EXFERIMENTAL

Reactivos
- Gel Sephadex G-15.

Disolucién patrén de AI(IID) de C©.1 g.L°', preparada
a partir de Al(NO2)=.9H:0, en HNO: 6.5x107* N y contrastada
mediante valoracién con EDTA. "Se conserva en un frasco de
polietileno.

Todas las disoluciones de Al(III) se prepararon a
partir de ésta por dilucién con zgua bidestilada. Se preparan

diariamente para asegurar la estabilidad de la disolucien diluida.

- Disolucién patréon de Be(ID de 0.1 g.L~', a partir de
BeSO..4H.O en HCl0. 6x107°M ¥y contrastada gravimetricamente por
el mét~do del fosfato. Se conserva la disolucién de Be(ID) en un
frasco de polietileno para evitar el intercambio iénico com el
vidrio.

Todas las disoluciones de Be(II) se obtuvieron a
agua bidestilada. Se prepararon

partir de esta por dilucién con

diariamente para asegurar 1a estabilidad de la disolucion diluida.

- Disolucion de morina (2‘.3,4'.‘5,?-pentahidro:{iflavona)

en el Capitulo It], al

purificada por el procedimiento descrito

0.02 % en etancl del 99.5 %.




T mex 1A & e o I g - i 3 1
Las demas disoluciones de morina se prepararon a

1ie Aot i1 An g ) K
#sta por dilucién en etanol del 99.5%, siendo necesario

prepararlas diariamente.

Disoluciones reguladoras de acido acético y acetato
lico de diverscs valores de pH, preparadas a partir de una
disolucién de CH«COONa 0.1 X (6.804 g en 500 mL de agua
bidestilada) y la cantidad de CH.COOH necesaria para la obtencién
del pH deseadao,

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

por disolucién de las sales que se indican en la tabla VI.1.

Tabla VI.1.

Na=50a

FaCl

NaF

Na.COws. 10Hz0
P04" Na:POa. 12H:0
Ca(lD Ca (NO=) =. 4H:0
Mg (1D Mg (§O=) =. 6H0
Fe(IID Fe (NO=2) =. 9H.0

CuClz.2H=0

C d ctivo
Todos los reactivoe empleados son de calidad reacti

ynos y Suprapuio otros.




el estudio cualitativo sobre la fijacién de los
complejos de Be(II) y Al{IID con

morina en diversos saoportes

solidos (Capitulo I), se comprobé gque ambos complejos deben

poseer carga diferente, pues ambos se fijan en cambiadores de
iones de diferente carga (Al-morina en catiénicos y Be-morina en
aniénicos). Esto es, no hay condiciones, atn modificando el pH, en
simultaneamente ambos complejos, pues si uno lo
otro es excluidao.

ésta razonm, se intenté la fijacién por adsorcién en
una matriz sélida sin carga electrica neta. En razon del caracter
relativamente hidréfilo de la molecula de morina, se eligis como

soparte un
adecuado para la fijacién conjunta de ambos complejos en medio

acido debil.




CARACTERISTICAS ESPECTRALES

estudio fué encaminado a resolver la mezcla de
aluminic y ©berilic mediante la formacion de sus complejos
correspondientes con morina y empleando la fluarescencia
sincronica derivada. Para ello establecimos en primer lugar las
condiciones mas adecuadas para que se formaran y fijaran aabos

conplejos simultaneamente.

Espectros de fluorescencia total de
los complejos Al(III)-morina,
Be(II)-morina y la mezcla de ambos,

en fase Sephadex G-15

Como ya se ha indicado en el cauwisulo III, se dispaone
de una comunicacién establecida entre el espectrofluarimetra y un
ordenador, un programa de recogida y tratamiento de datos
(FLUQPACK)> vy un programa de representacién tridimensional
(GOLDEN SOFTVAK ;. permiten la obtencién de los espectros de

luminiscencia .otales de los sistemas indicados.

i s es : d
Se registraron, en primer lugar, los espectras ce

e

flugrescencia total del complejo al(IID)-morina en el soporte

i ole jo B ) ina y por ultimo, el
Sephadex elegido, la del complejo Be(ID-morina y P :

de una mezcla de ambos.




TN o e i 1 = '
rara la obtencisd n de

los espectros de _exCitacion y
emision del sistema marina-Al (JID en fagse solida, se prepars un
en el que se introdu‘eron 15 nmlL de
0.1 mgl' y sz enrasé con agua
transvasé a una botella de polietileuo y se
mL de disolucién etanélica de marina 6.2x10 "% v a

continuacién 10 al de disolucién reguladora de acida acético/

acetato sédica (0.1¥) de pH = 6 y 100 mg de Sephadex G-15, tal y

como se concluye del estudio cualitativo previo (pag ).

Analogamente se preparé un blance, introduciendo 500 mL
de agua bidestilada en otra botella de polietileno afiadiendose
los mismos volimenes de reactivos indicados anteriormente, Este
blanco es comin en pera los dos complejos y la mezcla de ambos.

Después de una agitacion de 15 minutos, se filtré la
disolucién, se .enaron las cubetas y se procedié a registrar los
espectros en las sigulentes condiciones: intervalo de emisién
entre 485 y 585 nm; intervalo de excitacion entre 360 y 460 nm
variando de 2 en 2 mm para cada barrido de emisién (pues el
programa Flucpack resliza 50 barridos), rendijas de excitacion y
emisién 2.5 nm y factor de sensibilidad 0.1.

obtenidos de la muestra y el blanco se

representaron haciendo uso del programa Golden comentado en el

LUD

Los resultados se muestran en la figura VIS.




Figura VI5. Espectros trimensionales del complejo AL(UIID-

morina-G.15 (A) y del blanco (B)




la obtencion de los espectros de excitacien y
amied A 1a ol B £ 117
emision del sistema morina-Be(ID) en fagse si¢lida

5@ prepard un
matraz aforado de 500 ml

en el que se introdujeron 12.5 mlL de
disolucién ! (II) de ¢ ; :
disolucién de Be(ID) de 0.1 mgl' y <e enrasé con agua
bi estilada.

Se transvasc a una botella de polietileno y se

B a4 aremr P 5 1 1 e o - b e +1 : " P 1
anadleron < mL de disclucién etanélica de morina 02210 7%, 10

mlL de disolucién reguladora de  4cido acético/acetato sodico

(0.1X) de pH = 6 y 100 mg de Sephadex G-15.

Después de una agitacion de 15 minutos, se filtrs la
disolucién, las cubetas y se procedié a registrar los
espectros ¢ las siguientes condiciones: intervalc de emisién
entre 485 y 585 nm; intervalo de excitacién entre 360 y 460 nm
variando dc £ en 2 nm para cada barrido de emisién (pues el
programa Fluopack realiza 50 barridos?, rendijas de excitacién y
emisién 2.5 nm y factor de sensibilidad 0.1.

El espectro obtenido de la muestra se represento

programa Golden y se muestra en la figura VI.6.

Figura V1.6. Espectro trimensional del complejo Be(II)-morina-

G.15
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los espectros de excitacisn 4
Bmisien le complejos de ALCIID) y-Bedl) en fase
solida, se prepare un matraz aforado

introdujeron 15 L de disoluciétn de

12.5 mlL de disolucion de Be(ID de 0.1

agua bidestilada,

=y

e transvasé a una botella de pmliet'ilenu y se
afiadieron Z mL de disolucién etanslica de morina 6.2x10-= %,
10 mL de disolucién reguladora de 4Acido acético/acetato sodico
(0.1X) de pH = 6 y 100 mg de Sephadex G-15.

Después de una agitacién de 15 minutos, se filtré la

1

32 llenaron las cubetas y se pracedio a registrar las

espectros en las siguientes condiciones: intervalo de emisién

entre 485 y 585 nm; intervalo de excitacién entre 360 y 460 nm

variando de 2 en 2 nm para cada barrido de emisién (pues el

programa Fluopack realiza 50 barridos), rendijas de excitacién y
factor de sensibilidad 0.1,

espectro obtenido de la mezcla se representd

el programa Golden. El resultado se muestra emn la
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Figura VL.7. Espectro trimensional ce la mezcla
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Espectros diferencia

Lon aobjeto de obtener el espectro de luminiscencia
lel sistema, se rests el espectro del blanco comun a todos

al del sistema en cada caso Yy el espectro resultante se

representa con distintas vistas (figuras VI.8-VI.13) por rotaciém

alrededor del sje Z.

45°

gw

¥ las
A1(IID-morina-G.15 visto segun diferentes angu
de rotacién alrededor del eje z.




de luminiscencia total del complejo
tes Angulos

Figura VI.9. Espectro
Al (IID-morina-G.15 visto segin diferen

de ratacion alrededor del eje Z.




de luminiscencia total del complejo

Figvra VL.10. Espectro
Be(ID-morina-G.15 visto segin diferentes angulos

de rotacién alrededor del eje Z.

-553-




luminiscencia total del complejo
G.15 visto segin diferentes angulos

Figura VI.11. Espectro de
Be(II)-morina-
de rotacion alrededor del eje Z.

-554-




Figura VI.12. Espectro de luminiscencia total de la mezcla de
complejos visto segin diferentes éngulos de

rotacién alrededor del eje Z.

~555-
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Figura VI.13. Espectro de luminiscencia total de la
complejos visto segin diferentes &ngulos de

rotacién alrededor del eje Z.
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Curvas de nivel

Un segundo método para representar los espectros de

luminiscencia total es en forma de curvas de nivel o topogramas.

En la figura VI.14 se representa el topograma del blanco, comin a
todos ellos. En la figura VI.15, se representan los topogramas
del espectro diferencia (el del sistema restado del blanca) del
sistema morina-Al(IID-G.15 y morina-Be(ID-G.15. En la figura
VI.16, se representa el topograma del espectro diferencia de 1la
mezcla. Como ya se ha indicado los dos ejes normales representan
las longitudes de onda de excitaciéon y de emisién mientras que
las intensicades se expresan con una serie de curvas de nivel.
Este sistema permite determinar el méaximo del sistema
con gran precisién y calcular en primera aproximacién el

intervalo de longitud de onda (A)) éptimo para la obtencién de

538 585

380
48%

Figura VI.14. Topograma del blanco

=057~
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diferencia de los sistemas G.15-

Figura VI.15. Topogramas
morina-Be(II) (A) ¥y G.15-A1(IID)-morina B)
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Figura VI.16. Topograma diferencia de la mezcla.

