la
determinacién de 0.4 ugl™' de Be(II) se realiza la siguiente
experiencia.

En una serie de matraces aforados de 500 mL se
diluyen 2 mL de disolucién de Be(ID de 0.1 mg.l-' y 2 mL de
disolucion de Fe(IID) de 100 mg.L~', de forma que en el volumen
final hay 400 pglL™’ de Fe(IID) y agua bidestilada hasta el

enrase.

Se transvasan las disoluciones a botellas de

polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden volimenes crecientes

de disolucién de F~ de 1 gL',
Se prepara asimismo una disolucion
0.1 mg.lL”' en un volumen final de 500 mL,

diluyendo 2 mnL de

disolucion de Be(II) de




e e e = C
q emplea como referencia para calcular la interferencia

producida por la presencia de hierro. Se transfiere a una botella

de polietileno y se someten todas las muestras al tratamiento

indicado para medir su intensidad de fluorescencia. Las

resultados se resumen en la tabla IV.54.

Tabla IV.54. Eliminacién de la interferencia de 400 pglL~' de
Fe(IID

Se deduce, por tanto, que la interferencia de Fe(l.D)
producida por una concentracién igual a 4 pug.L~' e inferior a
40 pg.l', se elimina con la presencia de fluaruro (FNa) en el
medio, por lo que no es necesario recurrir a otros agentes. Para
ellc o afiade en el agua problema una concentracion de 4 mg.L™'
lo que asegura la eliminacién de la interferencia de Fe(III) hasta
un nivel de 40 pr "', concentracion que al ser muy superior a la

presente en las aguas analizadas, nos asegura un margen de

canfianza suficiente.




IV.9.2,.3, Eliminacién de la interferencia

debida al Ca(Il)

Una concentracion de calcio

: igual o superior a
400 pg.L"' interfiere en la determinacién de 0.4 pg.L~' de berilio

por el metodo propuesto, cantidad muy iaferior a la habitualmente
presente en las aguas naturales. Por ello, para eliminar la
interferencia debida a este i6n, ensayamos el uso del &cido
etilendiaminotetraacético (AEDT) como agente enmascarante. En
disolucién, el calcio disminuye la sefial de fluorescencia (35} en
la determinacién de berilio con morina, por lo que se aflade AEDT.
Otros posibles agentes enmascarantes podrian ser citrato,
tartrato, ¥,

En primer lugar, se ensayé la posible interferencia
provacada por el AEDT y se comprobé que su tolerancia es de
10000 pg.L~' (tabla IV.48).

Como la concentracién en calcio(Il) en las aguas
naturales se suele encontrar comprendido entre 2 y 30 mgL7', se
realizan una serie de experiencias encaminadas a establecer la

concentracién de agente enmascarante necesaria en cada caso.

1- Con el fin de enmascarar la interferencia
provocada por la presencia de 2 mg.L” de Ca(I) en Ila
determinacién de 0.4 pgl~' de BedD se realiza la siguiente
experiencia.

En una serie de matraces aforados de 500 mL se
introducen 2 mL de disoluciéon de Be(II) de 0.1 mg.l~™' ¥ 1 nkL de
disolucién de Ca(Il) de 1 g.l~', de forma que €n el volumen final
hay 2 mg.L~' de Ca<ll) y agua bidestilada hasta el enrase.

Se transvasan las disoluciones a baotellas de

polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden cantidades crecientes

de AEDT de 1 g.L7'.

Se prepara asimismo una disolucién diluyendo 2 mlL de

disoluciéen de Be(Il) de 0.1 mg.L.~' en un volumen final de 500 mL,

-309~




que se emplea como referencia para calcular la interferencia
producida por la presencia de calcio. Se transfiere a una botella
de polietileno y se someten tndas las muestras al siguiente

tratamiento.

Se afladen 3 mL de disolucién etandlica de morina

1.5%x107%%, 10 mL de disolucién reguladora de HPD.*"/P0.® de pH

= 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Se agitan durante 30 minutos, se filtran y se mide su

intensidad de fluorescencia, después de 15 minutos,
Las condiciones operatorias para su medida fueron:

heve = 457 nm, dem = 525 nm, rendija de excitacién y emision
2.5 nm, factor de sensibilidad C.1 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se indican en la tabla IV.55.

Tabla IV55. Eliminacién de la interferencia de 2 mgl™' de

2.~ Para la eliminacicn de la interferencia provocada

pD b =

superiores de AEDT.




Para ello, en una serie de matraces aforados de 500 mL

se diluyen 2 mlL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L-' y 10 nL de

disolucién de Ca(Il) de 1 gL ', de forma que en el volumen final

hay 20 mg.L ' de Ca(Il) y agua bidestilada hasta el enrase.

Se transvasan las disolucicnes a Dbotellas de
polietilenc de 1 L de capacidad y se afladen cantidades crecientes
de AEDT-Na. sclido. Una vez disuelto se continia la experiencia
como se indica a continuacién.

Se prepara asimismo una disolucién diluye~do 2 mL de
disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L™' en un volumen final de 500 mL,
que se emplea como referencia para calcular la interferencia
producida por la presencia de calcio. Se transfiere a una botella
de polietileno y se someten todas las muestras al tratamiento

indicado anteriormente.
Los resultados obtenidos se indican em la tabla IV.56.

Tabla IV56. Eliminacién de la interferencia de 20 mgl~' de

3.~ Para la eliminacién de la interferencia provocada

3 M’Qﬂ&m. se ensayan cantidades
por la presencia de 20

superiores de AEDT.




Para ello, en una serie de matraces aforzdos de 500 mL
se diluyen 2 mL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L~ y 15 ul de
disolucién de Ca(Il) de 1 gL', de forma que en el volumen final
hay 30 mg.L ' (. Ca(Il) y agua bidestilada hasta el enrasc.

Se transvasan las disoluciones a baotellas de

polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden cantidades crecientes

de AEDT-Na: so6lido. Una vez disuelto se continta la experiencia

como se indica a continuacién.

Se prepara asimismo una disolucién diluyendo 2 mL de
disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L~' en un volumen final de 500 mlL,
que se emplea .omo referencia para ca. I la interferencia
producida por la presencia de calcio. Se transfiere a una batella
de polietileno y se someten todas las muestras siguiente

tratamiento descrito.
Los resultados se indican en la tabla IV.57.

