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OBJETO DE LA TESIS

Contribuir al desarrollo de la Espectrofluorimetria de

Cambio Ionico, técmica iniciada por nuestro grupo de

investigacién de Espectrometria en Fase S5lida, en 1985.

Para ello se estudian dos sistemas ya conocidos en
disolucion: el éamplejo alv 'nio-morina y el berilio-moriaa,
atendiendo a los aspectos formales de la medida como es la
gecmetria del sistema de medida, las variables que influyen enm la
fijaciéon de los quelatos, los parametros analiticos que
caracterizan el método propuesto y, por dltime, y con especial
énfasis, la aplicacién a muestras reales.

La resolucién de mezclas ¢ analitos fijada sobre un
soporte sélido se aborda en ésta técnica en comexién con la
espectrofluorimetria sincrénica y sincrénica derivada, tratando de
poner a puntc metodos vara la resolucién de mezclas a muy bajos

niveles de concentracién (sub pg.L™').
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INTRODUCCION

La Fluorimetria de Cambio Iénico :s una técnica de
analisis basada en la medida de la intensidad de fluorescencia de
analitos fluoresceites, o que formen quelatos fluorescentes,
fijados sobre un soporte sélido. E1 método operatoric basicamente
consiste en afladir una cierta cantidad de resina de campio iénico
a un gran volumen de disolucién que contiene el elemento traza a
determinar en forma de complejo fluorescente. Mediante 1la
agitacién conveniente del sistema, el complejo fluorescente se
incorpora al sustrato sélido aumentando la intensidad de
fluorescencia emitida al haber experimentado un proceso de
preconcertracion.

Mediante la aplicacién de ésta técnica se consigue
rebajar el limite de deteccién, aumentar la sensibilidad y

disminuir las interferencias de 1la espectrofluorimetria

convencional en disolucidn.

1.- Antecedentes

Como antecedentes podemas citar la Espectrofotometria

una parte, y la investigacion desarrollada

de Cambio Iénico por

scbre la medida de fluorescencia en sélidos con una etapa de

preconcentracién por otra.
Vamos a revisar a continuacién ambos aspectos para

a técnica objeto de ésta Memoria de Doctorado: la

comentando la problematica

concluir 1
Espectrofluorimetria en Fase Sélida,




surgida durante su puesta a punto asi como los

obtenidos hasta la fecha.

resultados

1,1, ~Espectrofotometria de Cambio Iénico

La preconcentracion selectiva de analitos es, en 1la
actualidad, una etapa comin a miltiples técnicas para el analisis

de trazas, con la que se consiguen dos objetives fundamentales:

- Aumentar la sensibilidad de los métodos analiticos y
disminuir limites de deteccion.

~ Aumentar la selectividad de los mismos.

Entre las técnicas que pretenden alcanzar tales
objetivos, destaca par la simplicidad de su procedimiento
operatorio y la sencillez de la instrumentacién requerida la
Espectrofotometria de Cambio Iénicn (E.C.I.) propuesta por
Yoshimura, Waki y Oshasi; los cuales publicaron en 1976 y en la
revieta Talanta un articulo (1) en el que daban a comocer una
nueva técnica analitica que permitia microdeterminaciones
cuantitativas de diversos cationes en aguas naturales.

Esta nueva técnica operatoria, que fué denominada por
cus autores “Ion Exchanger Colorimetry® es, en esencia, una
aplicacien al analisis cuantitativo del sistema operatorio
cualitativo propuesto por Fujimoto en 1960 (2) con &l nombre de
"Resin Spot Test", metodologia que permite la identificacién de
trazas de diversos lones por adicién de unos granos de una
resina de cambio iénico a la disolucién que contiene la sustancia

a investigar y el reactivo cromogénico apropiado. Con ello el

producto coloreado de la reaccién se fija en la resina aumentando
lo la sensibilidad cel

como consecuencia su concentracién y con el

ensayo, ¥ permitiendo en ocasiones, el empleo de reacciones que

en disolucién nc son utilizables.




Para su aplicacién practica, opera Yoshimura fijandg en

una resina de tipo adecuado el analito que previamente reacciona

o, O S Pt P A
en disolucién con una sustancia Cromogena para conseguir de ésta

forma un compuesto coloreado. Este procesa de fijacién se

consigue simplemente mediante Ja agitacién de una pequefia

cantidad de resina cambiadora (0.1 - 0.2 g) en el seno de la

muestra problema, cuyo volumen solo vendrd limitado por las

requerimientos de una razonablemente oémoda manipulacién,

habitualmente de 0.1 a varios litros,

La concentracion del analito se determina midiendo la

absorbancia del compuesto coloreado originado fijado en 1la
resina.

Esta absorbancia se mide empaquetando la resina,
previamente recogida mediante filtracién, en una cubeta de vidrio
6ptico o cuarzo de 1 mm de paso de luz y realizando la medida a
la longitud de onda del maximo de absorcién de la sustancia
coloreada.

La atenuacién total de la capa de resina viene dada

pCH":
A = Are t Asow t Ax + Amo

A.c = Absorbancia neta de las especies complejas fre-
cuentemente en fase solida
Aco. = Absorbancia de la solucion intersticial entre los
granos del sélido
A =Absorbancia de fondo debido a la absorcién ¥y
difusién por parte de la matriz sélida

Ao = Absorbancia del reactivo cromogénice fijado en fase

sblida.
En la figura 1 se muestra un espectro tipice de resina

sbla y en presencia de complejo en ella incorporada.




absorbancia
absorbanctia

A (nam)

Figura 1. Espectro tipico de resina séla y en presencia de un
complejo en ella incorporado.