Camo puede observarse en las figuras Vi.15 y VIL.16, el
sistema Al(IID)-morina-G.15 presenta un maximo de emisién a 500
nm y un maximo a una longitud de onda de excitaclién de 430 nm.

El sistema Be(II)-morina presenta un maximo de emisién a 519 un

y un maximc a una longitud de onda de excitacién de 441 nm y la

mezcla de ambos a 520 nm y 440 nm, respectivamente.




v
Hn

En las curvas de nivel representadas en la figura

S¢ observa la zona duonde fluarece el sistema Be-morina-G.15

Al-morina-G.15 (s= Yy la mezcla de ambos (+44), en eclla

puede seleccionarse el aA), en primera aproximjacién, mediante

una linea que forme 45° con la horizontal pasando por los

espectros maximos y evitando en 1o posible las zonas de
solapamienta.

El incremento de de longitud de onda optimo para la

las espectros sincrénicos es de hewm = have = 485 -

Figura VI.1T.
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; Espectros bidimensionales en fase
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muestran en las figuras VI.18, VI.19 y VI.20
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Figura VI.i8. Espectros de excitacién y emisiéon del sistema

G.15-morina-Al(IID
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Figura VI.19. Espectros de excitacién y emisiéon del sistema

G.15-morina-Be(II).




400 450 500 550
(nm)

Figura V1.20. Espectros de excitacién y emision de la mezcla




Lomo se ha indicado anteriormente, el complejo de

A

1 TTTY R = e :
Aliill) presenta una longitud de onda de excitacion de 430 nm y

A
ae

emision de 506 nm, y el complejo de Be(ID) posee una longitud
de onda excitacion de 441 y de isién de 519 nm. Estas
diferencias en las longitudes de onda de excitacién y emisioén
maximas entre ambos complejos son obviamente insuficientes para
permitir la resclucién de una mezcla mediante fluorescencia
convencional, puesto que el solapamiento entrz ambos espectros es
acusaic. Sin embargo, el que haya una separacion de 11 nm en
excitaciéon y de 13 nm en los espectros de

hizo pensar inicialmente en que podria ser suficiente

gy

termi

nar ambos iones por fluorescencia sincrémnica

derivada.




ELECCION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS

DE FORMACION DE LOS COMPLEJOS

FIJADNS EN FASE RESINA




INFLUENCIA DE LA ACIDEZ

(=

para cadz
Al(IIi, de

11s01ucCiol

ie]

blancos COrresp

qua fueron saometid

jorescenc




telones operatorias para su medida en la serie

441 nm, Xew = 510 nm, rendija de

nm, Iactor de sensibilidad 0.1 y

obtenidos para cada serie se reflejan

graficamente en

(=

¥y se han representadao

Tabla VI.1. Influencia del ri cobre el sistema Al{ID)-morina-G.15%

Tabla V1.2. Influencia del pH sobre el sistema Be(II)-morina-G.15




Influencia del pH sobre ambos sistemas. (@)

sistema AlUID-morina-G.15; (+) sistema Be(ID-

morina-G.15

tmdancidad
intensiaad

ya que est




la adicién

tico/acetato sédico




INFLUENCIA DE LA TEMFERATURA

15 mL de disoclucien

idestilada hasta 500 mL.

T
g ua
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de capacidad ¥y

durante un tiempo de

Zlon

e filtro la  disolucisn,

o

-ubeta de medida y se procedil a

intensidad de fluorescencia.
-ondiciones operatorias para su medida en las
derw = 519 nm, rendija de

441 nm, he

nm, factor de ensibilidad 0.1 ¥

1 Fad H+anidns
VI.3 se recogen los resultados obtenldos




Iufluencia de la temperatura sobre la

intensidad de
fhuwwvmmuhldqlnmqﬂ&m Be-morina.

VI.22 pue

' screce cuando la temperatura
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Figura V1.22.
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Influencia de la temperatura sobre la intensidad

de fluorescencia del sistema Be (IID-morina—G.15.

a) calentamiento; b) enfriamiento
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Tabla VI.4.

[nfluencia de la temperatura sobre la intensidad de

fluorescencia sobre el complejo Al-morina,




Figura V7.23.
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Influencia de la temperatura sobre la intemsidad

de fluorescencia del sistema A1IID morina-G.15.

a) calentamiento; h) enfriamiento
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DE LOS COMPLEJOS
SOLIDA

la influencia que el tiempo ejerce

fluorsscencia del sistema Sephaacx G.1%5-
G.15-morina-Al1(III), siguiendg =l

se describe a cantinuacién.
matraces orades de 500 mbL ¥y &6
lisolucien e(II) de 0.1 mgl™' y a
mg.L"', enrasandose
se transfirieron a
se afiadieron 2 mL
10 mL de disolucién

o

pH = 575 y 100 mg

winutos, filtrar y

fluorescencia cada

factor




Tabla V1.5, Estabilidad de) complejo G. morina-Be (1)

L
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Figura Vi.24. Estabilidad del sistema G.15-morina-Be(ID

Tabla VI1.6. Estabilidad del complejo G.15-marina-Al(IID




I B 2 B

40 60 80
Tiempo (min)

El estudio de la estabilidad de estos complejos pone

jap s

de manifiesto que ambos son estables al menos, durante 90

para la realizacién de la medida

minutos, tiempec suficiente

necesaria.




VI.4, 4, INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

DE REACTIVO

Para c¢2terminar la influencia que ejerce la
concentracion de reactivo sobre la formacién y adsorcién. de las
complejos fluorescentes dJe berilic y aluminio con morina en fase
solida, se realizé la sigulente experiencia.

En dos series de matraces aforados de 500 mL se
afiadier 1 a una 15 mL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mglL™' y a
la otra, 15 mlL de disolucién de AL(IID) de 0.1 mg.L™' y se emrasé
con agua bidestilada ambas series hasta el volumen indicado.

Estas discgluciones se transfirieron a sus
orrespondientes frascos de polietileno de 1 L de capacidad y se
les afiadieron las cantidades de etanol del 995 % y disolucién

etanélica de morina del 6.2x10°* %, de la forma en (ue se

especifica a coptinuacién (tabla VI.7), al objeto de mantener

constante el porcentaje etanslico del media.




Tabla V1.7,

A continuacién, se afladieron a cada uno de los frascos,
de disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico de
pH = 5.75 y 100 mg de Sephadex G-15. Los blancos correspondien-
tes, que contienen los mismos reactivos salvo berilio y aluminio,
respectivomente, y fueron sometidos al mismo tratamiento.
Tras agitar durante un tiempo de 15 minutos, filtrar y
llenar las cubetas, se midic su intensidad de fluoresceacia.
Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia de la carie de Be(il} fueron: lawme =

441 nm, Arem = 9519 nm, rendija de excitacién y emisién 2.5 nm,

factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

Las condiciones operatorias para la medida de la
ia de la serie de Al(IID) fuerom: Aasce =
n 25 nm,

intensidad de fluorescenc

430 nm, hewm = 506 nm, rendija de excitacién y emisio

factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.




En las tablas VI8 y VI9 se muestran los resultados
obtenidos en cada estudio y la dependencia de la concentracién

del reactivo con la diferencia de intensidad de fluorescencia

entre el problema y el blanco se muestra en la figura VI1.26.

Tabla VIB. Influencia de la concentracién de reactivo sobre el

sistema Be(II)-morina-G.15

{morinalxlOcX SIFR s, BIFR 5

A
.8
B
.0
.9
.4
S
.3
o

[A]




Tabla VI1.9.

Influencia de la concentracién de reactivo sobre el

sistema Al(IID-morina-Sephadex G.15

[morinalx!QsM

Por una parte, en la tabla VI8 y VI9 se aprecia un
incrementc de la intensidad de fluorescencia de los blancos al
aumentar la concentracisn de reactivo hasta que comienza a ser

estable para una conceutracion superior a 107% M (3.4x107°%).

Como vemos la concentracién éptima de morina para
la formacién del complejo Be(il)-morina sobre Sephadex G-15 es

de 1.7x10°* M, esta es, 5.7x107% %, mientras que para la

formacién del complejo Al(IID-morina sobre Sephadex G-19 la

concentraciéon éptima de morina es de 7.0x10°7 ¥ (2.4x10°% %).




Para la determinacié
e terminacion conjunta de ambos o
sonsideramos la suma de las o s complejos
e . as concentraciones necesarias para |
A 3 . s a
cada complejo aisladamente. Por ello 2.4x10°% X
allo 2 .43 .
Sl se

considera que es |
25 la concentracion opti
; optima de morin
a y sera la que

se F=¥a . i 3
&e usa en los estudios posteriores

I I I
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[Morina]x10™M

Figura VI1.26. Influencia de la concentracién de reactivo sobre

la intensidad de fluorescencia del sistema Be(ID)-
morina-G.15 () Yy AL(ID-morina-G.15 x?




VI . 4,5, INFLUENCIA DEL TIEMPO DE
AGITACION

Se ha determinado 1la influencia del tiempc de
agitacion necesario para la fijacién de 1los complejos
fluorescentes de aluminio y berilio con morina en fase sélida.

Para ello se prepararon dos series de matraces de 500
mlL y se adicioné a una de ellas 15 ml de disolucién de Be(ID) de
0.1 mg.L-' y a otra 15 mL de disolucién de AL(IID) de 0.1 mg.L™'
y se enrasé con agua bidestilada ambas series.

Se transvasaron las disoluciones a frasros de
polietilena y se afladieron 7 mlL de disolucién etanclica de
morina 6.2x10°® %, 10 mL de disolucién reguladora de acido
acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 mg de Sephadex G-15.

El procedimiento seguido fué el siguiente: se agité com
periodos de tiempo crecientes, se filtré, se llenaron las cubetas
y se midié su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de flugrescencia de la serie de berilic fueron: lesc =
441 nm, daw = 519 nm, rendija de excitacien y emisién 2.5 nm,
factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia de la serie de aluminio fueron: Aansic

= 430 nm, hew = 506 nm, rendija de excitacién ¥ emizién 2.5 nm,

factar de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.
Los resultados obtenidos se recogen en la tabla VI.10,

gue se han representado graficamente en la figura VI.27.