Tabla IV57. Eliminacién de la interferencia de 30 mg.lL”' de

e la interferencia

ntidades de AEDT

Se observa en todos los ensayos qu

de Ca(Il) se elimina con AEDT. Comc grandss c2&

‘ una alta
interfieren (tolerancia 10000 pg L'l 3 o8 necesaria

inar 1la
rante para elim

: te agente enmasca

concentracién de €s




interterencia, la cantidad de AEDT a afladir es

contenido e.. Ca(ll).

funcién del
Asi para un nivel d~ calcio de 20 mgl™'

es neces i 3 “
n ario un exceso de 40 veces (w/w), wuientras que para

¢ mg.L~' de Ca(ll) es necesario un :xceso de 50 veces (w/w)

IV.9.2,4, Eliminacién de la interferencia
debida al Mgl{Il)

Una concentracion de igual o superior a 90 pgl~' ‘'
Mg (II) interfiere en la determin .ién de 0.4 pg.L™' de berilio por
el método propuest . Por ello, para eliminar .a interferencia de
Mg (II) ensayamos éacido etilendiaminotetraacético (AEDT) comc
agente enmascaraute.

Se ensaya la cantidad de AEDT optimizada para la
eliminacion de la interferencia de Ca(ID) en las aguas a analizar.
El ectudic se hace en presencia de 30 mgl™' de Ca(Il) ya que

éste es un acompafiante habitual del magnesio.

Para ella, en .na serie de matraces aforados de 500 mL
se diluyen 2 mL de die-lucién de Be(ID) de 0.1 mgL~' y 15 mL de
disolucisn de Ca(ID) de 1 gL', ¢ forma que en el volumen final
haya 30 mgl ' de Ca(Il), ademds se afladen a cada matraz 10 mL
de disolucién de Mg(ID de 1 gl™}, de forma gque en el volumen
final haya 20 mg.L™' y agua bidestilada hasta el emrase.

Se transvasan las disoluciones @& botellas de

polietileno de 1 L de capacidad y se afiaden 0.6 g de AEDT

(1200 mg.L~").

Se prepara asimismo una disolucién diluyendo 2 mL de

disolucison de Be(ID) de 0.1 mg.L”' en un volumen final de 500 mL,

que se emplea coOmoO referencia para calcular la interferencia

i - £
praoducida por la presencia de magnesio ¥ calcio. Se transiiere a

i = i = 1
una botella de polietileno y S€ someten tod 5 las muestras al

siguiente tratamiento.




la tabla IV.58.

Tabla IV58. Eliminacién de la interferencia de Ca(Il) y gD

Mo (11 e

on

(
et
oo
=

(%]
i |

30 mg.L' de Ca(ID) y hasta

La presencia de hasta 30

20 mg.L~' de Mg(ID) se elimina con la adicién de 1200 mg.L7'

de AEDT. No obstante, es d sefialar que si los contenidos son

la

®

muy dJdiferentes sera necesario un estudio previo para

eliminacién de la interferencia de éestos.




iv, s 2. 85 Eliminacién de la interfarencia

debida al cloro

Se ha observadoe que la habitual presencia de claoro en

tratadas (aguz de grifa) provoca una disminucion de la

intensidad de fluorescencia, debido a la oxldacién de la morina.

Para eliminar la presencia de cloro en el agua de

grifc se emplea carbsn activo. Se afiaden 5 g de carbén activo a
900 mL de muestra de agua, y se mantienen en contacto, por
agitacion, durante aproximadamente 5 minutos. A continuacién se
filtra a través de una membrana de papel de filtro de 0.45 pm
(Millipore). Se comprueba en el filtrado la ausencia de cloro
mediante el ensayo con o-tolidina en medio Acido, observandase

que no aparece la caracteristica coloracién amarilla.




APLICACIONES ANALITICAS




IV.10,1. AFPLICACIONES ANALITICAS

El estudio de la aplicabilidad de los métodos
propuestos, entendemos que es clave en la Espectrometria en Fase
Sélida por ser uno de los fines de esta nueva metodologia
analitica. Para ello, la ligera mayor complejidad experimental que
presenta debe ir compensada por una adecuada aplicacien a
muestras reales.

Se ha planteado la aplicacién de éste método a la
determinacién de Be(ID) en aguas de diversas procedencias. Como
ejemplos se han seleccionado tres tipos diferentes: agua de
manantial, de la que a su vez se eligieron dos, una de media
mineralizacion (Lanjarén) y otra de baja (Ortigosa del Monte),

agua de pantano y agua urbana tratada.

IV.180.1.7, Procedimiento propuesto para el

andlisis de aguas

Se toman 500 mlL de muestra de agua en un frasco de

polietileno, se afiaden 2 mL de disolucién de BF.~ 0.01 mg.L™',
la cantidad de AEDT-Naz

> mlL de disolucién de F~ de 1 mg.L™',

necesaric para eliminar la interferencia de calcio y magnesio ¥

una vez disuelto, se afiaden 3 mL de disolucién etanélica de

morina de 1.5x10~ %, 10 mL de disolucién reguladora de HPOa*"

Jda?® de pE = 1150 fen el caso de agua b
y 80 mg de resina QAE

ruta es necesario

afladir 60 mL para mantener el PpH)

Sephadex A-25.




La mezcla s g- S d
2ZCla se agita mecanicamente durante 30 minutos y
— =y

los siguilentes 505 S
gulentes pasos son los que se indican en el procedimiento
opel. torio. ;
Se emplea el método de adicién de patrén o la medida

directa referida a la recta d: calibrado (si las pendientes de

ambas rectas son del mismo orden), para determinar el contenida
de Be(II) en las aguas.

IV,10,1,2, Procedimientos empleados para 1la
determinacién de 1la composicién

de las aguas estudiadas

Para la determinacién de S0.%- se utiliza el meétodo
turbidimétrica (190) para lo cual se precipita con ién Ba®* en
condiciones tales que se formen cristales de tamafio uniforme de
BaSO., que deben mantenerse en suspensicn homogeénea durante un
pericdo de tiempo que resulte suficiente para medir la turbidez
que la misma produzca. El contenido en S0a”  de cada muestra se
calcula a partir de la curva de calibrado previamente obtenida.

El procedimiento empleado para la determinacién de
cloruros (190) es el clasico método volumétrico de Mohr que se
basa en la formacién de una sal de plata insoluble y en el uso de
cromato como indicador.

La determinacién de Ca(ID y Mg(ID (191) se hace por
medida de absorcison atémica utilizando llama de aire-acetileno.

La determinacién de Na(D y KD (190) se hace par
fotometria de llama.

La determinacién de AMIID se lleva a cabo Ppaov

absorcién atomica (191). Por su baja concentracién se

preconcentra por extraccion en metilisobutilcetona en presencia

de oxina. La llama utilizada es de 6xido nitroso-acetilena.

Igual ocurre para la determinacién de Fe(IID (191), se

preconcentra con dietilditiocarbamato sédico (DDC) extrayendo con

metilisobutilcetona. La medida se hace por absorcion atémica em

llama de éxido nitroso-acetileno.

~3e0-




2

.3, Determinacién de Be(ll) en aguas

de manantial

Se han seleccionado dos tipos de aguas de manantial;

Ortigosa del Monte (Segovia) y de Lanjarén (Granada),

agua de

comercializada bajo los nombres de Bezoya y Lanjarén,
respectivamente. Se han seleccionado como ejemplos de aguas de

baja y media mineralizacion.
1.~ AGUA DE ORTIGOSA DEL MONTE.