Habitualmente Aso. es despreciable pues se emplean

sistemas en que el coeficiente de distribucién es grande.

E1 parémetro analitico, Arc, se obtendria sin mas que

ga con

la absorbancia de la resina tratada en forma analo

restar
el reactivo/s y en avsencia de problema.

El asunto se complica debido a 1la variabilidad del

empaquetamiento del sblido en la cubeta que hace que varie el

paso de luz y la difusisn de la radiacion en el sélido.




<
he

e soluciona el problema midienda a dos longitudes de

onda: la del maximo del complejo o compuesto formado a partir

del analitc y otra dende solo

contribuya ({(por absorcién o
difusién) el sélido (generalmente en la zona 700-800 nm).

Las medidas se efectuan frente a sblido (resina)

it ‘ : ;
equilibrada con agua (o bien con reactivo si ésie contribuyera

Aw) y eapaquetada.
Are = A ~ A*
donde: A = A. - Asco para el problema.

De esta manera tengo una absorbancia diferencia que
considera la variabilidad del empaque-amiento y que ha
restado la absorbancia de la resina A= y Ar., en su
caso, al medir frente a resina como referencia. A este
valor habr4 que restar la diferencia de la absorbancia
de la resina sola a la longitud de onda del problema y
a2 800 nm, debido a la forma del espectro, que absorbe

mas a menor longitud de onda. Por eso se resta A",
- A,* - Awco® para el blanco de resina.

Que es un blanco preparado simultaneamente al problema

y que se mide frente a ia cubeta empaquetada con

resina.

gi{ se conociera bien A* no sceria necesario medirlo

cada vez sino que se podria restar como una constante y:

Arc = A - cte




n ari;
=0 una variante del procedimiento, Yoskimurs incorpora

previamente

a la resina adecuada el reactivo a utilizar y afiade

la  resina quelante asi preparada a la de

caonteniendo

la disolucién
el 1én a identifitcar consiguiendo con ello, en no

paocas ocaslones, aumentar la sensibilidad y selectividad de los

ensayos asi como la rapidez del analisis.

La nueva técnica fué y sigue siendo ampliamente
utilizada. Como dato indicativo que a la misma se le concedis
desde que fué propuesta, cabe citar el hecho de que el 52 Report
sobre "Reactivos y Reacciones para el Analisis Cualitativo
Inorganico" publicadoc en 1964 por la ILU.P.AC. (3) se hace
mencion expresa y elogiosa sélo de dos técnicas: la estufa anular
de Veiss ("Ring Owen Technique"™ y el ensayo a la gota en resina
("Resin Spot Test") de Fujimoto, que sélo tienen como factor
comin su facilidad para concentrar a los productos de las
reacciones y aumentar, por tanto, la sensibilidad de !Js enszyos

a que se aplica.

En éste Departamento de Quimica Analitica se han
utilizado, y dado origen & numerosas publicaciones, tanto 1la
técnica cualitativa de Fujimoto come la cuantitativa de
Yoshimura, en la siguiente tabla 1 se muestran las especles

estudiadas y sus caracteristicas mas relevantes.




Especie determi

.9 (1000 mL)

.3 (1000 mb)

(200 mL?}

(200 ml)

.11 (1000 mbL)

‘5 (200 mL)

.08 (500 ml)

.4 (500 mL)

.27 (1200 mb)

(500 ml)

.56 (100 ml)
mg.L-' (500 ml)

acetoacetato 7.6 (500 mL)

1.1 (500 mb)

0.6 (500 mbl)

(500 mL)

(] o O o (¥ D

0
6
0
Z

benzoato de metilo 1




1.2, -Antecedentes bibliograficos (medida de

intensidad de luminiscencia en superfi-

cies s58li. as)

La medida de luminiscencia en superiicies sélidas es,

por su sensibilidad y selectividad, una etapa de deteccién comin
a numerosas tecnicas anal Licas comc la cromatografia en todas
sus modalidades, electroforesis, anélisis sobre superficies
modificadas, etc... razén por la cual son numerosss las
publicacicnes que sobre el tema se encuentran en la bibliografia
cientizica. En ella pueden encontrarse aplicaciones tanto
cualitativas comno cuantitativas de especies intrinsecamente
fluorescentss, o bien que pueden llegar a serlo mediante una
etapa de derivacion adecuada. Robert J. Hurtubise (21) realiza un
buen estudio sistematico de las mismas en su gbra "Solid Surface
Luminiscence Apralysis", describiendo asimismo la instrumentacién
empleada, que es generalmente un espectrofotémetro o espectro-

fluorimetro convenientemente modificado.

Son muy escasos, sin embargo, los articulos
encontrados en la bibliografia corsultada, donde previamente a la
etapa de medida existe una preconcentracién. Asi en 1972 Heller
(22), propone un método para la determinacién de 24,6
trinit.otolueno en agua de efluentes industriales  por
fluorescencia en resinas de cambio iénico. Para ello se emplea el

dispositivo que se muestra en la figura 2.