T ! '
abla VI.10. Influencia del tiempo de agitacién

I 1
10 20 30
tiempo (mii:)

Influencia del tiempo de agitacién. (@) sistema

Figura VI.27.
(® sistema Al(11D-morina-G.15

Be (11)-morina-G.15;




Los resultados {(figura nos seflalan que es
adecuado un tiempo de agitac’on de 15 minutcs para la formacién

y fijacion de los complejos en estudio, ya que =i fuera superiar

la sefial correspondiente a la especie Be-morina podria disminuir.




RESUMEN DE LA DETERMINACION DE
LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA

LA FORMACION Y FIJACION DE LOS
COMFLEJOS

En el estudio de la formacion y fijacién conjunta de

los quelatos fluorescentes que forma la morina con el BedD y

Al(III) en fase resina se ha escogido, en primer lugar, el soparte
adecuadc en el cual los complejos muestran fluorescencia em ia
misma zona de pH, resultando ser el adsorbente Sephadex G-15.

En segundo lugar, una vez elegidas las longitudes de
onda de excitacién y de emisién del sisiema, se han optimizado
aquellas variables que afectan a la intensidad de fluorescencia.
En la siguiente tabla VI.l11 se resumen las condiciones optimas

que se han seleccionado tras su estudic.




Tabla V1.11.

longitud de onda de excitacién (am)

longitud de onda de emisién (nm)
pH

disolucion reguladora

volumen disolucioén reguladora
concentracién de morina
estabilidad

temperatura

tiempo de agitacion del

acido acético/acetato
10 mL
8.1x10°%% (2.4x107 M)
90 minutos
20.0+0.5°C




SELECCION DE LAS CONDICIONES

INSTRUMENTALES OPTIMAS




VI .5, SELECCION DE LAS CONDICIONES NG
TRUMENTALES OPTIM«S

Una vez determinadas 1-5 condiciones mas adecuadas

para la farmacion y fijacién si. .lténea de los complejos de

aluminic y berilio, = ha procedido al estudio de la relacién que

existe entre la intensidad de fluorescencia y las crucentracicnes
de aluminio y Lerilio, al efectuar la primera derivada de los
espectros sincrénicos.

Para ellc se ha procedido al estudioc de las variables
instruazentales que nfluyen sobre los espectros sincrénicos, asi
comu sobre las ¢ “ales derivadas obtenidas.

A cont wacisn se describen las experiencias reaiizadas

y los resultados obtenidos.




.1, OFTIMIZACION DEL INCREMENTO DE
LONGITUD DE ONDA

el espectro sincronico de una muestra, la
la diferencia constante entre las
emision y excitacién es critica debido a

en gran extensién la forma

En nuestro caso en que el objetivo es la determinacién
v aluminio, la seleccion Je ésta diferemcia

(a)) se ha becho en base a los siguilentes

diferencia entre la longitud de

espe-tros sincronicos de ambos

los mas grande posible para facilitar una

la intensidad de fluoresceacia

debe mantenerss lo mas elevada

posible con objeta de no perder demasiada sensibilidad en la

determinacicon.

para seleccionar el valor optimo de ax se registraron

: i L
espectros sincronicos del complejo de aluminio y del complejo

05
ds lic a varias diferencias de longitudes de onda entre &l

i 4
ponocromador de emision ¥ de excitaciéon. A partir de los

complejos de berilio, de aluminio y de la
No

de los

i L =
incrementao de longitua de onda es de 73 nm.




11avua " - $ i
tlevan a cabo dos experiencias encaminadas

determinar c ecis
determinar con precision este valor.

Para ellu en un matraz de 500 mlL se afiaden 15 mlL de

disclucion de AL(IID de 0.1 mg.l ' y agua bidestilada hasta el

enrase. Se transfiere a un frasco de polietileno y se adicionan
7 mL de disolucién etandlica de merina 6.2x10°° %, 10 mL de
lon reguladora de acido acético/acetato sédico de pH =

mg de Sephadex G-15,

Por otra parte, en un matraz de 500 mL se afiaden 15mL
d= disclucien de Be(ID) de 0.1 mg.L'' y agua bidestilada hasta el
enrase. oe transfiere a un frasco de polietilenc y se adicionan
7 ml de disoluci’n etanslica de morina €.2xz10°® %, 10 mL de
disolucién reguladora de acidc acético/acetato sédico de pH =

de Sephadex G-15.
muestras se someten a una agitacién de 15
minutos tras la cual se filtran y se procede al registro de los
espectros sincrénicos variando el incremento de longitud de ornda
entre 65 v 90 nm, de 5 en 5 nm.
correspondisntes  espectros sincrénicaos  se
las siguientes condiciones: velocidad de barrido
de oscala 0.1, factor de respuesta 3,

de excitacién y emision de 2.5 nm, barridc sincrénico

En la tabla VI.1Z2 se refleja la diferencia entre la

longitud de onda del maximo del espectro sincrémico del complejo
- b LUl =

: . e
de beriiio y la del complejo de aluminio, frente a Ah Qaw=Aesc!

‘ i g 28
v se representa eu ia figura VI.28.




Tabla VI.12 zacia
- Optimizacién dei incremento de longitud de onda

=
=
E
3
£

A 1 1 1

70 75 80 85

Ad

Influencia de A en la diferencia entre las

iongitudes de onda de
{cos de los complejos.

Figura vI.28.
los wmaximos de los

espectraos sincrén




De la observacién de 1ia figura VI.23, se cancluye que

existe una zona donde la separacioen entre

los maximos de los
complejos  es maxima v aproximadamente constante
carresponde a

Yy Qque
un incremento l¢ longitud de onda comprendido en
el iutervalo de 70-75 nm.

En la tabla VI.13 se indica la intensidad de
fluorescencia emitida por ambos complejos en el maximo del
especiro sincronico, en funcion del incremento de la longitud de

onda (A)) y se representa en la figura V1.29.

Tabla VI.13. Influencia de AN sobre la intensidad de
fluorescen~ia de los espectros sincrénmicos de los

complejos.




L 1 m

65 70 ‘75

Ad

Figura VI.29. Influencia de A\ sobre la intonsidad de
fluorescencia de los maximos de los espectros
sincrénicos. (= sistema Be(ID)-morina-G.15;
(+) sistema Al(IID-morina-G.15.

Se deduce de acuerdo con las antericres figuras VI.23

y VI1.24, que para lograr una mayor diferencia entre los maximos

de los e.pecirds sincronicos y mantenerse lo mayor posible la

sefial de fluorescencia de cada uno de los complejos, el

1 $ - k| +
incremento de longitud de onda optimo es de 75 nm, nuevamente.




ELECCION DEL FACTOR DE FIL-
TRADD EN LA OBTENCION DE LOS

ESPECTROS SINCRONICOS DERIVA-
DOsS

Una vez establecida la diferencia optima entre las
longitudes de onda de emisién y excitaciéon para registrar el
espectro sincronico, se ha procedido al estudio de la influencia
del factor de filtrado en la obtencion de los espectros
sincrénicos derivados.

Matematicamente pue': demostrarse (217,218) que la
relacion entre la sefial analitica y el ruido se hace mas pequefia
a medida que se aumenta el orden de derivaciém. Par ello, para
usar como técnica de trabajo la derivacion, es mnecesario
introducir un filtrado de la seflal para controlar el incremento
en el ruido, que es un resultado inevitable con la diferenciacion
de un espectro.

En el proceso de filtredo se hace una convolucién de
la serie de datos con una funcién de filtrado consistente en una
serie de coeficientes "proporcionales”. Cada punto de la serie de
datos filtrados es una combinacién lineal de un grupo de puntos

adyacentes de la serie de datos sin filtrar, multiplicando cada

ung por un coeficiente proporcional.

En el programa utilizado, se aplica el wmétodo de

—
iaci SE ' nrocedimiento de
filtrado y diferenclacicn de datos basado en el procedimi

plificados de Savitky y Golay (216,220). Los

rse son 5, 10, 15, 20 y 253,

minimos cuad: ades sin

factores de filtrado que pueden 1sa




ajustan cada puntoc a un polinomic cuadratico o ctbico a

sucesivas ventanas de datos que se utilizan para

el mejor punto central.

A medida que aumentamos el factor de filtrado, el

proceso de filtracién es mas efectivo, a costa de perder

resolucisn.

Caon objeto de observar la influencia del factor de
filtrado en los espectros sincréonicos derivados, se registré la
primera derivada del espectro sincrénico (Ax = 75 nm) de uma
muestra que contenia 15 ml de disolucién de Al(IID de 0.1 mglL™!'
en 500 mL de agua bidestilada. A continuacién se le afiaden 7 mlL
de disolucién etanélica de morina 6.2x10°™ %, 10 mL de disolucien
reguladora de &cido acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 mg

G.15. Se agita la muestira durante 15 minutos y se

A continuacién se registra el espectro sincrémica en

condiciones: velocidad de barridc 120 nm.min™',

factor de escala 0.1, factor de respuesta 3, rendijas de

excitacion y emisién de 2.5 nm, barrido sincrénico de 350 a
50 nm, incremento de longitud de onda 75 nm.

Se realiza la primera derivada del espectro sincrénico

obtenido para diversos valores del factor de filtrado y se

1 Q5

representa en las figuras v1.30, VI.31 y Vi.ce.




i

400/475 500/575

(am)

/'\.BXI:/ Aem

400/475 500/575
(am)

Aexc/\em

Influencia del factor de filtrado en la primera

Figura VI.30.
derivada de los espectros sincronicos




400/475 560/575

(om)

Aexc/ Jem

400/475 500/575
(nm)

Aexc/ Aem

Influencia del factor de filtrado en la primera

derivada de los es

Figura VI.31.
pectros sincronicns

604




1

500/575

400/475

(nm)

Aexc/Aem

Figura V1.32. Influencia del factor de filtrado em la primera

derivada de los espectros sincronicos

En las figuras anteriores puede observarse que la

sefial obtenida al realizar la primera derivada esta practicamente

exenta de ruido cuando el factor de filtrado es superior a 15,

por lo que éste valor es el que se elige.