En primer lugar se ha aplicado el método propuesto al
agua de manantial de Ortigosa del Monte, cuya composicién media
en componentes mayoritarios hemos establecido, seflalandose los
valores encontrados en la tabla IVS59 junto con la técnica
utilizada.

Tabla IV.59. Composiciéon del agua de Ortigosa del Nonte

Bicarbonatos (HCOz™) ; Volumetria ac-base
Sodioc (Ha') : Espect. Emisién

Calcio (Ca”') : Absorcién Atémica

Nitratos (NO= ) : Polarografia
Cloruros (C17) : Volumetria precip.
Magnesio (Mg=") . Absorcién Atomica
Aluminio (A1®") : Absorcison Atéomica

Hierra (Fe®*) Absorcién Atomica




De acuert CQan : i
L cuerda con la tolerancia que presenta el método

para Be(Il) propuest interfier
propuesto, interfieren las coancentraciones de Ca(II)
e ]

Mg (ID, AIID y Fe(IID) presentes en el agua a analizar, por lo
que sera necesario eliminar la interferencia de éstos. Pf;ra ello,
se escogen aquellas cantidades de agentes enmascarantes,
estudiados en el apartado IV.9.2, que forman complejos con los

lones interferentes permitiendo la determinacién de Be(II}

Afiadiendo 40 ug.L”' de BFa se eliminan la interferencia de

15 pg.L~' de AL(ID. La adicién de 4 mgl' de F suprime la
posible interferencia del Fe(IIl), cuya concentracién se encuentra
en el limite de tolerancias del método. Por Gltimo, la
concertracien de Ca(lld) y Mg(II) presente en el agua se elimina

afladiendo 100 mg.L~' de AEDT.
IV.10.1.3.1. Nétodo analitico empleado y resultados

Como método analitico de trabajo se ha empleado la

medida directa referida a la recta de calibrado.
-~ KEDIDA DIRECTA

para la determinacién del contenido de Be(ID en el
agua de Ortigosa del Moate, se tomaron 500 mL de la misma a los
que se afladieron la cantidad de agentes enmascarantes que se
indican: 2 mL de disolucién de BP., e BOY gl 2 nlL de
disolucién de F- de 1 gL' ¥ 5 mi de disolucién de AEDT de
0 gl

A continuacién se afiadieron 3 ml de disoclucion
etanslica de morina 1.5x10 =9 10 mlL de disclucién reguladora de
HPO4=~/P0a™ de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25.

Se preparé tambien un blanco de agua bidestilada al

mismo

que se le afiadieron los mismos reactivos y se sometio al

tratamiento.

Se agito durante 30 minutos y 1os siguientes Ppasos

£ eron los que se indican en el método operatorio.




Las condiciones
a 3 ciones naratoriac
3 Operatorias para la medida de 1la

$ g o o f =
intensidad de fluorescencia fueron: . = 457 am, ) 5

4 e v haew = 525 nm
rendija de citacié \ 1516 .
! ja de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad

0n.25

7.4 y temperatura 20°C.

El proceso se repite tres veces y los valores de la

intensidad de fluorescencia se trasladaron a la recta de

calibrado previamente obtenida, cuyos resultados se indican en la
tabla IV.60.

Tabla IV.60. Recta de calibrado

La recta de calibrado obtenida corresponde a la

siguiente ecuacien, una vez ajustada por minimos cuadrados:

IFR = 141.85 [Be(ID1 - 3.05 r = 0.996
donde la [Be(ID)] viene dada en pg. L.

E1 limite de determinacién correspondiente a éstas

condiciones (presencia de enmascarantes) es de:

k = 10x0.87/141.85 = 0.06 pg.L™'




Los resultados obtenidos en la determinacion de Be(ID)

1 ;
en el agua de Ortigosa del Monte se indican en la tabla IV.61

Tabla IV.61. Contenido de Be(ID) en el agua de Ortigosa del Monte

Vol.agua bidest.
(mL)

Las tres medidas de intensidad de fluorescencia son
cimilares a las nbtenidas para el blanco, por lo que el
contenido de Be(ID) en agua de Ortigosa del Monte es inferior a
0.06 pg.l ', valor que corresponde al limite de determinacion

calculado en éste caso.




2.~ AGUA DE LANJARON.

«n el agua de Lanjaron, la composicion media en
componentes mayoritarios se da en la tabla IV.62 junto con las

$ A
técnicas empleadas para su determinacisn.

Tabla IV.62. Compasicion dei agua de Lanjarén

Bicarbonatos (HCOz? : Volumetria ac-base
Calciao (Ca®") / Absorcién Atémica
Sulfatos (S0.% ) : Turbidimetria
Magnesio (Mg~") ; Absorcion Atémica
Potasio (K*) - Espect. Emisién
Aluminio (Al®*) ¢ Absorcion Atomica

Hierro (Fe®*) ; Absorcion Atémica

De acuerdo con la tolerancia que presenta el método
para Be(Il) propuesto, interfieren Ca¢ID), MNg(ID), ALUID ¥y
Fe(III), por lo que sera necesario eliminar la interferencia de
sstos. Para ello, s¢ = .ogen aquellas cantidades de agentes en-
mascarantes estuciados en el apartado IV.9.2. Afiadiendo 40 pg.L™’

de BF.~ se eliuina la posible interferencia de ALUIID cuya

concentracion se encuentra en el limite de tolerancias del método.

-1 de F- que suprime el Fe(IlI) interferente y,
y Mg(ID) presente en el

Se aflade 4 mg.lL

por ultimo, la concentracion de Ca(ID

agua exige 1200 mg.L~' de AEDT.




IV.10.1.3.2. Método analitico ¥y resultados

Como método analitico de trabajo se emples el de la

curva de calibrado con adicién de patron.
— ADICION DE PATROR

Para la determinacion de Be(ID) en el agua de Lanjaron,
se realizs una recta de calibrado por adicién de patron de la
siguiente manera. Se tomaron en cuatro matraces aforados, 500 mL
de agua a analizar y una vez transferidos a frascos de
polietileno, se afladieron 2 mlL de disclucién de BFa~ de
0.01 gL', 2 mL de disolucién de F~ de 1 gL', 0.6 g de AEDT y
una vez disuelto, se afiaden a cada uno de ellos 0, 0.25, 050 y
1.50 mL de disolucién de Be(II) de 0.1 mg.L™'.

A continvacién se adicionan 3 nlL de disolucién
gta wlica de morina 15x10 %, 10 mi de disolucién reguladora de
HPO.? /P0.* de pH = 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-23,
Se preparé también un blanco de agua bidestilada que no contenia
berilio.