En e) compartimento (@) se sitia la muestra problema
que mediante una bomba peristaltica (b) se hace pasar a una
velocidad de 10-50 mL.min~' por la resina Dawex 2-X10 situada en
el tubo de cuarzo en forma de U (c) y en la que previamente se
ha fijado una sustancia fluorescente que como la Rodamina R
capaz de reaccionar con el TNT originando un compuesto
fluorescente. La atenuacién de fluorescencia es proporcicnal a

cantidad de TNT que se hace llegar a la resina, la cual a su vez

depende de su concentracién en agua y de la cantidad total de

muestra que se hace pasar a través de la resina. Mediante éste

método Heller determina niveles de TNT de 70 ppb. Los tiempos de

reaccién, comprendidos entre 8 y 24 horas, €0n excesivamente

largos .0 que resta operatividad a la técnica.




Gilbaut y Zimmerman (23,24) proponen métodos para la

d - 1 LNE = 1. ' k "
L A
e rm aclon dnﬁ as 2NzZinas fDJ:iata:Jd a.l.‘l-a].lnd (I ) laCtiCD

d'?‘."‘"h l: e (o g o & Y S a3 4 o
shidrogenasa (LDH) en suero humano, para ello se basan en que

estos enzimas catalizan respectivamente las reacciones:
= =1

PA

NAFTOL AS-BI FOSFATO 4————— NAFTOL AS-BI
{no fiugrescente) (fluorescente)

LACTATO DE LI + NAD ‘——*PNADH + AC. PIRUVICO
(no fluorescente) (fluorescente)

En ambos casos inmoviliza sobre unos discos de
silicona las sustancias reaccionantes en concentraciones
relativamente elevadas. Si scobre su superficie se deposita unsz
gota de suero con el tampén eadecuado es evidente que las
concentracicnes de los respectivos productos de reaccién (ambos
fluorescentes) seran proporcionales a la coucentracién de enzima
presente, dentro de unos determinados limites, pudiendo ser
determinada por medida de la intensidad de fluorascencia, en las
condiciones operatorias ad.cuadas ¥ previa obtencién de las
correspondientes curvas de calibrado. La incertidumbre de ambos

métodos vienen determinadas por la uniformidad en el tamafio de

la gotas.

pitzler y col. (25) publican en 1982 un articulo en el

que  estudian  por diversas técnicas, entre ellas la

espectrofluorimetria, el complejo 2,2',A-trihidroxiazobencenc-

Al1(III) inmovilizado sobre gel de silice Para ello obtienen en

primer lugar el ligando inmovilizado med antc reaccién sucesiva

de la gel de silice con n—propilamina,2.4,6--triclomtriazina y

ot 4-trihidroxiazobencenc.
2,2




1 71 s i
# El complejo immovilizado 1o
equilibracisn durente das X (
B aurante Qs h as ae 25 Q |1
: i oras de 0.25 g de gel de silice con el

activo

obtienen mediante

en un litro de disolucién conteniendo Al(IIL) a pH 45

T
JIlia ves T3 cenrri & T 2
; 22 transcurrido el tiempo de equilibracién, se filtra y se

SE S =} - ‘_- =¥ - a1 1 AT A e o i
seca el sisftema, cbteniendose a continuacién una pastilla que se

sitia mediante el

accesorio adecuado, en el espectrofluorimetro y
&

o

N mi.de—. sy _Intensidad de fluorescencia frontal, la cual resulta
ser proporclonal a la concentracion de AI(IID en el intervalo
comprendido entre 0.1 y 15 mgl'. Los autores, si bien no
aportan mas detaldes zcerca del método, afirman que el nimero de

interterencias disminuye respecto del mismo método en disolucisn.

Extrapolacidén de 1la Espectrofotometria
de Cambio Iénico a la Espectrofluorime-

tria, El problema de la medida,

buenos resultados alcanzados en Espectrofotometria

ico unido a las superiores caracteristicas que en

sibilidad y selectividad posee la Espectroiluori-

o a la E:&.pectrofotnmetria, nos hicieron pensar en

de sustituir ésta por la Espectrofluorimetria en la

la E.C.I., esta posibilidad podria ser

aplicable siempre que el analito fuese fluorescente Q susceptible

de originar un compuesto fluarescente mediante la adicién de un
fluorégeno adecuado.

El primer problema a resolver fué el del disefio de la

geometria del sistema de medida de la intensidad de fluorescencia

del sistema fluorescente fijado sobre la resiua.

En la medida de ia intensidad de luminiscencia,

colocaciéon de la .stra respecto al haz de excitacién ¥y

monocromador de emisisn puede realizarse experimentalmente

diversas formas pudiendo ser clasificadas todas ellas en dos

grupos diferentes (21,26-28):




1

L.~ Métodaos de reflexién. En &1 se incluyen a los

metodos experimentales en los que la fuente luminosa y el

detector se encuentran en el mismo semiplano, respecto a los dos
que define la cara iluminada de la muestra.

En ellos se mide la luminiscencia refiejada o

especular y es empleada preferentemente en muestras solidas,

disoluciones de materiales de origen bislogica y dispersiones

coloidales.

2.~ Métodos de refraccion. En éste grupo incluimos
a los dispositivos instrumentales en los que el detector mide la
luminiscencia procedente de cualquier semiplanc distinto al de la
cara iluminada. A este tipo de luminiscencia se¢ le denormina
difusa o dispersa v en su medida los instrumentos pueden adoptar
diversas geometrias, dependiendo de las raracteristicas de la
muestra o del instrumento, asi se pueden distinguir tres
principales:

™1

isposicién rectilinea.