V1.5,3, ELECCION DE LaS LONGITUDES DE
ONDA ANALITICAS

Para la eleccién de las longitudes de onda analiticas

se han registrado 10s espectros sincrénicos de los conplejos de

berilio y aluminio en fase sélida asi como el de la mezcla en las

condiciones consideradas éptimas.

a ello se han tomado tres matraces de 500 mL a los
han afladido respectivamente 15 mL de disolucién de AI(IID)
de 0.1 mgL', 15 mL de disclucién de Be(ll) de 0.1 mgl ' ¥y
15 mlL de ambas disocluciones, y agua bidestilada hasta el enrase.

Las discluciones se transfieren a los correspondientes
frascos de polietilenc de 1 L de capacidad y se afiade a cada umo
de ellos 7 mL de disolucién etanélica de morina al 6.2x10°° %,
10 mL de disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico de
pi = 5.75 y 100 mg de Sephadex G-15.

Se agitan durante 15 minutos, se filtran las

ze llena la cubeta de medida.
correspondientes espectros sincrenicos se
registran en las siguientes condiciones: velocidad de barrido 120
nm.min~ ', factor de escala 0.1, factor de respuesta 3, rendijas de
excitacién y emision de 2.5 nm, barridc sincrénico de 350 a

: e
nm. incremento de longitud de onda 72 nm.

RaTas
> LI
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460/475
(nm)

Aexc/ Aem

rénicos de los complejos de berilio

Espectros sinc
la mezcla de

de aluminio (curva b) y de

vez restadn el blarco.

Figura VI.33.
(curva al,

ambos (curva c) una




Gnsiderable solapamiento de las espectros
Lacrénicos complejos, la determinacion de aluminio y
berilio hallan presentes en la mi-ma solucién,
conllevaria di.icultades consider ables.

L resolucién de la mezcla podria hacerse de forma

convenciona., es decir, midiendo la emisién de fluorescencia taotal

de la mezcla a las dos longitudes de onda de maxime emisién de

cada uno de los complejos y resolviendo el sistema de ecuaciones
Pero el sistema requiere un conocimiento exacto

le cada uno de los . nentes individuales a las

longitudes de onda de medida. Ademas, cuando las espectros estén
muy solapados, como ¢ - €asc gque nos ocupa, las errores

cometidos pueder

studio se pretende la resolucién de la

mezcla de estos dos iones combinando la fluorescencia sincrénica
con técnicas de derivacion,

V1.34, se representan la primera derivada

de los espectros sincronicaos de los complejos de aluminio

(curva a), de berilio (curva b) y de la mezcla de ambos complejos

1wy

va




PRIMERA DERIVADA

400/475 500/575
(nm)

Aexc/ Aem

Figura VI.34. Primera derivada de los espectros sincrénicos
los complejos de aluminio (@),

corregidos de

berilio (b) y la mezcla (c)

sbserva que a causa de la proximidad de los

maximos en los espectros sincronicos de ambas complejos, no seé
consigue la suficiente resalucién p¢ a proporcionar dos picos
> indepenc entes umo de otro al registrar la primeTa

14 ~%intr<
GlgtllLus

P
ae

jerivada




"medida en el

adecuadas con

a las concentraciones de
correspondientes rectas

-
de

medir el valor absaluto del

segunda derivada) a un valor

‘espondliente al punto de corte

stas longitudes de onda, la

de uno de los componentes se

medidas del de la derivada de una
el puntc de corte de uno de los dos

amanta

icamente funcién de la concentracion del otrg
nuestrao caso, las medidas h: y hz en
espectro sincronico de la mezcla (figura
a las concentraciones de berilio
consecusncia, las longitudes de
sefiales, seran las longitudes

a cabo la determinacioén.

analiticas en 1la primera

nm para el berilic y lexc/ham =




ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS

ANALITICAS DEL SISTEMA




RECTAS DE CALIBRADOD

1, Rectas de calibrado de berilio

establecieron tres rectas de calibrado para
idencia entre las seflales analiticas de

partir de medidas (h) de muestras que
crecientes de berilio, en ausencia y en

concentraciones constantes de aluminio,

Recta de calibrado

ausencia de aluminio

una serie de matraces

introdujeron volumenes

crecientes de disolucién e(II) de 0.1 mgl~' comprendidos

entre 25 y 2t =e enrasé con agua bidestilada. Se preparo

asimismo un blanco gque Id contenia berilio y al que se le

afiadieron los reactivos tal y como se describe a continuacién y
que fué sometido al mismo tratamiento.

Las disoluciones se transfirieron a sUS
correspondientes frascos de polietileno y S€ les afiadieron 7 mL
de disoluciéon etandlica de morina 6.2x10* %, 10 nL de disolucién
regu.aaara de acido acético/acetato sédico de pH = 5.75 ¥ 100 mg
de Sephadex G-15.

Se agitaron durante 15 minutos, S€ filtraron las

= X = sigt as
disoluciones, Se llenaron las cubetas y &°© registraron los




as 1€ cada

en la figura VI.35.

por las limitaciones del programa empleadao
en todas las
arezcan 5 espectros)
condiciones operatorias vpara ragistro de
sincronicos  fueron: harrido sincrénico de 350 a

350 nm, incremento de longitud de onda 75 am, velocidad de

1

barrido 120 nm.min ', factor de escala 0.1, factor de respuasta 3,

rendija de excitaciéon y de emisién 2.5 nm y temperatura 20°C.

fueran chi n u isco

magnetico y se res a cada uno s el espectro
correspondiente a la seflal del blanco. Sobre los espectros
sincrénicos corregidos se efectio el célculo de la primera
vn factor de filtrado de 15 puntos y un factor de

obtenidos se representan

la limitacién del




400/475 500/575
(am)

Aexc/Aem

Figura VI.35. Espectros sincrénicos. Recta de calibrado

berilio para 0.9, 2, 3,495 pgl™’




4»60/475
(nm)

Aex/\em

Figura VI.36. Primera derivada de los espectros sincrénicos.

Recta de calibrado de Be (1D’




-artan

nm, corre spandlen

ha tomado como

reunan

P A
Iigura

Tabla VI.14. kecta de calibrado para berilio




1 T I

g & 4
ppb Be(ll)

Figura VI.37. Recta de calibrado para berilio.

La ecuacion carrespondiente a ésta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es:

IFR = 7.88 {Be(IDI1 1 1.65

donde la [Be(ID] viene expresada en ug.L~*
El coeficlente de carrelacion encontrac




La

i'\‘t‘t

presenc

una cantidad

matraces

somprendidos

ALUMINL0

2nraso

Cle

que no

los reactivos tal v

e

etanc

BLikly

nm.mlhi

barrido

il Eartin
=¥ ,1-,11‘-4.‘4‘\.;

d e
rendija

sincronicos

derivada, con um

multiplicacion de 20. 5S¢

ae

cortenia los cationes

Como

calibrado de berilio en

la de 2 pg.L de aluminio

la recta berilio

constante preparo
aforados

se

de

que

crecientes disolucién de

Be (1)

s S poo
entre &l 1189 y

cantidad

AL(IID) de

una

10 de de

disolucion
videstilada. Se prepard asimismo

y al se le afladieron

ue

transfirieraon a sSu

se les afladieron 7 mlL
%, 10 mlL de disolucién
de pH = 5.95 y 100 mg
se filtraron las

15 minutos,

Vv

J

se registraron los

las muestiras, que se
el registro de

350 a

operatorias  para
sincrénico de

75

ron: barrido

onda nm, velocidad de
escala 0.1, factor de respuesta 3,

y temperatura 20°C.

uno de ellos el
los espectros
de

y un factor de

la primera

T .96
1207,

er, la figura V




)
400/4715 500/575
(nm)

Aexc/Aem

Figura V138. L [ .croe sincrénicos. Recta de calibrado de Be(ID

para 0.5, 2, 3, 4 y 5 gL
ug.L-" de A1LCITD)

en presencia de 2




400/475
(nm)

Aexc/ Aem

Primera derivada de los espectros sincronicos.

Figura VI.39.
calibrado de Be(ll) en presencia de

Recta de
2 pg L' de ALUID




lerivada se ha tcmado como -1
valor vertical desde el espectro a
430G/505 nm a lz ea base (h.). Los resultados obtenidos se
reanen representan graficamente en la

tigura

Tabla VI.15. Recta de calibrado de Be(II) en presencia de
2 pg.L7' de ALCIID

dIFR/d)




calibrado de Be(ID) en presencia de

Figura VI.4C. Recta de
2 pgL-' de ALUID

La ecuacion correspondiente a esta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es!

~

IFR = 7.69 [Be(ID] * 1.82

donde la [(Be(ID’1 viene sxpresada en pg.L

El coeficiente de ct

rrelacion encontrado es de 0.997.




ibrado e beril

pg. L7 ' de aluminio

races aitvacos
aran volumenes crecientes de disolucisn
cmprendidos entre 25 y 25 ml y
ion de AlL(II]) de 0.1 mgL ' de
enrasé con agua bidestilada. Se epar¢ asimismo un blanco que
na contenia los cationes y se le afadierop los reactivos
se transiirieron a sSUsS
carrespondi es frascos de polietileno y se les afiadieron 7 mL
de disolucién etanéiica de morina 6.2x10°* %, 10 mL de disolucion

reguladora de &cido acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 mg

rante 15 minutos, se filtraron las

disolucicnes, s lenar las cubetas y se registraron los

cada una de las muestras, que se

operatorias para el registro de

barrido sincrénico de 350 a

de onda 75 nm, velocidad de

barrida 120 pm.min~', factor de escala 0.1, factor de respuesta 3,
rendija de excitacién y emision 25 nm y temperatura 20°C.

espectros fueron archivados en disco y se resto

a cads spectro correspondiente a la seflal del

blanco. Sobre los espectros sincrénicos corregidos se efectin el

calculn de ia primera derivoda, con un factor de filtrado de 15

suntos y un factor de ultiplicacien de 20. LOS espectros

derivados se representan en




e
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400/475

(nm)

Aexc/ Aem

sincrénicos. Recta de calibrado de Be(II)

Figura VI.41. Espectros
para 05, 2, 3, 4 y5 pgl™’

4 pg L~ de AICIID

en presencia de




1 ]
400/475 500/575
(nm)

Aexc/\em

Primera derivada de los espectros sincronicos.