Se agitan durante 30  minutos y se sigue el
procedimiento tal y como se describe en el método operatorio.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos, se
realizaron tres determinaciones simultaneas.

1as condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: lewec = 457 nm, lem = 525 nm,
rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad

0.25 y temperatura 20°C.
Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla IV.63,

y se ha representado graficamente en la figura IV.46, la recta de

calibrado de mejor ajuste.




Tabla IV.63. Contenido de Be(ID) en ol agua de Lanjaron

Be(ll) afadido
.";Jg“_‘ )




0.0 , , :
0.0 0.1 0.2 0.3

pPb ﬂdﬂ)

Figura IV.46. Recta de calibrado por adicién de patron

Ajustando las rectas obtenidas por minimos cuadrados

se obtienen los resultados que se indican em la tabla IV.64.

Tabla IV.64.

7.86 + 89.04 [Be(ID)]
7.89 + £89.88 [Be(ID)]
9.28 + 91.93 [Be(ID]




8 | ] 4 .
El valor medio de 1la concentracion de Be(lD
encontrada es: 0.19 ¢+ 0.01 ug.L—

“8 i = ‘ i &

El limite de determinacién en este caso se calcula a
partir del valor medio de la pendiente de las rectas de calibrado
por adicién de patron y es:

k = 10x0.87/90.62 = 0.00 P Lt

Al realizar la determinacién de Be(Il) en el agua de
Lanjaron mediante el método de adicion de patron, se observé una
disminucién en la pendiente con respecto a la de la recta de
calibrado. Esta pérdida de sensibilidad debida al efecto matriz
producido por el conjunto de iones presentes enm el agua, asi como
la influencia de la fuerza iémnica, puede evaluarse por el cociente
entre las pendientes de la recta de calibrado y la media de la
pendiente de las rectas de adicién de patreén.

El wvalor medio de la pendiente de las rectas de
calibrado por adicién de patrén es de 90.62. Por lo que la

pérdida de sensibilidad evaluada es del orden de 1.4.

IV.10.1.4, Determinacién de Be(Il) en agua

de pantano

El agua procede del pantano de Quentar (Granada),
dénde se recogié con fecha de 2 de Mayo de 1988. En el momento
de la toma de muestra se afiadio HC10. como conservante
©.25 ml/1000 ml). Ya en el laboratorio se filtre a través de una
membrana de Millipore de 0.45-um, ¥ Se almacené en un frasco de

polietilena perfectamente limpio y a 4°C.

La muestra de agua recogida para el estudio se analizé

previamente, mediante las tecnicas adecuadas en cada casa, que ya

i goith i
antes se describem, ¥ presenta el contenido que se indica en 1

siguiente tabla IV.65.




Tabla IV.65. Composicion del agua de pantano

Cancentracisén
(mg. L")

Calcig (Ca=™) 31
31 Absorcion Atémica

Sulfatos (8C ) 18 i
. . 18,1 Turbidimetria

Magnesio s
g Absorcién Atomica
Nitratos (HO
N0 Palarografia

el e e

wl . Si0a" )

lice (510x%7) .8 Espectrofotomet.
Absorcien Atomica
Absorcién Atomica

Espectrofotonet.

anteriores casos interfieren Ca(II), Mg(ID,

en la determinacién de! contenido en Be(ID

agua, es necesario afladir las cantidades de
enmascarantes qt e deducen en el estudio de la
:4n de interferentes. Asi, es necesario afiadir 40 kgl™’

4000 pg L~ de F 12 L' de AEDT al agua de

4

pantaro para someterla posteriorments 2l procedimiento indicado

en el método propuesto. Se cbserve, puor otra parte, que para

mantener el pH de la disolucién era necesario afladir 60 mlL de

daisolucién reguladora.

[V.10.1.4.1. Método analitico empleado y resultados

E]l método analitico empleado en ésta ocasién es por

una parte el de la medida directa referida a la recta de

calibrads y por otra el de adicién de patrém, al objeto de

comparar resultados.




- KEDIDA DIREC: \

En primer lugar, para la medida directa se tomaron 500

ml de agua a analizar y se afladieron 2 mlL de disolucién de BF.-

de 0.01 g.L-', 2 mL de disolucién de F- de 1 gL', 0.6 g de AEDT

y una vez disuelto, se afiaden a cada uno de ellos 3 mL de

~f

disolucién etandlica de morina 1.5x10°2%, 60 mlL de disolucién

reguladora de HPO.* /P0.™ de pH = 1150 y 8C mg de resina QAE
Sephadex A-25. Se prepart asimismo un blanco de agua bidestilada
que no contenia berilio v que fué sometido al mismo tratamiento.

Las muestras se equilibraron durante 30 minutos y se
sometizron al mismc tratamiento indicado en el procedimiento
operatorio.

Con el fin de comprobar los resultados ogbtenidos, se
realizaron tres determinaciones simultandas.

las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: Xene = 457 nm, lem = 525 mm,
rendija de excitacion y de emision 25 nm, factor de sensibilidad
} vy temperatura 20°C.

= resultados se indican en la tabla IV.66.

Be(ID) en el agua de pantano




Las tre: medidas de intensidad de fluorescencia

nresent ; = ¥ T =1 i
presentaron unos valores semejantes £ los obtenidos para el

blanco. -

- ADICION DE PATRON

Para la determinacién de Be(ID) en el agua del pant:o

de Quentar, se realizé una recta de adigién de patrén de la
siguiente manera. Se tomaron en cuatro matraces a orados, 500 mlL
de® agua a analizar y una vez transferidos a frascos de
polietileno, se afladieron 2 mL de disclucién de BFa~ de
0.01 gL', 2 mL de disolucién de F~ de 1 glL7', 0.6 g de AEDT y
una vez disuelto, se afladen a cada uno de ellos 0, 2, 3 y 4 mL de
de disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L' '. A continuaclén se adicionan
3 mL de disoclucién etanclica de morina =l.leO“-‘*‘f., 60 mL de
disolucién reguladora de HPO4* /PO."" de pH = 1150 y 80 mg de
resina QAE Sephadex A-25. Se prepard también un blanco de agua
bidestilada que no contenia berilio.

Se agitan durante 30 minutos y se sigue el
procedimiento tal y como se describe en el método opsratorio.

las condiciones operatorias para la med'.a de la
intensidad de fluorescencia fueron: la~c = 457 W, hem = 525 nm,
rendija de excitacién y emision 2.5 nm, factor de sensibilidad
0.25 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla IV.67.




Tabla IV.67. Contenido en Be(II) en el agua de Quentar

Ajustando la recta obtenida por minimos cuadrados se

pgbtiene la funcion:

IFR = 74.64 [Be(ID] - 7.21 r = 0.994

donde ia [Be(ID] viene dada en pg.L7".