AEXC R

Disposicién oblicua.

Aexc™”




Disposicién en angulo recto.

Tres diversas pruebas orientativas se empled como
ine :rumento de medida un espectrofluorimetro comercial, aque
adopta la disposicién en éangulo recto. El problema de la
ubicacisn adecuada de la cubeta de medida fué resuelto
construyendo el dispositivo que se muestra en las figuras 3y 4,

situando su centro en la interseccién del haz de excit.cién con

la recta imaginaria que formando un Aangulo de 90° con ésta se

dirige al centro del sistema detector.




Figura 3. Fluarescencia difusa reflejada




Figura 4. Fluorescencia difusa trznsmitida




Como puede deducirse, son dos las posiciones que puede

adoptar la cubeta y que se muestran en las figuras 3 y 4. En la

primera de ellas la luminiscencia de la muestra se mide por la
misma cara en que recibe el haz de excitacién, es lo que segun la
clasificacién anterior denominamos FLUORESCENCIA REFLEJADA., En
la segunda posicion la cubeta recibe el haz de excitacién por una
cara y la medida se realiza por la otra, denominadndose
FLUORESCEFCIA DIFUSA TRANSMITIDA. Los valores relativos de una y
otra dependen de los soportes empleados. En la préactica totalidad
de los sistemas estudiados por nosotros la intensidad de
fluorescencia transmitida es superior a la reflejada, por lo que

la posicién b de la cubeta se muestra generalmente adecuada.

3.~ Resultados obtenidos en Espectrofluori-
metria de Cambio Iénico

La Espectrofluorimetria de Cambio Iénico fué iniciada
en 1985 (29) por nuestro Grupo de Investigacién. Las experiencias
preliminares consistieron, una vez resuelto el problema de la
medida, en estudiar el efecto que experimentan los espectros de
excitacién y emisién ae un sistema por el hecho de pasar de
disolucién a fase s6lida. Para llevar a cabo el estudio se

seleccionaron diversos tipos de soportes y dos clases de

sistemas:

- Moléculas organicas fluorescentes: Fluo-
resceina, Eosina, Rodamina B y Sulfato de
Quinina.

Complejos fluorescentes: 2-Quinizarinsul-
fonato sédico-Be(ID), 2—Quinizarinsu1fonato
sédico-Al (11D, Acido Carminico-¥(VD), 1,3
Dihidroxi-antraquinona-Mg (ID, Salicili-
den-n-—aminofenal—Al(III), Morina-AlKIID ¥

Morina-Be(ID.




El método operatorio fue siempre el

nismo: Se

prepararon series de disoluciones de 500 mL de 1la especie

fluorescente a estudiar a distintos valores de pH, se

transfirieron a los correspondientes frascos de polietileno de
1 Litro, se afladic 100 mg de soporte y se sometieron a una

agitacion de 10 minutos, transcurridos los cuales, se filtré la

disolucién y con la ayuda de un capllar se transfirié dicho

soporte a una cubeta de cuarzo de 1 mm de espesor. A

continuacién se registraron los espectros de excitacién y emisién
del sistema.

La observacién de los espectros de excitacién de los
anteriores sistemas puso de manifiesto tres tipos de

comportamiento:

1.~ Desplazamiento de los méximos de excitacién en
fase resina respecto a los espectros en disolucién hacia
longitudes de onda superiores: Rodamina B, Fluoresceina-QAE-A.25,
Eosina, Morina-Be(II) y SOAF-AL(IID.

2.~ Desplazamiento de los maximos de excitacién em
fase resina respecto a los espectros en disolucién hacia
longitudes de onda inferiores: 2-Quinizarinsulfonato sédico-
Al(IID), 2-Quinizarinsulfonato s6dico-Be(II), 1,5-Dihidroxian-
traquinona-Mg (1D y Morina-Al(IIDD.

3.- No se modifican los maximos de excitacién de los
cistemas: Sulfato de Quinina, Fluoresceina-DEAE-4.25 y Acido
Carminico-V (VD

4.~ Las longitudes de onda de los méaximos de emision
de todos los sistemas en fase s6lida sufren un desplazamiento
hacia valores superiores respecto a 'o0s que presentan en
disolucién, excepto el sistema Morina-Al(I.") que lo hace hacia
valores inferiores y Morina-Be(II} que no se modifica.

El estudio realizado nos permitié por otra parte poner

la técnica a punto y conocer Su potencialidad analitica, pues en

todos los casos se Ppusd de manifiesto el gran incremento que

experimentaba la intensidad de luminiscencia en fase s6lida

respecto a disolucién.




Posteriormente ce han estudiado cuantitativamente

condiciones operatorias. Asi puede observarse que ademds de las

longitudes de onda de excitacién y emisién puede cambiar el pH

optimo al pasar de disolucién a fase resina, y por tanto la

disolucion reguladora adecuada para su formacién y fijacién.