Figura VI1.A2.
Be(I) en presencia de

Recta de calibrado de
4 pugl~' de ALCIID)




los espectros s- cortan a una
445/5320 nm, y corresponde a una

encia de alumin io,

derivada se ha tomado como
vertical desde el espectro
Los resuitados obte

representan

Tabla VI.16. Recta de calibrado de berilio en presencia

4 pg.L' de aluminio




¥ T T

2 5 4
ppb Be(l)

Figura V1.43. Recta de calibrado de Be(ll) en presencia de

4 pg.L~' de ALUID

La ecuacion correspondiente 2 ésta recta de calibrado,
es:

ajustada por minimos cuadrados

IFR = 7.58 [Be(ID]1 + 2.1

Al L

[Be(1I)] viene expresada en pg.L'
carrelacién encontrado es de 0.994.

donde la
s de

El coeficiente




resultados obtenidos se 1 n en la tabla VI.17.

Tabla VI.17. Rectas de calibrado para Be(Il). Primera derivada

de los espectros sincrénicos




Rec calibr
ectas de calibrado He aluminio

se= ot m Vel 1 1
Sblavleclert AS1m 57 = 111
stab ieron as tas de calibrado

comprobar la indepe sefiales analiticas de

Recta de calibrado para aluminio en

ausencia de berilio

En una serie de matraces aforados de 500 mL en los
introdujeron volumenes crecientes de disolucién de AL(IID)
mg.L ' comprendidos entre 25 y 25 nlL y se enrasd con

Se preparé asimismo un blanco que no contenia
se le afladieron los reactivos tal y como se
continuacion y que fué sometido al mismo tratamiento.
Las disoluciones se transfirieron a Sus

de polietileno y se les afiadieron 7 mL
tanélica de morina 6.2x10°7 %, 10 mlL de disolucion

acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 ng

minutos, se filtraron las

se registraron los

crénicos de cada wuna de las muestras, que ce
figura VI.44. (Se indican sclamente 5 espectiros

itaciones del programa de graficos).

lLas condiciones operatorias para el registro de

r 3 e ArAT e ]
aspectros sincrénicos fyeron: barrido sincronico de 350 a

i de onda vel de
nm, imcremento de longitud de onda 75 nm, velocidad

factor de ez~ala 0.1, factor de respuesta 3,

barrido 120 nm.min

itacion 7 i=ién 2.5 nm y temperatura 20°C.
rendija de excitacién 7 emisiol 2,5 nm y tempe

3 - - "—“- — - ‘:—nD
Dichos especiros fueron archivados en disc

3 19 e
cada uno de eilos

~4 1" 1
cincronicos corregidos se efectuo e:
blanco. Sobre los especir® sincronicos COrreg
. factor de fil de 15
alculo de la primera derivada, con un factor ce filtrado
CailCuil e i ae -
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400/475
(nm)

ABXC / Aem

Figura VI.44. Espectros sincronicos. Recta de calibrado de

aluminio para 0.5, 2, 3, 4y5 pgl™?




400/475

(nm)

Aexe/ Aem

Figura VI.A5. Primera derivada de los espectros sincronicos.

Recta de calibrado de ALCIID




Puede cartan a una
de onda de lewe/ham = 430/505 nm, correspondiente al
de corte del espectro derivadc del complejo de aluminio con

el eje de abcisas.

El valor de la primera derivada se ha tomado como el

valor absoluto de la distancia vertical desde el espectro a

445/520 nm a la linea base (h.). Los resultados abtenidos se
reunen en la tabla VI.18 y se representan graficamente en la

figura VI.A46.

Tabla VI.18. Recta de calibrado de A1(IID)




A T T

(4 3 4
ppb Al(I)

Figura VI.46. Recta de calibrado pare AL(IID).

La ecuacién correspondiente st ; e calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es:

IFR = 6.33 [AL(IID] + 157

I

donde la [ALIID] viene expresada en pg.L
elacion encontrado es de

El coeficiente de corr 0.997.




Recta de calibrado de aluminio en

presencia de 2 ug.L ' de berilio
obtencién de la recta de calibrado de aluminio
ilio se preparé una serie de matraces aforadas
se introdujeron volumenes crecientes de
de 0.1 mg.L"' comprendidos entre 25 y
25 mL y una cantidad constante de berilio de 10 mlL de disolucién
de Bedll) de Q. ¥y Se enraso con agua bidestilada. Se
un blanco que no contenia los cationes y al que

se le afladieron los reactivos tal y como se describe.
Las disoluciones se transfirieron a sus
se les afladieron 7 mlL
-ién etandlica de morina 6.2x107% %, 10 mL de disolucién
acido acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 mg

15,

agitaron durante 19 i ge filtraron las
llenaron las cubetas y se registraron los

una de las muestras, que se

operatorias para el registro de

fueron: barrido sincrémico de 350 a

longitud de onda 75 om, velocidad de

barrido 120 ; ' factor de escala 0.1, factor de respuesta 3,
rendija de excitaciecn y emision 2.5 nm y temperatura 20,

Dichos espectros fueron archivados en disco y se resto

ellos el espectrao correspondiente a la sefial del

Sobr s espectraos sincréonicos corregidos se efectuo el

primera derivada, con un factor de filtradu de 19

e

ie iplicacié e 2 representan en la
puntos y un factor ae multiplicacisn de 20. Se rep

figura VI.48.




460/475 :
(nm)

Aexc/ Aem

Figura V1.47. Espectros sincrépicos. Reova de calibrado de

Al(1ID) para 05, 2, 3, 4 y5 pgl7' en presencia
de 2 pgL~' de BedD




400/475

Aexc/ Aem

Primera derivada de los espectros sincrénicos.

Figura VI.48.
presencia de

Recta de calibrado de Al(ID en
2 pg L' de Be (1D




¢ cortan a una
4307505 nm, correspondiente a un

ide a la concentracién de berilio afladida.

El valor de la primera derivada se ha tomado coma el
valor absoluto de la distancia vertical desde el espectro a

445/520 nm a la linea base (h.). Los resultados obtenidos se

reunen en la tabla VI.19 y se representan graficamente en 1la
figura VI.49.

Tabla VI.19. Kecta de calibrado de AI(III) en presencia de

2 pg.L~' de Be(lD

) Al1CIID) dIFR/dA




PRIMERA DERIVADA

1 T T

g 3 @
ppb Al(II)

Figura VI.A9. Recta de calibrado de AL(III) en presencia de

2 pg.L-' de BedID

correspondiente a ssta recta de calibrado,

La ecuaclch

ajustada por minimos cuadrados es:

—~r
P

IFR = 6.13 (ALCIIDD + 2.2d

[A1(IID] viene expresada en ug L

5] coeficiente de correlacion encontrada es de 0.995.




3. Recta de calibrado de aluminio en

presencia de 4 pg.L" ' de berilio

g - :
Por ualtimo, en una serie de matraces aforados se

introdujeron voltmenes crecientes de disolucién de AL(III) de

0.1 mg.L"' comprendidos entre 25 y 25 ml y un volumen constante

de disolucién de Be(ID) de 0.1 mg.L"' de 20 mL y se enrasé con
agua bidestilada. Se preparé asimismo un blanco que no contenia
los catlones y al que se le afiadieron los reactivos tal y como se

describe,
Las disoluciones se transfirieron a Sus
carrespondientes frascos de polietileno y se les afiadieron 7 mL

de disolucién etandlica de morina 6.2x10-2 %, 10 mL de disolucion

reguladora de acido acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 mg

de Sephadex G-15.
Se agitaron durante 15 minutos, se filtraron las
disolucicnes, se llenaron las cubetas y se registraron los
espectros sincrénicos de cada uma de las muestras, que se
representan en la figura VI.50.
las condiciones operatorias para el registro de
los espectros sincrénicos  fueron: barrido sincrénico de 350 a
550 nm, incrementc de longitud de onda 79 nm, velocidad de
varride 120 nm.min ', factor de eccala 0.1, factor de respuesta 3,
rendija de excitacién y emision 25 nm y temperatura 20°C.
Dichos espectros fueran archivados en disco y se resté
a cada uno de ellos el espectro correspondiente a la sefial del
blanco. Scbre los espectros sincronicos corregidos se efectuc el
de la primera derivada, con un factar de filtrado de 15
puntos y un factor de multiplicacién de 20. Los espectras

derivados se representan en la figura VI.51.




T

400/475

(nm)

Aexc/\em

sincronicos. Recta de calibrado de

Figura VI.50. Espectros
3, 4 y5 pgl' en presencia de

Al1(IID) para 1, 2,
4 pglL7' de Be(ID




1

400/475

(nm)

Aexc/Aem

Primera derivada de los espectros sincrénicos.

Recta de calibrado de A1(CIID) en
4 pgL7' de Be(ID

Figura VI.51.
presencia de




Puede observarse que los espectros se cortan a una
longitud de onda de lawe/haw 430/505 nm, y corresponde a una

cierta ordenada por la presencia de una concentracién constante

de beriliao.

El valor de la primera derivada se ha tomado como el
valor absoluto de la distancia vertical desde el espectro a
445/520 nm a la linea base (h.). Los resultados obtenidos se

reunen en la tabla VI.20 y se representan graficamente en la

figura VIS2.

Tabla V1.20. Recta de calibrado de Al(III) en presencia de
4 pg.L' de Be(ID




I T T

2 5 4
ppb Al(I)

Recta de calibrado de AL(III) en presencia de
4 pgl~' de Be(ID

La ecuacién carrespondiente a ésta recta de calibrado,

ajustada par minimos cuadrados es:

IFR = 6.09 [AL(IIDI + 1.74

AL(IID] viene expresada en ug.L~".
ontrado es de 0.994.

donde la |
El1 coeficiente de correlacicn enc
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Tabla V1.21. Rectas de calibrado de AlL{IID). Primera derivada de

los espectros sincrénicos

coeficiente
regresion
AL(IID)
(445/520)

A partir de los resultados expuestos en la tabla Vi.el,
se puede deducir que la amplitud de la sefial derivada de la
mezcla medida en el punto de corte del espectro derivado de uno
de los dos componentes es una funcion solamente de la
concentracién del otro componente, de acuerdo con las
predicciones tedricas.