Para calcular el limite de determinacién en Ila
aplicacién del método para este agua, tenemos en cuenta la

pendiente de la recta de calibrado por adicién de patrén.
K =10 x 0.78/74.64 = 0.10 pgL™’

El contenido de Be(Il) es menar de 0.10 pgl™", valor

del limite de determinacién calculado en éste caso.
Al realizar la determinacién de Be(II) en el agua bruta

mediante el método de adicién de patrén, se observé una

disminucién en la pendiente con respecto a la de la recta de

calibrado. El cociente de pendientes calculado es 1.7.




IV.10,1,5, Determinacisn de Be(Il) en agua

urbana

Para la toma de muestra de agua urbana de Granada, con

fecha de 4 de Abril de 1988, se dejo fluir el agua durante un

periodo de tiempo de 15 minutos que se estimé conveniente para

conseguir que la muestra fuera representativa. A continuacién se
ahadié HClO0a4 como conservante (0.25 alL/1000mL) y se almacend en
un frasco de polietileno perfectamente limpio y a 4°C.

Posteriormente se someti6 a la muestra a la
eliminacién del cloro presente que interfiere en la seflal de
fluorescencia, por el procedimiento indicado en el apartado
IVa.z25.

La muestira de agua reservada para el estudio se
analizo previamente, mostrando el contenido en laos componentes
mayoritarios que se indica en la tabla IV.68, asi como la técnica

empleada en cada caso para su analisis,

Tabla IV.68. Composicién del agua urbana

Calcia (Ca*") : Absorcién Atémica
Sulfatos (SC.~ ; Turbidimetria
Magnesio (Mg*") ; Absorcién Atomica
Nitratos (NOz ) : Polarografia
Silice (810«*7) - Espectrofotomet.

Hierro (Fe®") Absorcién Atémica

Aluminia (Al®") Absorcién Atémica

Fosfatos (POa™7) Espectrofotomet.




Se  abservs ( 3
= bserva que los iones que producen mayor

interferencia en el ato )
20 el método propuesto, se hallan presentes en

concentrac 3 ior
oncentraciones superiores a la tolerancia permitida par‘a' cada

uno  de 5 5
i ellos, por lo que es necesaric afladir los agentes

enmascarantes es i s S
I estudiados en su caso. Las cantidades de cada uno

y de acuerdo con el estudio realizado es de 40 pg.L”' de BFa~
. & a

4000 pg.L"' de F- y 1200 mg.L-' de AEDT.
Iv.10.1.5.1. Nétodo analiticc y resultados

El método aunalitico empleado es el de la medida
directa referida a la recta de calibrado y de la recta de

calibrado por adicién de patron.
- NMEDIDA DIRECTA

Fara la determinacién de Be(II) en el agua de grifo, se
preparan tras muestras tal y como se indica a continuaciém.

Para el analisis se toman 500 mlL de muestra de agua
tratada y se afladen 2 mL de disolucién de BFa.~ de 0.01 g.L7',

disolucién de F~ de 1 gL', 06 g de AEiJT y una vez
disuelto, se afiaden a cada uno de ellos 3 mL de disolucion
etanslica de morina 1.5x10-%%, 1t mlL de disclucién reguladora de
HPO.#~ /PO.*~ de pH = 1150 y 80 mg de resina QAR Sephadex A-25.

Las muestras se agitaron durante 30 minutos y fueron

sometidas al mismo tratamiento indicado en el procedimiento

operatorio.
Las condiciones cperatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia fueron: lewc = 497 no, lem = 525 nm,

rendija de excitacicn y de emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad

0.25 y temperatura 20°C.
Se realizan tres medidas consecutivas de la muestra y

su medida se refiere a la recta de calibrado previamente obtenida

y cuyos resultados se resumen en la tabla IV.69.




Tabla IV.69. Recta de calibrado

La recta de calibrado obtenida corresponde a 1la

sigulente ecuacion, una vez ajustada por minimos cuadrados:

IFR = 122.37 [Be(ID] + 0.06 r = 0.999
I

II)] viene dada en ug.L'.

[Be(

Los resultados obtenidos en la determinacion de Be(ID

en el agua urbana de Granada se indican en la tabla IV.70.

Tabla IV.70. Contenido de Be(II) en el agua urbana




El valor medio del contenido de Be(ID encontrado en

el agua urbana de Granada es de 0.09 + 0.01 pg.L

& e : .
El limite de determinacién experimental en éste caso

= 10x0.87/122.37 = 0.07 pg.L '

- ADICION DE PATRON

Para la determinacién de Be(II) en el agua de grifo, se
realizé tambien una recta de adiciéon de patrén para lo cual se
tomaron en cuatro matraces aforados, 500 ml de agua a analizar y
una vez transferidos a frascos de polietileno, se afladieron 2 mlL
de disolucién de BFa~ de 0.01 gL', 2 mL de disolucion de F~ de
1 gL', 06 g de AEDT y una vez disuelto, se afladen a cada umo
de ellos 0, 0.5 y 1.5 mlL de disolucion de Be(ID) de 0.1 mglL™'. A
continuacisn se adicionan 3 mL de disolucién etanélica de morina
15x10-%%, 10 mL de disolucién reguladora de HPQ.* /P0.°" de pH
= 1150 y 80 mg de resina QAE Sephadex A-25. Se preparé también
un blanco de agua bidestilada jue no contenia berilio.

Se agitan durante 30 minutos y se sigue el
procedimiento tal y como se describe en el método operatorio.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: hawe = A57 nm, lew = 525 nm,
rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad
0.25 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla IV.71,

y se ha representado graficamente en la figura IV.47, la racta de

mejor ajuste.




Tabla IV.71. Recta de calibrado por adicién de patrén




0.0 , » :

0.2
ppb Be(ll)

0.0 0.1 0.3 0.4

Figura IV.47. Recta de calibrado por adicién de patrén

Las rectas de calibrada por adicién de patrén
obtenidas corresponden a ecuaciomes, una Vez ajustadas por
minimos cuadrados, que Se resumen €n la tabla IV.72, junto con el

contenidu de Be(ID) que se deduce.

107.36 [Be(ID)] +
105.14 [Be(ID1 ¢
= 129.07 [Be(ID] ¢ 11,06




1 “ e § - i 3
El valor medio para el contenido de Be(ID) en el agua

de grifo de Granada, mediante el método de adicisn de patrén es
de 0.09+£0.01 pg.L-.

Al determinar la concentracién de berilig por ambos

metodos analiticos se observa que la pendiente de la recta de
calibradc es del mismo orden que la obtenida por adicién de

patréon, el cocience calculado es de 1.2.

En la tabla IV.73, se resumen los contenidos en el

anadlisis de aguas.

Tabla IV.73. Contenido de Be(II) en las aguas analizadas

contenido de Be(II) (ug.L~')
medida directa™ adicién de patron*

mineral Bezoya {0.08 i
mineral Lanjarén et 0.10+0.01
£0.10 <0.10
0.00+0. 01 0.09+0.01




IV, 10,1 .8, ESTUDIO DE RECUPERACION

La muy baja concentracién de Be(II) encontrada haceén .