H+ ettt ettt ettt
& R R E R RS EEE RS RERsEEE
Sistems danc  Adew  Disolucién pH  Referencia
(na) (nw)  Reguladora

29
Tris/CLH £.2-9 (29)
SOAF-Al AcH/Ac™ 4.8 (29)
’ AcH/AC 5.8 (29)
fc, Carminico-¥ Disol, AcH/Ac” 4.6 (30)
’ Resina 490 580 HClAc/ClAc-  3-3.3 (31

PR R R PR T IR I O U T T U T T A

Ac, Carminico-Mo isol, 590 AcH/Ac™ 5.2 (30)
682  ClAcH/ClAc 4,6 (32)

PR R R T U

Ac, 2-hidroxi-3-
naftoico-BellD) Disol, 9-10 (33
Resina _ 9-10 (33)

Illll‘llllllllllllt!blll!llllllll'llllllltlll!illll!llllllllllIll!llf!llll

Marina-Al Disal, 440 5§25 AcH 3,040,3 (34)
. Resina 426 496 AcH/AC™ 5,3 ésta Memoria

PR RN U B [ Drll'lll‘lll"llll!llllrl!l

Marina-Be Disol, 443

Resina




Bn la siguiente tabla 3 se muestran algunas

caracteristicas analiticas de los métodos propuestos en fase

resina para volumenes de muestra

problema de 500 mL. Su

Observacion permite apreciar que la Fluorimetria de Cambig Ienico

disminuye el limite de deteccion y la sensibilidad analitica um

orden de magnitud respecto del mismo método en disolucisn.

D8R (%)
sapaguet,

Disol,

Resina




SR (%) DR (4
ewpagquet,  adtodo

naftoico-Be(ll) Disol,

Resina

L.D,; Limite de Deteccidn
s, Sensibilidad Analitica
DSR (empaguet,): Desviacién estandar relativa de la etapa de empaguetamiento

DSR (método):; Desviacidn estandar relativa del método

Por ctra parte, el protocolo de la aplicaci a de la BCI

lo podemos esquematizar en las cinco etapas siguientes:

- Preparacién de la disolucién
Agitacisén
Filtracion
Empaquetamiento de la resina

Medida de la intensidad de fluorescencia

A las etapas de la espectrofluorimetria convencional la

FCI le afiade las etapas de agitacién, filtracion ¥

empaquetamiento de la resina, razén por la cual podria pensarse

posibilidad de una mayor incertidumbre de la técnica. Sin

en la

embargo, €l empleo de resinas que posean buenas cualidades para

su empaquetamiento (ser homogéneas en tamafio y no atacables por

los reactivos empleados), origina que las desviaciones estandar

relativas de la FCI sean del mismo orden que las de los métodos

convencionales en disolucién.




Finalmente, en cuanto a la interferencia causada per la

presencia de iones extrafivs al medio, merece destacar el hechc de

que se observa, en general, una mayor tolerancia en la F.C.IL

respecto a los mismos métodos en disolucién. Este aumento de la
tolerancia se ha puesto de manifiesto particularmente con algunos

iones paramagnéticos como el Cu(ID).

4.- La morina como reactivo analitico

Las flavonas, también llamadas antoxantinas, son
pigmentos amarillos que existen en la naturaleza biem en estado
libre o como glucésidos o asociados con tanina. Las flavonas son

derivados de la flavona, que es la 2-fenil-4-cromona.

tos anillos A y B de la flavona se comportan, mas O
menos, como los de cualquier compuesto aromatico, mientras que el

anillo C (pirona) muestra reacciones tipicas de las flavonas. Asi

el grupo carbonilo que contiene este anillo C, no reacciona con

reactivos habituales tales como hidroxilamina, semicarbazida o

fenilhidracina. El tratamiento con bases abre el anillo dc pirona

originando 1,3-dicetonas que pueden degradarse posteriormente.

Los flavonoides tienen umn sistem? aromatico alt_amente

ntemente muestran una absorcién de radiacién

conjugado y consecue .
localizada habitualmente en dos zonas!:

intensa Yy caracteristica,




la banda I que aparece entre 320 y 380 nm y la banda II entre
240 y 270 nm.

Este nicleo puede estar parcialmente alcohilada. En la

mayoria de los casos, las posiciones 5 y 7 estan hidroxiladas ¥

con frecuencia, también lo estan una o mas de las 3, 4' ¥y 8.

Las hidroxiflavonas pueden formar complejos quelatos
con gran nomero de iones metdlicos. Complejos que manifiestan
caracteristicas analiticas muy interesantes siendo por ello

reactivos muy usados en analisis quimicc
La molécula de flavona puede formar quelatos a traves

1~ El1 grupo hidroxilo en posicién 3 y el

carbonilo.

O—m

2.~ El grupo hidroxilo en posicién 5 y el grupo

carbonilo.




3~ D 5
Dos grupas hidroxilos contiguos y situados

en el grupo B.

4~ Alguno de los anteriores ligandos diversoe
tales como antipirina, perclorato, sulfato,
etc., que determina la formacién de complejor

de ligando mixto.

Los flavonoides que mas se han utilizado en Quimica
Analitica han sido los flavonoles. Destacan entre ellos la morina

(3,5,7,2'4'-pentah idroxiflavonal, la quercetina (35,7,3'4'-

pentahidroxiflavona), la galangina (3,5,7 -trihidroxiflavona), la

robinetina 3,7,3'4'5 ‘-pentah idroxiflavona), la miricetina

(3,5,7 .3'.4‘,5'-hexahidroxif1avana), la quercetagetina (3,5,6,7,3",4'-

hexahidroxiflavona)l, datiscetina 3572 tetrahidroxiflavona),

quercemer itrina 35,7,3'4 '—pentahidroxif lavona-7-D-glucopirano-

xido), kaempferol, rutina, herperitina, hesperidina, etc.