Los altos valores encontrados para el coeficiente de
~orrelacién de todas las rectas de calibrado y el pequefio valor
de la ordenada en el crigen, indican mna buena linealidad en las
las primeras derivadas de los

graficas de calibracién al medir

espectros sincrénicos.




vl.,&,2, METODO FROPUESTO PARA LA DE-

TERMINACION CONJUNTA DE Be(II)
Y A1CIII)

Como caonsecuencia del estudio realizado, proponemos el
e 2 ; ;
siguiente método para la determinacién conjunta de AMUIID y

Be(I1) mediante fluorescencia sincrénica derivada en fase solida.

-~ Racta de calibrado para aluminio

1lu se prepara una serie de matraces aforados de
500 mL en los que se introducen volumenes crecientes de
disolucién de AL(IID) de 0.1 mg.L™' comprendidos entre 25 ¥

25 mlL y sc enrasé con agua bidestilada. Se preparé asimismo un

blanco que no contiene aluminio y al que se le afiadieron los

reactivos tal y como seé describe a continuacion y que S€ somete

al mismo tratamiento.
Las discluciones se transfieren a Sus correspondientes

frascos de polietileno y Se les afiadieron 7 mL de disolucién

etanélica de morina 62210-= %, 10 mL de disolucion reguladora de

acido acetico/acetato sbdico de pH = 5.75 ¥ 100 mg de resina

Sephadex G-15.

Se agitan durante 15 minutos, ce filtran las

se registran 195 espectros

disoluciones, se llenan las cubetas ¥
Se

sincrénicos en 1.5 condiciones indicadas anteriormente.

obtienen las primeras derivadas de los espectros caorregidaos, con




un factor de

14 3
filtrado de 15 puntos y un factor de multiplicacisén

de 20,

w4 Trve e - 2 ok
A partir de los espectros sincrénicos derivados se

tonme T aal o
oma el valor de la primera derivada como el valor absoluto de

dAictancia wvartis - 1
la distancia vertical desde el espectro a 430/505 nm a la linea
base (hi),

Recta de calibrado para berilio

= matraces aforados de 500 nl se
introducen volimenes crecientes de disolucién de Be(ID) de
0.1 mg.lL”' comprendidos entre 2.5 y 25 mlL y se earasa con agua
bidestilada. epara asimismo un blanco que na contiene
berilio y @ | ; afladen los reactivos tal y como se
describe a continuacién y que se somete al mismo tratamiento.
Las disolucicnes se transfieren a sus correspondientes
polietilenc y se les afladieron 7 nL de disolucien
etanslica de morina 6.2x10°7 %, 10 mL de disolucién reguladora de
scido acético/acetato sédico de pH = 575 y 100 mg de resina
Sephadex G-13.
Se agitan durante 15 minutos, se filtran las
disoluciones, se llenan las cubetas y se registran los espectros
sincréonicos de cada una de las muestras. Una vez corregidos con

el blanco se calcula la primera derivada de cada uno de ellos,

tomando como valor de la primera derivada el valor absoluto de

445/520 nm a la linea base (hz).

- Disolucién problema

La discolucion problema se prepara introduciendo en un

matraz aforado de 500 mL el volumen necesario de muestra de

forma que la concentracién final de Be(ID) esté comprendida entre

65 vy 5 pgl’ 7 la de Al(IID) entre 65 ¥ & ugl ' ¥ agEs

bidestilada hasta el enrase.




LT O SR $
La QlsoluClon se transilere

& un frasco de polietileno

€ afladen 7 mlL de disolucidn etandlica d i ;
2 150iucion etanclica de morina 6.2x102%
2x ;

Aa 1= o , ] £ $
de disolucién reguladora de Acido acético/acetato sodico de
100 mg de resina Sephadex G-15.

L

e agita durante 15 minutos, se filtra y se llena

cubeta de medida y una vez termostatado el sistema a 20°C

‘a el espectro sincrénico de la mezcla.

Las condiciones operatorias para el registro del
espectro sincrenico son: barrido sincrénico de 350 a 5350 na,
incremento de longitud de onda 75 nm, velocidad de barrido
120 nm.min ', factor de escala 0.1, factor de respuesta 3, rendija

de excitacién y emisién 2.5 um y temperatura 20°C.

El espectro  obtenido se resta el espectro
correspondiente a 1la sefial del blanco. Sobre el espectro
sincrénico corregido se efectia el célculo de la primera derivada,
con un factor de filtrado de 15 puntos y un factor de
multiplicacién de 29.

E] valor de la primera derivada se ha tomado como el
valor absoluto de la distancia vertical desde el espectro a
430/505 nm a la linea base (h.) para el berilio y a 445/520 nm

para el aluminio.

El valor obtenido se refiere a la correspondiente recta

de calibrado obtenida.




=

.2, REFRODUCIBILIDAD DEL METODO

Para determinar la reproducibilidad del metodo se
preparé una serie de 10 matraces aforados de 500 mL en los que
se introdujeron 10 mL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mgl'',
10 mlL de disolucién de AL(IID de 0.1 mgL~' y agua bidestilada
hasta el enrase.

Las discluciones se transfirieron a sus
correspondientes frascos de polietileno y se les afladieron 7 mL
de disolucién etanslica de morina 6.2x10°% %, 10 mL de disolucién
reguladora de acido acético/acetato sédico de pH = 5.75 y 100 mg

=

de Sephadex G-195.
agitaron durante 15 minutos, se filtraron las
=e llenaron las cubetas y se registraron los

& sincréonicos de cada una de las muesiras.

Las condiciones operatorias para el registro de
los espectros sincrénicos fueron: barrido sincrémico de 350 a
550 nm, incremento de longitud de onda 75 nm, velocidad de
barrido 120 am.min™', factor de escala 0.1, factor de respuesta 3,

rendija de excita~ién y de emisién 2.5 nm y temperatura 20°C.

A los espectros obtenidos se efectio el calrnlo de la

primera derivada, con un factor de filtrado de 15 pui.os y ud

factor de multiplicacién de 20.

g1 valor de la primera derivada para el berilio se ha

tomado mo el valor absoluto de 1a distancia vertical desde el

~649-




pectro a 430/505 nom a la linea

es

base (hy)., El valor de la

pl lmera a.ur.l.\ri.id = 4 i =] A — =
p &
3 4

lt‘\ snluto ae icts nci Jay t] 2 £
=01UT0 de la d.lf‘.lt\‘l L.;a. V 4 . =] ﬁ A
Al 4 a de:de =3 L&
e pe"trD a 445’
[ nm

2 1 1 ines
a ia linea base (h.).

- | = e = 3 - e
#; enidO e i en yabl I .
Llj) re Ulf_& i) ” L 2 reunen a L a V 3

Tabla VI.23. Reproducibilidad del método

dIFR/dA dIFR/d)
(430/5052 (445/520)

DSR (%)

Por consiguiente, la precision del método para una

concentracién de Be(Il) y AL(IID) de 2 pgl™ ', ©S de 36 vy 48 %,

respectivanente, expresada como desviacion estandar relativa.




Vi.6&6. 4, LIMITE DE DETECCION Y DETER=
MINACION DEL METODO FPROPUESTO

Para su establecimiento se ha seguido el criterio de la
I.UPAC. (171), que ha sido expuesto con anterioridad en el

capitulo IV de esta Memoria Doctoral.

Para determinar el limite de deteccién del métecdo
propuesto, se prepararon 10 matraces aforados de 500 mlL que
contenian 4agua bidestilada. Se transfirieron a sus
correspondientes frascos de polietileno, y se les afladieron 7 mL
de disolucién etanslica de morina 6.2x107% %, 10 mlL de disolucidén
reguladora de acido acético/acetato sédica (0.1M) de pH = 5.75 y
100 mg de Sephadex G-15.

las disoluciones se agitaron durante 15 w'nutos y a
continuacién se filtraron y se llenaron las cubetas de medida
para el registro de los espectros sincrénicos.

Las condiciones operatorias fueron: velocidad de

barrido 120 nm.min ', factor de escala 0.1, factor de respuesta 3,

sincrénico

rendijas de excitacién y emis 4n de 2.5 nm, barrido

de 350 a 550 nm, incremento de longitud de onda 75 nm.

A continuacion se efectuo el calculo de la primera

derivada de cada uno de los espectros obtenidos, con un factor de

f£1ltrado de 15 y un factor de multiplicacién de 20. Se determina

ep caca uno de ellos el valor de la primera derivada como el

i c verti = spectro a
valor absoluto de la distancia vertical desde el espectr




430/505 nr
J/o05 nm  (en caso  del
1 en el caso del berilia) vy

5-111151"'1' ) hact: i :
inlio) hasta la linea base.

1.“{1 15. +a\«\l b} ) R
t la A =g o 1
b VI.24 se muestran los resultados obtenid
= o = ENLCA0S.

Tabla VI.24. Limite de deteccién y de determinacién

(445/520)

seflal correspondiente a la primera

Por lo tanto, si la
y 07 o+ {(3x0:16) = 1.2,

yna muestra es dIFR/dx

derivada de
certeza del 99,86% que el berilio estéa

podemas afirmar con una
sefial correspondiente a la

sresente en dicha muestra. Si la
primera derivada de una nuesira €s dIFR/d) > 1.3 + (3x0.23) =




deteccion (k = 3)

K.ov-y/m

obtenido de:

AL(IIDD.

deteccién obtenidos con

determinacion
fluorescencia

observa




SENSIBILIDAD
FROFUESTO

METODO

Basandonos en el conceptoc de sensibilidad de unm
analitico, ya definido en el capitulo IV, ¥

iatos aportados por las experiencias anteriores

de calibrado) hemos realizado el calculo de 1la

sensibilidad de e método. El valor obtenido es de 0.074 ug.L™!

de Be(ID) y de 0.184 ug.L ' de AL(IID).