L

que no hallamos comparado los resultados-con ninguno de los |

A - e et T
métodos propuestos. Con los medlios disponibles ‘en el
*

Departamentc de Quimica Analitica, la dnica via ha éidn la
L

tracion y el posterior analisis,

T = - A -~
or esta razén comprobamos la exactitud del método en

la aplicacién a muestras reales, realizando el siguiente estudic :

de recuperacion de berilio.

IV,10.1.6.1, Agua mineral de Ortigosa del

Monte

L]
Para comprobar la validez del método se ha realizado

un estudio de recuperacién, consistente en adiclonar a 500 mL da’

agua de Ortigosa del Mamnt- las concentracicnes de agentes

enmascarantes
Pe(II) de concentracién comocida (0.20, 0,40 y 0.60 pgl™') ¥

operando segun el método propuesto para el volumen indicada,

medir la intensidad de fluorescencia a und hem = 525 nm

excitando a una longitud de onda de 457 nm, C

rendijas de 2.5 nm, factor de sensibilidad de 0.25 ¥y manteniendao

constante la temperatura a 20°C.

En la siguiente tabla IV.74, se indican los resultados |

obtenidos en la recta de calibrado a la que se refleren 105

resultados del estudio.

indicadaz en IV.9.2 y distintas cantidades'.dé_-

on una anchura.de

-




Tabla 1V.74. Recta de calibrado

valores de intensidad de fluarescencia referidaos a
la recta de calibrado, que corresponde a la siguiente ecuacién,
una vez ajustada por minimos cuadrados, nos permite obtener las

concentraciones de Be(ll) afladidas.

= 181.99 [Be(II}] - 3.78

1

donde la [Be(ID)] viene dada en ug.L

Los resultados obtenidos, asi como el tratamiento

estadistico, se recogen en la tabla NS y IV76.




Tabla IV.75. Estudio de recuperacion,

C H
tn I
v N
& H
o
Qo

[Be(ID)]  on-i
(ug. L=

%recuperado




A v b s ~ 2 4 e

A la vista de los datos r lejados en las tablas IV 75

103 ' 76 4 P iy g di -

y IV.76, correspondientes a los resultados obtenidos, podemos
= 2y =2

Adad -~ 4 - N = 1

deducir que el porcentaje de recuperaclén es aceptable para las

condiciones de trabajo establecidas.
iVv.10.1 .86 .2. Agua mineral de Lanjarén
Para éste estudio se toman 500 ml de agua de Lanjarén,

que se transfieren a unos frascos de polietileno, se zfiaden las

cantidad

M

s de interferentes adecuadas, v se adicionan cantidades
de Be(Il) de concentracién conocida (0.1C, 0.30 y 050 pgl~') y
3 mL de disolucion etanclica de morina 1.5x10 7%, 10 mL de
lisclucién reguladora de HPO4*"/PO."" de pH = 1150 y 80 mg de
resina QAE Sephadex A-25.

Se equilibran durante 30 minutos y se tratan de la
misma forma descrita en el procedimiento operatorio.
Las condiciones operatorias para la mnedida de la

fluorescencia fueron: lawe = 457 nm, *es = 525 nm,

rendija de excitacién y de emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad

{

%1 valor de la concentraciéon se obtiene mediante su

tabla IV.77.
Tabla IV.77. Recta de calibrado por adi~ién de patrén



Una vez ajustada por minimos cuadrados, se obtiene la

siguiente funcien:
IFR = 89.88 [Be(II)] - 0.36
donde la {Be(ID)] viene dada en pg.L-',
Los resultados obtenidas, asi coma el tratamiento

estadistico, se recogen en la tabla IV.78 y IV.79.

Tabla IV.78. Bstudio de recuperacién.




Tabla IV.79. Estudio estadistico

Se deduce de las tablas anteriores, un porcentaje de

recuperacion aceptable para las condiciones de trabajo

establecidas.

IV,10.1,6,2, Agua del pantano de Quentar
(Granada)

Para comprobar la validez del métodao, también en éste
agua, se ha realizado un estudio de recuperacién. Para ello, a
500 mL de muestra de agua, se afladen las concentraciones de
agentes enmascarantes adecuadas y distintas cantidades de Be(ID
de concentracisn comocida (0.20, 0.40 y 0.60 pg.l"') y operando
segun el método descrito para el volumen de 500 mL, se mide la
intensidad de fluorescencia a 525 nm, excitando a 457 nm, con
una anchura en las rendijas de excitacién de 25 nm, factar de

sensibilidad de 0.25 ¥ temperatura de 20°C.
Las valores de intensidad de fluorescencia referidos a

la recta de adicién de patrén (de mayor coeficiente de
porcentajes de

correlacién), nOS permite determinar los

recuperacion para cada concentracion de berilioc afladida.




La ecuacién de la recta de calibrado por adici

‘ 6n de
patrén, se indica en la tabla IV.80 Y se ha obtenido en las

mismas condicicnes operatarias.

Tabla IV.80. Recta de calibrado por adiciéon de patrén

Una vez ajustada por minimos cuadrados, la funcién es

la siguiente:

[FR = 74.64 [Be(ID] - 1.71

donde la [Be(ID)] viene dada en ug.L7'.

Los resultados obtenidos asi como el tratamiento

estadistico de los mismos, se reflejan en la tabla IV.81 y IV.82.




Tabla IV.8'. Estudio de recuperacién

Tabla IV.82. Estudio estadistico

los purcentajes de recuperacisén

g establecidas.

Segin puede gbservarse,

son aceptables para las condiciones de trabaj
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IV,10.1.6.4, Agua urbana (Granada)

Para este estudio se toman 500 mlL de agua de grifo

tratada y se transfieren a frascos de polietileno, se trata de la
forma indicada, y se afladen diferentes cantidades de Be(ID) de
conco~iracién comocida (0.10, 030 y 050 pgl™') y operando
segun el meétodo operatorio propuesto, se mide la intensidad de
fluorescencia a 525 nm, excitando a 457 nm, con una anchura de
rendijas de 2.5 nm, factor de sensibilidad de 0.25 y temperatura
de 20°C.

A partir de los valores de intensidad de fluarescencia
obtenidos, se refieren a la recta de calibrado, cuyos datos

aparecen en la tabla IV.83.

Tabla IV.B3. Recta de calibrado

Una vez ajustada por minimos cuadrados viene dada por

la siguiente ecuacion:

IFR = 122.37 [Be(ID1 + 0.06 T = 0.999
donde la (Be(ID)] viene dada en pg.L™'.




Los resultados obtenidos asi como el tratamiento

estadistico se resumen en la tabla IV.84 y IV.85,

Tabla IV.84. Estudio de recuperacién.