L : e ;
a flavona mas utilizada en Quimica Analitica es sin

dud :
uda la morina, cuyo nombre sistematico es 357.2'4'-

pentahidr a
pentahidroxiflavona. Se encuentra en la naturaleza en la mader
a

del arbol Artocarpus Integrifolia y Toxylon Pomiferum, de donde
se puede extraer y purificar por precipitacién de su sal de

plomo, de la que se libera por accién del H2S y cristaliza en
acido aceética.

La morina es un reactivo Iy utilizado en Quimica
Analitica e introducido desde hace muchos afios. En la figura 5 se
muestra la distribucion tempaoral de los trabajos publicados snbre
esta flavona en <l presente siglo ¥y relacionados con anélisis.
Destaca el que desde la década de los afios 40 el interés por su
uso no ha decaido, aungue si ha variado el campo de su aplicacion

como posteriarmente comentaremos.
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Los articulos publicados sobre la utilizacién en
Quimica Analitica de 1la morina se pueden clasificar ey

doce
grupos: analisis cualitativo, uso de la estufa anular, volumeirias,

gravimetrias, determinaciones espectrofluarinétricas, determina-
clones por atenuacién de fluorescencia, quimiluminiscencia,
determinaciones espectrofotométricas, determinaciones basadas en
el uso de surfactantes, determinaciones cataliticas, uso de
cromatografia liquida y revisiorss. En la siguiente figura 6 se

muestra la distribucién de la bibliografia relacionada con 1la

morina en los anteriores grupos.

La aplicacién cualitativa (identificaciones en tubo o
papel mas el usc »n la estufa anular) supone un 105 %, mientras
que su empleo en anélisis clasico como reactivo precipitante o
indicador, es de un 7.3 %. El ntmero de articulos dedicados a la
propuesta de métodos espectrofluorimétricaos aporta el mayor
porcentaje, un 40.4 %; siguiendole el de métodos espectrofotomé-
tricos con un 25.7 % El resto de los grupos presentan
contribuciones proximas, como méximo, al 5 %, aunque entre ellas

reo~d 4 2
se encuentran las aplicaciones mas rccientes de la morina




DETERMINACIONES
CATALITICAS 2 .E6%

EMFLEO DE SURFAC-
TANTES & ,3%

VOLUMETRIAS 5.7% USC DE CROMATOGRAFIA
LIGUIDA O,5%

DETERMINACIONES
ESFECTROFLUORI -
METRICAS 40 .,4%

QUIMILUMINISCENCIA
0,.5%

DETERMINACIONE=S DETERMINACIONES POR
ESFECTROFOTOME - ATENUACION DE LA
TRICAS 25.7% FLUDORESCENCIA 4 6%

S

icados sobre el empleo de

Figura 6. Distribucién de articulos publ

morina en Quimica Analitica




La aplicacién analitica de las hidroxiflavonas, y de la

morina por tanto, se fundamenta en su capacidad para formar

ruelatos metéalicos.
Estos quelatos metdlicos son, generalmente, coloreados
y, por tantin, adecuados para la determinaciéon espectrofotométrica

de metales. Por otra parte, muchos de estos complejos muestran

emision fluorescente

por lo que se pueden emplear para la
determinacién fluorimétrica de agr~llos iones que la originan. Al

objeto de aumentar la selectividad y sensibilidad de estos
metodos espectrofotométricos y aespectrofluorimétricos se han
usado diversas técnicas de separacién comao son: cramatografia,
extraccién <on disolventes, estufa anular, etc.

El color o la emisién fluorescente de los complejos que
originan puede ser disminuida por la presencia de diversos
aniones, lo cual es la base para la determinacién indirecta de
estos.

También se han utilizado estos reactivos para la
determinacisn gravimétrica de metales debidc a la insolubilidad

de algunos complejos.
Vamos a cefiirnos a continuacién al uso de la morina en

Quimica Aralitica, pues éste serd el reactivo empleado en la

presente Memoria de Dactorado.

5.- AnAlisis Cualitativo,

En 1z tabla periédica de la figura 7 se muestran los

elementoc jue se pueden {dentificar mediante el uso de la morina.
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La primera aplicacién analitica de la fluorescencia

viene precis 1
ene precisamente de la mano de la morina. Goppeisroder observa

en 1867 que la morina c i
q arina contenida en "fustic" origina una intensa

fluorescencia verde en presencia de aluminio y que puede servir

como ensayo para la deteccion de pequefias cantidades de aluminis

(36). Esta reaccién ha sido estudiada por muchos investigadores,

siendo clasico el metodo de identificacion propuesto por Feigl
{373, |

El ion berilio reacciona ccn morina dando lugar a
fluorescencia am~rilloc verdosa aunque en vez de en medio acético
como el aluminio en medio basico fuerte (38), El método propuesta

por Sandell presenta una sensibilidad de 0.01 mg.L~ -+ (39).