VI .&,6, RESUMEN DE PARAMETROS

ANALITICOS

la taola VI.29 se resumen los parametros analiticos

encontrados en el estudio de la mezcla de complejos de Be(lD-

morina y Al(IID-morina tijado en Sephadex G-15.

Tabla VI1.25. Parametros analiticos

rango lineal (ug.L

coeficiente de

correlacidn

limite de deteccion
k = 3) (ug.L™")

iimite de determinacié
(k = 100 (ug.L° ")

RSD (B

sensibilidad analitica




INFLUENCIA DE IONES EXTRAROS




INFLUENCIA DE IONES EXTRAROS

ha estudiado la influencia que la presencia de las

en aguas, causa en la determinaciéon de
AL(IID por el método operatorio propuesto
los mismos lones que se
anteriores porque es tambien en aguas,

no, donde se pretende aplicar el método propuesto.
Para llevar a cabo el estudio se preparé una serie de
aforados de 500 mL para cada 1ién ensayado, que
en todos 5 ¢ 5 3 . de Be(ID y 3 pgl' de
aquel. Estas disoluciones

se indica en el proceso

A partir del valor absoluto de la distancia desde cada
sincronico derivadt a 430/505 6 445/520 nm
bk ivramanto g ~414mM i i Y l 1 ea Fa’e se
ctivamente para crilioc y aiumill g’ a a 1ih DAS S

error relativo que origina el ion

ids como limite de tolerancia para el ién
xtrafio, de éste que origina un error relativo
del B5%. N¢ 5 side que ‘nterfier sor tanto, agquellas
I B LA Js

icne produc un errar igual o
cancentraclcnes producian Ut rar ig

inferior a ése valar.

se muestrain en las

VvIi.z6-Vi.




Tabla V1.26. Interferencia del ion NOs

o

- O+

Log ([Int]/c)

para una concentracién de 3

gL' de AICIID) (x).

Figura VI.53. Interferencia de NOs™
pg.L~' de Be(II) () y 3 p




Tabls A
abla VI.27. Interferencia del ion C1

Log ([Int]/c)

para una concentracién de 3

Interferencia de C1°
L de ALCIIDY (x).

Figura VI.54.
v de Be(ID) ) y 3 pg§

pg-L~




Tabl: 2
abla VI.28. Interferencia del ion F-

2 3
Log ([lut]/c)

gL !

erencia de F~ para una concentracion de 3 p

) y 3 pg.L~' de ALUIID .

Figura VL.55. Interf
de Be(ID)




Tabla VI.29. Interferencia del ién S0a2-

log ([804%-1/C)

5.

2 3
Log ([int)/¢)

para una concentracién de 3
ALCIID x2.

Interferencia de s 0 P

Figura VI.56.
pg.L~' de Be(II) () y 3 pg.L™' de

-663-




Tabla VI.30. Interferencia del ién COz=-

2 3
Log ([Int)/¢)

para una concentracion de 3

Interferencia de Cc0s*~

Figura VL.57.
' de Be(ID () y 3 pg.L7! de AL(IID (x).

pg-L”




Tat
la VI.31. Interferencia del iém Ca(lD

Log ([int}/c)

Interferencia de Ca(ID) para una concentracién de 3

Figura VI.58.
1 de Be(ID () y 3 pglL™' de ALCIID) (x).

pg.L”




Tabla VI32. Interferencia del ién Fe(IID)

;.
Log ([tnt]/c)

raciéon de 3

t
rencia de Fe(III) para una concen

1 de Be(ID (0 y 3 pg.L~' de ALCIID) (x).

Figura VI.59. Interfe
pg-L-




Tabla VI.33. Interferencia del ién Ng (1D

1

8
Log ([int}/c)

oncentraciéon de 3

Interferencia de vg(II) para una C

Figura VI.GO.
18 pgl~' de BedID )y 3 pgl-' de ALAID ®).




Tabla V1.34. Interferencia del ién Cu(iD)

2 3
Log C/[AM(II}]

n de 3

cid
Interferencia de Cu(II) para un2 concentracio

igura VI61l. S .
g pg.L7? de Be{ID (9 y 3 pgL' de A1(TIIL




Tables [ A
la VIL3H,  Interferencia del i6n Si0.2-

2 3
Log C/[AN(TI)]

para una concentracion de

Interferencia de §5i0=*"

Figura VI.62.
4L de Be(ID (= 7 o pgl™' de ALIID ().




1ag ({FGa™ J/CJ & 5
’ (B/8rgec1rs

2 3
Log C/[ANI)]

3-para una concentracién de

L-* de ALCIID (x).

Interferencia de PO
de Be(I) () y 3 8-

‘igura V1.63.

pg L7’




G & o T o sl 1
En la tabla VI.37, se resumen los datos de tolerancia

nara lnc £ il ob g i
para los distintos iones extrafios en la determinacién de berilio

y aluminio., obtenidos v i
y iuminio, obtenidos a nartir de las cun ei

‘Titeric adoptado.

Tabla VI.37. Tolerancia de los iomes extrafios.

Tolerancia (ug.L™ )
para Be(II) para Al1{IIID)

>8000 >8000

>8000 >8000

»4000 »4000

>8000 1200

>4000 600
>809 60
>400 15
500

De la observacién de la anterior tabla VI.37 y figuras

V1.48-V1.58 puede deducirse:

. ¥o interfiere en la determinacién conjunta de
Be(II) y Al(IID) en relacion e€n peso de ién
extr‘aﬁa/-Be([h o AL(IID igual o inferior a 2700:
¥0=—~, S10«%7.

No interfiere para uma relacion en peso de fon
extrafio/Be(ID) © ALCIID) igual O inferior a 1300:

L0~




Ejercen elevada interferencia sobre la

determinacion conjunta de Be(ID) y AL(IID) 1las

iones Cullly, Hg(ily, Fellll), ¥~ y PO4®, pues
aunque eéstos dos timos no interfieren en la
determinacion de Be(II) lo hacen en gran

extension sobre la de AL(IID).

Todos los iones interfieren de forma positiva,
salvo el Fe(lID y Cu(Il) que lo hacen de forma
negativa en la determinacion de berilio y el F-
S04% 7, FelllD), CudIDd y P0."" en la determinacién

de aluminio.




APLICACIONES ANALITICAS




AFLICACIONES ANALITICAS

propuesto para la determinacion conjunta de

sido aplicado a muestras sintéticas y reales.

VI.S8, 1,1, Resolucién de mezclas en muestras

sintéticas

on objeto de aplicar el método propuesto para la
determinacicn ~onjunta de berilio y aluminic mediante
-incréonica derivada e han preparado una serie de

as siguientes relaciones molares: 1:1, 1.2, 14, 4:1

Para cada todas ellas e ha seguide el mismo
procedimiento. En un matraz aforado de 500 mL se afiade el
volumea de disclucién de Be(ID) y de Al1(IID) necesaric para que

d> los mismos sea la que se indica en

(=4

una de las A continuacién se afiaden los reactivos

tal y como el procedimiento operatorio.

valor absoluto de la distancia desde el

espectro derivado a 430/50% nm © 445/520 nm (respectivamente

para cada ~ation) hLasta la linea base, ~alculamcs el error en la
decerminacion una Vvez referidoe a la carrespondiente recta c@

calibrado.
Con el fin de comprobar los resultados obtenidos, para

cada mezcl. se han realizado tres determinacioues simultéaneas.




1as tablac UT 20 i
1a \‘Jt. LAE ¥ 1,20 ‘.’ [.46 ., S0 resumen la
- sope) [ as

SRS =)

2} 3
obtenidos junt 0n e 25T U i
1aos Junto con el estudio estadistico.

Tabla VI.38. Relacion molar 1:4 (Be:Al)

Be(II) dIFR/dA
afadido 430/505 encontrado

Tabla V1.39. Relacion molar 1:2 (Be:Al)

Be(ID) dIFR/dx  Al(IID

P

Be(il) dIFR/dA

afiadido 430/505 encontrado afladide 445/520 encentrado




Tabla V1.40. Relacion molar 1:2 (Be:Al)

Tabla VI.Al. Relacién molar 1:1 (Be:Al)

dIFR/dx A1¢IID)
445/520 encontrado

0y

% Errar




Tabla V1.42. Relacién molar 1:1 (Be:Al)

&1L(ITE)
affladido

Tabla VI.43. Relaciéon molar 1:1 (Be:Al)

Be(II)

dIFR/dA Be(ID)
afiadido  430/505

A1(II1)
ncontrado

dIFR/dX
afiadido

AlIII}
445/520

encontrado




Tarla VI.44. Relacion molar 2:1 (Be:Al)

F-trz ; '! : f'! ‘: - V., . ._'Z'.._.....r.;.‘. e
3ﬁ:4:A« ;{iﬁgﬁi ‘e ) AICIII) dIFR/dA Al (IID)
BiAdidy J0/505 encontradi afladido 445/520 encontrado

A1

% Erraor 10.

Tabla VI.45. Relacién molar 2:1 (Be:Al)

A1XILT} dIFR/dA Al1(IID)
afiadido 445/520 encontrado




Tabla VI.46. Relacion malar 4:1 (Be:Al)

dIFR/dx A1 (11D
445/520 encontrado

% Brror -10.0

tabla VI.47, se resumen los resultados gbtenidos

de mezclas de berilio y aluminio para las




Tabla V1.4 ter G
a V1.47. Determinacién conjunta de berilio y aluminio e
n

mezclas binarias

g “p ALy ) -
sl sErrer ARICTTT) (pg,l=T) yerror
Hadide encontrado® afladido encontrado*

Se concluye, por tanto, Qque de acuerdo con los

rosultados obtenidos el método propuesto es valido para la

determinacién conjunta de berilio y aluminio.




Resolucién de mezclas en muestras

reales

Yy 1

o& ha planteado la aplicacién de éste métedo a la

o e e

later minacién imnltAanas 3 i = -

gelerminacion “:Amult.dﬂud e b A['lli\. alu& ile en mUEbt a
e Yy 1 ras

reales. Se ha

seleccionado un tipo de agua de man ‘tial (Ortigosa

del Monte), que ya se ha empleado con anterioridad en ésta
Memoria de Doctorado.

todos .05 casos se ha empleado un pequefio volumen

que se ha diluido hasta 500 mlL con agua bidestilada para

2 las muestras, ya que el contenido de aluminio en

las mismas es superior al rango de a, ..cacién del meétodo. Sin

embargo, el berilic se adiciona en todos los casos, ya que la

concentracien de este catién en el agua a analizar es muy

eterminac’én del método.
El método analitico empleado es el método de adicién

de patrén y la fmedida directa referida a la recta de calibrado.