Tabla IV.85. Estudio estadistico

Ot %recuperado




Segun indican los resultados obtenidos, el porcentaje

de recuperacién es aceptable en las condiciones de trabajo

establecidas.

En la tabla IV.86, se resumen los resultados cbtenidos

del analisis de las aguas.

Tabla IV.85. Resultados del estudio de recuperacién

Agua mineral

(Ortigosa del

Agua mineral

(Lanjarén)

agua bruta

(Quentar)

* Los datos son la media de tres determinaciones
o
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ESTUDIO DEL SISTEMA

MORINA-Al1(III)>-SEPHADEX SP Cc-25

MEDIANTE ESPECTROFLUORIMETRIA DE

caMBIO IONICO (F.C,I.)




V.1, INTRODUCCION

El analisis de aluminio mediante fluorescencia
molecular ha sido ampliamente estudiado habiendose propuesto ﬁn
gran numero de métodos (27). Uno de los conjuntos de métodos mas
conocidas posiblemente sea el que emplea morina coma reactivo
(49,51). La reaccion de aluminic con morina es la base de un
procedimiento sensible y relativamente selectivo para el analisis
a=l primero, pero presenta varios inconvenientes en la practica.
Los mas importantes son: a) altos valores de blancas de reactivo,
b) interferencia de varias especies comunes y c) dependencia de

la sefial analitica con la temperatura (193).

Por otra parte, considerando que el aluminio produce
efectos toxicos importantes como la encefalopatia aluminica
(enfermedad neurolégica progresiva y muy frecuentemente fatal),
ec evidente la necesidad de disponer de métodos de analisis de
trazas de este elemento, que hagan posible su control en agua, en

disoluciones de dialisis y en suero.

En este capitulo, abordamos el problema de la mejora

de métodos para anslisis de aluminio basados en el empleo de la

morina mediante la técnica de Fluorimetria de Cambio Iénico, la

cual combina la medida de la fluorescencia difusa transmitida de

la resina donde se ha preconcentrada el analito, a partir de una

disolucién muy diluida, y en forma de quelato fluorescente.




Estudiamos en primer lugar la fijacién del complejo

morina-aluminio en una resina de cambio catiénico
[
técnica,

nediante esta
siendo el método que a continuacién se propone un

perfeccionamiento del empleado en disolucién. Mediante el empleo

de esta técnica logramos mayar sensibilidad, menores limites de

deteccion y m&s bajos niveles de interferencia que en disolucién.

El método propuesto se ha aplicado a la determinacisn
de aluminio en aguas naturales. Su importancia es decisiva si se
tiene en cuenta los efectos nocivos que provoca en el organismo
la ingestion de este metal en cualquiera de sus sales, presente
en las aguas.

Por otra parte, en enfermos dializados se ha observado
el cuadro de encefalopatia dialitica (194), descrita casi
exclusivamente en pacientes en diAlisis periédica aunque tambien
se han descrito algunos casos antes de entrar en didlisis. Los
sintomas iniciales incluyen pequefios cambios en la personalidad,
disminucién de la memoria reciente y, sobre todo, trastornos del
habla. Con la progresién de la enfermedad se presenta una
conducta psicética con alucinaciones y ensimismamiento,
conduciendo a un deterioro intelectual con demencia global. El
cerebro de astos pacientes contiene hasta 11 veces més aluminio
que los valores normales, habiendoce implicado fuertemente la
toxicidad del aluminio ccma causa de éste sindrome.

Probablemente el sindrome de demencia de dialisis que
se presenta en la actualidad en pacientes que nunca han recibido
altas cantidades de aluminio a través de bafios de dialisis,
procede de la ingesta oral, durante largo tiempo, de grandes
cantidades de hidréxida de aluminio empleado coma quelante de

los fosfatos ingeridos en la dieta. En la mayoria de ''s casos,

la evolucién natural de la enferemedad progresa a la muerte en

unos 6-9 meses. Se ha observado mejoria de esta encefalopatia

ta de hidréxido 4e alv iinio,

quelante del aluminio ¥

dialitica con supresién de la inges

con el empleo de la desferroxiamina como

con el trasplante renal.




El electroencefalograma es de ayuda diagnéstica, pero

es evidente 1la utilidad de una determinacién precisa de 1los

niveles de aluminio y su posible incremento en. suero, orina y
liquidc cefalorraquideo.

Tambien se ha demostrado que se absarbe algo de
aluminio durante el tratamiento con antidcidos contenjendo
aluminio (195). Es el caso del sulfato de sucrosa, que se
comercializa como un agente protector de la mucose en el

tratamiento de la ulcera gastrica y duodenal.

Se ha estudiado la incidencia de encefalitis dialitica
en el ceste de Escocia (196) donde la concentracién de aluminio .
en el agua suministrada estd incrementada debido a la adicién de
sulfato de aluminio. Se ha comprobado que los pacientes cun'
encefalitis dialitica contienen un nivel de aluminio elevado en el
suero, y se ha encontrado una relacion entre la concentracién de
aluminio en el suero y la concentraciéon de aluminio en el agua
suministrada. Se concluye que el sindrome es debido a la
intoxicacién por aluminio, siendo la principal fuente la presencia
de éste metal en el agua a partir de la cual se prepara el fluido

de dialisis.

Hoy dia la toxicidad del Al em enfermos de rifion es un

problema reconocido a nivel mundial, ya que puede originar
importantes transtornos biolégicos  (demencia, osteomalacia

fracturante y  anemias microciticas), en muchos casos

irreversibles (197).

Considerando los efectos toxicos secundarios del

aluminio y el desconocimiento de su metabolismo, es evidente la

necesidad de disponer de métodos de analisis de trazas de este

elemento, que hagan posible su control en agua, en disoluciones

de dialisis y en suerc a fin de evitar cualquier posible riesgo

s enfermos de rifion dializados. Ademés es preciso estudiar

en lo

el posible mecanismo de accién y toxicidad del alominio para lo
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cual es imprescindible igualmente 4
alta sensibilidad.

isponer ue tales métodos de

La determinacién de Al en agua o suero se ha venido
realizando principalmente por - Absorcién atémica con Horao de
Grafito, especialmente para anaiisis rutinarios. Sin embargn, las
resultados obtenidos y el considerable namero de trabajos al
respecto que se han publicadd y siguen apareciendo demuestra la

dificultad de estos anaAlisis, derivadas fundamentalmenie de

problemas de reproducﬂ)ilidad‘ por contaminantes, pipeteoc manual,

pérdidas de Al en la etapas previas a la atomizaciénm, etc. Esta
situacion ha propiciado la investigacién de técnicas mas
selectivas tales como la Espectrometria Atéomica de Emisién por

Plasma (ICP-AES) para tales determimaciones.

Las caracteristicas analiticas de este complejo han
permitido que este reactivo haya sido empleado por varios
autores para la determinacién espectrofluorimétrica de AI(IID en
disolucién (72-74,127,162,198,199). En la Tabla V.l, se resumen

las caracteristicas de algunos de éstos métodos.