Al igual que el aluminio, el galio origina fluorescencia
verdosa en medio neutro o ligeramente acético; la reaccion con
aluminio puede ser enmascarada con fluoruro, lo cual proporciona
una via para la diferenciacién de ambos. Segin Beck la reaccion

es mas sensible que para aluminio (40).

la reaccién can escandio muestra fluorescencia verde y
sirve para identificar hasta 0.03 pg de éste (41), El indio
también reacciona con nuestro reactivo, aunque, al igual que el
escandio es parcialmente enmascarada con fluoruros (40). Se
pueden detectar la presencia de aluminio, escandio. galio e indio

en una mezcla utilizando enmascarantes y variaciones de pH (40).

De las tierras raras, lantanc y lutecio reaccionan can

Vaer 1= T
morina originando complejos de intensa flsurescencla verde.

Gadolinio también reacciona aunque SU flugrescencia verde es

débil. Se ha usado para la deteccion de Lu y Gd en cromatografia

de papel (42).

Litio y cesio originan flucrescencia caracteristica y

se ha propuesto su identificacion mediante la técnica de la

estufa anular (43).




Muchos hidréxidos metdlicos insolubles en Agua

originan una intensa fluorescencia verde cuando se panen en

contacto con disolucién etandlica o aceténica de morina. Tal es
el caso del estafio, tanto en estado de oxidacién 2 como 4. Asi se
ha propuesto para la deteccion de estafio en minerales o en
alewciones que lo contengan. Se han utilizado varios métodos para
conseguir la eliminaciéon de interferencias. Unc de ellos consiste
en la disolucién del mineral o aleacién en H:S0a y extraccién del
estafio ei. benceno como Snla. Sobre papel se identifica con
morina. Otra forma propuesta de eliminar interferencias es afiadir
sulfuro alcalino que originara sulfuros o tiocomplejos con los
posibles interferentes y desenmascarar selec.ivamente al estafio
que estad comoe SnSs*- con Hz0z, com lo cual precipita como

Sn(OH)., forma en la cual reacciona con morina (44).

También se ha propuesto para la identificacién de
otros elementos aunque cOn menor selectividad. Asi torio (45),
antimonio (limite de identificacién: 0.05 pg) (46), plomo
(0.25 pg), cadmio (0.1 pg), cinc (0.05 pgl, circonio: fluorescencia
amarilla verdosa, estable en medio HCl fuerte 0.1 pg) @7,
volframio (0.25 ug), molibdena: complejo de colar marrén, soluble

en n-butanol (0.05 pg) (46), titanio: complejo de color marrén

(0.01 pg) 48).

6,- Analisis Cuantitativo,

El uso de la morina, y €1 general de las flavonas como

reactivo analitico se ha revisado en varias ocasiones. En 1968

por Katyal (49), en 1077 por Katyal y Prakash (50) y en 1986 por

Hern&ndez y Medina Escriche (31).

A continuacién, vamos a reseflar de forma sucinta las

diversas aplicaciones al analisis cuantitativo del reactivo objeto

de estudio.




Se

ha usado la morina en ANALISIS GRAVIMETRICO, como

agente para la precipitacién cuantitativa d2 metales de elevado

estado de excitacion con los que
Asi

origina compuestos insalubles.

se ha propuesto utilizar el complejo naranja de Ti(IV), el

amarillo de Zr(IV), el rojo de Nb(¥) y el naranja de Ta(V) para

la precipitacién de estos metales, aunque en todos los casos es

necesario calcinar los complejos para su pesada como TiO: Bzr,
Zriz (63), FbzDe G4) y Taz0e (54:.

Mayor es su empleo en ANALISIS VOLUMETRICO donde se
ha usado la morina como indicador metalocrémico fiuorescente en
volumetrias de formacién de complejos, cspecialmente complexo-
metricas. En la siguiente tabla 4 se seflalan algunos de los

métodos propuestos y sus aplicaciones.

Oxalato
EDTA
TETHA
EDTA

EDTA

EDTA
Oxalato
EDTA
Fluoruros

Al




Métodos Espectrofluorimétricos y Espec-
trofotométricos,

Mucha mayor importancia tienen los métodos de analisis
cuantitativo que se basan en la medida de la fluorescencia que

originan muchos complejos. En la siguiente tabla periédica

(figura 8) se muestren aquellos elementos

que se pueden
determinar fluorimetricamente con morina. Por otra parte algunos

datos caracteristicos de estos métodos, seleccionados de entre

los mas representativos, y sus aplicaciones se muestran en la
tabla 5.
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Tabla T

Homog, 0,36 pg.L" Tierra, Acero
fire, orina

Homag, 0.1 pg.L”! Ninerales

Homog, 0.6 pg,L™! Rire

Hamag, 0,1-0.9 mg, L'

Homog 0.1 pg. L™

Al CICH3 {2x10-5 M s
Al HIeC {20 pg. L' Agua

Al = Romog, 0.1-1.2 mg. L7’ 75
6a 2, Homog, 5-500 pg.L7!’ Semiconductores

ga CL3CH 1-6 pg 78
In 3.6 Homog, 76
In C13CH 20-250 pg.L™’ 79

Homog, 0,2-0,8 mg,L7' Minerales

b Homog, 0,5-20 pg Minerales 82
S¢ C13CH 0,) mg,L™' 83
TR : Homag, 40 pg. L' 84
TR : AIA  2,5x10-7-2,5x10-5 M 85
Lu 5.5-7 AIP - 1,510 pg 86
i 1 Homog, 100 pg.L™' 87
Th 2,0 Homog, 3.5 ng, L7 Orira 88,89
U 4-7 Homog, 0,4-84 wg. L™ 90