VI.8.1.2.1. Procedimiento propuesto para el anali-

sis de aguas.

Se toma un volumen de muestra adecundo de forma que
berilioc y aluminio preserce esté comprendido
recta de calibrado y se enrasa con agua

bidestilada hasta 5970 mL. Se tramsvasa & un frasco de polietileno

7 ml de disolucién eta.>lica de morina de 6.2x1077%,
ucién reguladora de arido acético/acetatc sadico de
-15
1ezcla se agita mecanicamente durante 15 minutos, ¥
azcl git

que se indican emn el procedimiento

i ; o
método de adicion de patron O la medida

} - am T 3 A =
3 recta de calibrado (si las pendientes de

. 1 =
ida a ia

-on del mismo ordem), para determinar conjuntamente
SO0 4E =2 =

contenido de Be(ID y A1(11I) en las aguas.

-\




Método de referencia.

ha enpleado como método

lak-Bait) LY
para  la

de Aluminioc la medida por Absorcién atémica con
oxido nitroso-acetileno. Se basa en la formacién de um
de &-hidroxicuinoieina al agua

posterior extraccion en metilisobutil

VI 8.1.2.3. Determinacion conjunta de be-‘lio ¥y

aluminio en aguas Je manantial. Agua de

Ortigosa del Monte.

Se La aplicado el método propuesto al agua de
manantial de Ortigosa del Monte, cuya composicién media on
componentes mayoritarios ¥ técnica aplicada  para
determinacion, ya se indi en el capitulo IV.

De acuerdo c a tolerancia (tabla VI.37) que presenta

para Be(IT) y AL{IID, ¥y dado que es

diluir la muestra, no interfieren las concentracicnes de
agua a analizar.

referencia nos permite determinar un

la muestra de agua que se indica en la




L L]
.

abla Y1 &8 s :
labla ¥i1.48. .Contenido de ALCLID)

eén el agua mineral de Ortigosa
del Monte. Método de referencia.

/2

¢

diluir la muestra de agua hasta que
comprendida en el rango de la

la dilucién de la muestra tambien
componentes por lo que su

la aplicacion directa del

Método analitico empleado y resu”lados

ha empleado la

la recta de

callbrado

CALIBRADO POR MEDIDA DIRECTA

. i : Be(1D)
la determinacion conjunta del contenido de Befil)

la misma a

1.y S5e enraso

0.1 mg.l y o ¥oB




disalucion
:ion reguladora de
mg de Sephadex

da preparado un Gtlanco de agua bidestilada que mo

cationes y sometido al mismo tratamiento

inutos y los siguientes pasos

indican en el metodo operatariao.

ElI proceso se repite tres veces para comprobar los

i R S ) A
resuitados agbteni

obtenidos de la distancia del espectro
nm 6 A445/520 nm (para cada catiom,
linea base se trasladaron a las rectas de

tenidas, cuyos resultados se indican en




mhtansda ~
Dtenida  corresponde a  la

Slguiente

minimos cuadrados:

P
LU e

La recta de calibradc obtenida corresponde a la

. ecuacién, una vez ajustada por minimos cuadrados:

= .33 [Be(ID)1 + 157 r = 0.997

viene dada en pg.l'.

Lo resultados obtenidos en la determinacién

simultanea de Be(lD ¥y AL¢IID) en el agua de Ortigcsa del Monte,

obtenidos de la medida adecuada en el espectro derivado carregido

s
con el blancg, =€ indican en las tablas VIS51. En la tabla Vi5z

vez corregidos

contenido de Be(ll) ¥ Al1(IID), una

se indican el




y en la tabla

Tabla VI51. Determinacion de Be(ID) y AlUID en el agua de

Ortigosa del Monte

V152. Contenido de Be(II) y AL(ID en el agua
del Monte. Calibrado por medida directa.




Tabla V1.53. Recuperacién

anteriores puede deducirse que

sterminacion simultanea de Be(lD) y ALID por

CALIBRADO POR ADICION DE PATROR

ultanea de Be(ID) y AIL(ID en
izé6 una recta de calibrado

Se tcmaron en cinco

agua a analizar ¥ 15 mL de

enraso hasta 500 mL con

frascos de polieti-

y de disolucion de (III), ambas de una

concentracién de 0.1 mg.L
A continuacicn se adicionan 7 mlL de disolucion

10 mL de disolucien reguladora de

du

= T
B s




) \
1ln de comprobar

res determinaciones simultaneas.

y se han representado graficamente

VIHE, la recta de calibrado de mejor

e
ABo0Ss.




Tabla Vi5A. Determinacion de Be(D y AlILID

en el agua de
Ortigosa del Monte

aiFR /g
(430/505)(445/520)

Tk B

19,8
23,1
26,0
23,1
33.4
17,6
21,4
24,6




PRIMERA DERIVADA

T T

1 2
ppb Be(ll)

Figura V1.64. Recta de calibrado por adicion de patrén

1 2
ppb Al(IIT)

o por adicién de patron

Figura VI.65. Recta de calibrad




cuadrados

coef.
regres.

vez corregidas las diluciones, la cuncentracion de
Al1¢I1I) determins : indica en la tabla VIS5& junto con el

estudio estadistic

Tabla VIS56. Contenido de Be(ID y ALUID en el agua de Ortigosa

del Nonte. Calibrado por adicién de patron.




resume el estudio de recuperacion

4 it Y4
Qe Derilia.

Tabla VI57. Recuperacion de Be(II)

Be(lI)

realizar la determinacién conjunta de Be(IDd y
de Ortigosa del Monte mediante el método de

5n, se observé que la pendiente es del orden de la

Fn la tabla VIS8, se resumen los contenidas en el

medida
irecta”




Cc O N CLUSTIONES




CONCLUSIONES

un estudio cualitativo de la

! v morina-Al(IID) schre

solidos y a diferentes valores de pH, al objeto
soporte adecuado donde fijar los complejos
concl.ye que =1 complejo morina-

scencia cuando se fija sobre el

QAE A-25 en medig fuertemente

morina vresenta la maxima intensidad

en un cambiador caticnico SP C-25

complejos morina- Be(II? y morina-
simultaneamente en el soporte

neutro  Sephadex 15 ¥ ¢ valor de pH proximo a la

neutralidad

2, estudia la influencia que las diversas

sobre la intensidad de

5 )

posiciones de cubeta de medida ejerce

™ + 1
fluorescencia del sistema y se deduce que el sopc. te empleado

¢ 3 1 = - 3 ¢ i = H a
puede influir en la geometria optima del sistema Para Sephadex

P es conveniente realizar la medida de la flucrescancia
transmitida.
i e ~ Tanrimétric
9 - Se ha realizado el estudio espectrofluorimetrico de
técnica

or Espectrofluorimetria de Cambio Iémico,

la morina P
iniciada v desarrollada en el Departamento de Quimica Analitica
1niC 5 = i = I

3 ~apitan v col. pleando
de 1la Universidad de Granada Capitan y col., empiean
Sephadex QAE A-25, un

A wiad N :_7-“.- ; I
como soporte un cambladd




de

olumen

1 luminiscente
pecirofluorimetrico
crofluarimetria de Cambio
esina anionica Sephadex QAE
distintas variables que iniluyen

la intensidad de fluorescencia del complejo

que el tiempo de vida znedia del

orina en fase resina a varias

s, lo gue nos hace pensar que

un proceso de fluorescencia y no de fosforescencia.

nen nuevos métodos para la determinacion
sectrofluorimetria de Cambio Iénico para un

final de 250, 500 y 1000 miL de disolucién, validos todos
oncentraciones ccrorendido entre 0.1 ¥

-ri=ticas analiticas se resumen en la

9 LAl




producido por la
Be(lD),

ceterminacién de

relacion ep

la ayuda de agentes

interferencia provocada par

objetc de aplicar el

-y

in de Be(II) en aguas naturales.

aplicado método propuesto a
en aguas de manantial, de pantang ¥
resultados gque resumen en la tabla.

n estudic ae




s my s e e
Sl L BAL L UicD

yorimetrico
Espectroflucrime de Cambio

as variables gque influyen saobrs

lejo en fase

fase resina es inferior

trate de un proceso de

métodos para la determinacién

Iénico para un

de




Volumen de muestra
500 ml

=0.08
3:5‘ g{)

0.4-1.8

0.999

fecto producido por la
determinacién de Be(ID,
no interfieren en relacién
a 10000. Presentan

Mg (D, CallD ¥y

ia de los icnes

propuestc a la

de pantano ¥y

casns.




Be

fase shlida, valido para el rango

caractel

19.7 £7.1%)

V51,7 (3,4%)

ha realizado el estudio de la fijacién cornjunta
y morina-Be(II) en el soporte
rofluorimetria en fase sélida y

rivada en fase sélida. Se han

influyen socbre la fijacioen

y se han

on objetoc de

encontrar las condiciones éptimas para su determinacién conjunta.
onda analiticas en la primera

e/ Ran 430/505% nm [ el berilig ¥ lase/lem

-a el aluminio.

propone un méetodo de determinacien conjunta de

I sincrénica derivada en

T
L/

y AlLUID mediante fluorescencia
comprendido

gy i e
tre 0.5 5 gL' para ambos resumen las

4 .
- § - - ana - 1= =4 ri1d
risticas ana en la sig




grdenada en el
pendiente
ranga lipeal

coeficiente

rrelacior

ite de determinacicn
103 g b

Ejercen elevada interferencia sobre la
y AlMIID los iemes Cu(lD),

pues aungue la presencia de éstos dos

la determinacién de Be(II) lo hacen en

de AL(IID)

I aplicado el método propuesto a la

ta de Be(ID) y ALUID tanto en mezclas de
encontrandose en ambos casos
abla se resumen los resultados

obtenidos en la aplicaciéon a aguas e manantial.
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