Tabla V.1.

Caracteristicas de algunos métodos en disolucién.

VARIABLES AUTORES

SN, Escrichet/27) F.K, Hernandez(34)  F.¥ill(34) LA Saarlc1%8)

-------------- szazzzzsssssssszzzsssszassssssssssssssssazsssssszsssssssssszszssssssss

pH 3.1-3.8 3.3 320,3 4.8

Tampén AcH/AcNa HCL/KCL AcH AcH/AcNa

hexc (nE) 430 418 e 20

Aea (nR) 495 495 528 188

Interferencias Si0s®" Pb?* In** Be?*,2n** Pb?*, GG, LW
Fe?* Cu** F- P F Be** Co?* (v

Linite de

deteccidnipph) ; 0.1 0,25 27

Técnica

eapleada adicién de extraccion inmovilizado

agente surfactante sobre celulosa




V.2, EXPERIMENTAL

Reactivos

1

Gel de cambioc catiénico Sephadex SP 6_25' en ciclo

Disolucién patrén de AL(IID de 0.1 g.L”', preparada
a partir de Al1(¥0-)..9Hz0, en HNO« 65x107% K y contrastada

acisn con EDTA, usando naranja de xilenol como

indicador. Se ccaserva en un frasca de poiietileno.
Tod=s las demss disoluciones de AWlUIID se

iiariamente, a partir de ésta por dilucién con agua

i
4
m
® o
J I¥1]
¥

o
harl
(o

- Disolucién de morina (2',3,4'5,7-peutahidroxiflavona)

al 0.02% en etanol del 99.5%. La morina empleada fué purificada

por el procedimiento descrito en el capitulo IIL
Las demas disoluciones de morina se prepararon a

partir de ésta por dilucién en etanol del 99.5%, siende necesario

prepararlas ¢iar iamente.

- Disoluciones reguladoras de acido acético y acetato

valores de pH, preparadas a partir de una
(6.804 g en 500 mL de agua
btencion

s6dico de diversos

disolucien de CH=COONa O©.1M

bidestilada) y la cantidad de CH:COOH necesaria para la o

del pH deseado.




- Disoluciones reguladoras de hidrégenc ftalato
potasico y acido clorhidrico ¢ hidréxide sédica de diversas

valores de pH, preparadas a partir de una disolucisén de hidrégeno
ftalato

potasico 0.1¥ (10.21 g en 500 mlL de agua bidestilada) y

la cantidad de ClH ¢ NaOH necesaria hasta obtener el pH deseado.

- Disoluciones reguladoras de Acido cloroacétice y
cloroacetato sodico de diversos valares de pH, a partir de una
disolucién 0.1M de acido cloroacético (4.72 g en 500 mL de agua

bidestilada) y la cantidad de NaOH necesaria para conseguir el pH
deseado.

- Disolucién de iones de 1 gL' en ién, preparadas

por disolucién de las sales que se indican cn la tabla V.2.

Tabla V.2.

Fa.COx. 10H=0

Fa=POa. 12H:O
Ca(lD Ca (NOz)=. 4H=0
Mg (1D Mg (§0=) =, 6H=0
Fe(IID Fe (¥Os)a. 9Hz0
Cu(ID CuClz. 2H=0

Todos los reactlvos empleados son de calidad reactivo

unos y Suprapuros cuando fué necesaria.




V.3. GEOMETRIA DEL SISTEMA DE MEDIDA

Estudio del angulo de incidencia de
la radiacién

Analogamente a lo estudiado en el capitulo anterior se
situé el sistema de tal forma que el plano de la cubeta
coincidiese con la direccién de la ventana de medida (@). A
continvacién se  registraron los espectros de emision
incrementando éste angulo de 5° en 5° en el sentido de las agujas
del relaj, hasta realizar un giro completo de 360°.

El estudic se repitié para los distintos valores de la

rendija de excitacion.

La muestra se prepars diluyendo 4 mL de disolucién
ALUID de 0.1 mg.L~' en un matraz aforado de 500 nlL y enrasando
con agua bidestilada. A continuacién, se transvasé la disolucién a
un frasco de polietileno de 1 L de capacidad y se adicionaron 2
ml, de disolucién etanélica de morina 6.2x10°2%, 10 mnL de

disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico de pH =

5.00, tampén empleado en disolucién (46) y zona de pH optima

segun se deduce del estudio cualitativo previo y 100 mg de resina

SP C-25.
Tras agitar durante 15 minutos, filtrar y llenar la

cubeta se procedié a la medida de la intensidad de fluorescencia

en las diferentes pcsiciones.

_as condiciones operatorias par
= 426 nm, lem = 496 DO

a la medida de su

inteasidad de fluorescencia fueron Nasce
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rendija de excitacién 2.5; 5; 10 y 15 nm, rendija de emision

2.5nm, factor de sensibilidad 0.5 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V.3 y

se han representado graficamente en las figuras V.1, V2, V3 y
V4.

Tabla V.3. Influencia del angulo
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50 100 150 200 250 300 860
Angulo (©)

1. Influencia del &ngulo. Rendija de excitacién 2.5 nm

/
¥

0.0

s0 100 150 200 250 800 350
Angulo (9)

Figura V.2. Influencia del Angulo. Rendija de excitacién 5 nm
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S0 100 150 200 250 300 350
Angulo ()

Figura V.3. Iafluencia del Angulo. Rendija de excitacién 10 nm

40.0

so 100 150 200 250 800 350
Angulo (e)

i6n 15 om

Figura V.4. {nfluencia del Angulo. Rendija de excitac

-367-




La observacior de las anteriores figuras nos

permite
comprobar;:

1) La existencia de cuatra posiciones de la cubeta

perfectamente definidas correspondientes a 8, =
45°; 82 = 135% 85 = 225" y B¢ = 315 donde I
intensidad de emision es maxima.
Los valores de la intensidad de fluorescencia de
los mAximos son iguales dos a dos, coincidienda las
medidas mas altas con las posiciones 6. = 135° y
Ba = 315° en las que la cubeta recibe el haz de
excitacién por una cara y se efectia la medida de
luminiscencia por la otra (luminiccencia difusa
transmitida’.
Cuando la excitacién y medida de la fluorescencia
se realiza en la misma cara de la cubeta, lo que
ocurre para B, = 45" y 82 = 225°, se observa
asimismo dos  maximos de wuenor intensidad
(luminiscencia difusa reflejada).
Los valores con intensidad minima coincide con @
igual a 0°, 90°, 180°, 270" y 360°.

) Al variar las rendijas de excitacién se abserva que
al aumentar ésta, disminuye la intemsidad de

luminiscencia.

Nuevamente se comprueba que es favorable medir la

flucrescencia difusa transmitida.