Zr AN HC1 Homeg, I wg, L7 Triclorosilano, 91,92
Silicatos, HF,U 93,94
Aleaciones 95,96,97

Hf N HC1




Aplicaciones Referencia

100,101

102
0,1-1,6 mg,L™! 103

AIP: Acetato de isopentilo

AIA: Alcohal isoamilico

- o o o o o i - - -

-
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La morima, por otra parte, arigina complejos
coloreados, generalmente amarillos, anarnjados 0 rojos, que
exhiben o no fluorescencia y, susceptibles de ser usados para
deterzinaciones espectrofotométricas. En la tabla periédica de la
figura 9 se muesiran aquellos elementos susceptibles de analisis
espectrofotométrico. Algunas caracteristicas de métodos
seleccicnados, tanto extractivos como en medio homogéneo, para el

anadlisis de estos iones metalicos se recogen en la taila 6.
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Tabla 6

Elemento Medida

Ci3GR  0.02-2.5 =g 1
MEC 0.033 mg.L’
C13CH Y1 a1
AIA 2.5x10-7-2.5x10-5 K
Homog. 1.2 ag.1°"
Homog. 2.9-20.3 mg.L™"
Homog. 1.6x" ¢ M
Homog. 3.5 g L)
ATA 0.08-2.3 mg
Homog . 2-16 mg.L™? 110
Homoy. 0.04-2 mg.L' 111
AB 0.0012 mg.L™" 112
Homog. <5 mg.L’ 96, 97
113,114
0.2¥ H2S0- Homog .04-2.8 mng. 115
9 AIA 0.04-1 mg.L~ 85
0.5N HCl Homog. .02 v.8 mg. L™ 116,117
ATA 1-20 mg. L~ 118
Homog . 0.01 mg.L"" 119
BuOH 0.05 mg L7 119
LBOg . 0.01 mg.L™’ 120
Homog. ©.14-33.6 mg.L™’ 121
.01-0.7 mg. L™

metiletilcetona
n..: alcobol isoamilico
AB: alcohol bencilico

butanal




; La mayoria de estos complejos con morina son simples,
variando la relacién estequinmétrica de 1:1 a 1:2, 51 bien en
Blgunas ocasiones se forman complejos de ligando mixto tanto en
.madio acuoso como previa extraccién en algun disolvente organico

que le da la necesaria estabilidad.

Entre estos complejos podemos citar el 1:1:1 de B con

morina y oxalato (G0), el de 2r cop merina y N-p-

clorofenilbenzobidroxamico extraido en alcohol iscamilico (115), y

el de Nb con worina y H2C2 de estequiometria 1:1:1 (100,101), gue
presenta izual ests wiometria que el complejo de Ta con morina y
12 K102,

Clasicos son los complejos de morina y antipirina
con Al (72) o In (79) o Sc (8%) o V (123) que se extraem como
perclorato complejos en cloroformo o de Lu con diantipirilmetano
(124). La anilina, por citar un caso mas origina con Ti y marina

un complejo de estequiomet:ia 1:3:1 (Ti:Morina:Anilina) (112).

El empleo de agentes tensioactivos bha mejorado en
muchos casos la sensibilidad y la selectividad de los métodos
espectrofotométricos y espectrofluorimetricas. En lo que respecta

cbjeto de revicién, se han modificado métodos

uso de agentes tensioactives. Se ha estudiada

aiobic (125,126) en presencia tanto de

tensicactivos catiénicos como de no isnicos. Asimismo se ha
estudiado el efecto de tensioactivos catiénicos y no iénicos
sobre el complejo Al-morinz (127 consiguiendo un aumenta en la
sensibilidad del orden de 8 a 10 veces, al igual que le ocurre al
cistema Pb-morina. El método para la determinaciéon de Zn en

w-g! s ‘ nas 75
presercia de Genapo! FP#-20 aumenta su sensibilidad unas

veces.




; Métodos indirectos y cataliticos,

La oxidacion de la morina por diverszos reactivos ha
dado lugar a diversos métodcs.

Asi la oxidaciéon de la morina par
CrvD,

provoca una atenuacion de la fluorescencia del comple jo

Ga-morina y permite determinar cromo entre 0.02 Yy 2 mgl™?
(1z28).

Mucho més wusadas han sido las determinacicnes
cataliticas. Podemos citar la oxidacién del complejo de Be-moriva
por Hz0. catalizada por cot.¢ y usada para la determinacién de
sste Gltimo (4%,129). También se ha estudiado el efectn catalitico
del cobre sobre la oxidacién atmosférica o con peréxido de
hidrégeno d= la morira sola (130). Se ha propuesto un método
para el analisis de marganeso basado en su capacidad para

catalizar la oxidacién aérea del complejo Be-morina (131).

La accién de alguros aniones sobre diversos complejos
con morina se ha utilizado para la determinaciéon de aquellos. Se
ha propuestn una determinacién de fluoruros basada en la
disminucién de la seflal de fluorescencia del complejo Al-marina
(132), analogamerte se La propuesto un metodo basado en la
~-21ida de absorbancia (133). El sistema Al-mcrina también se ha
empleado rpara ls determinacién de fosfatos por ariginar
atenuacisn de fluorescencia (134,135). Para la deterninacién de

sulfato se ha =mpleadc el complejo Th-morina {136,137,

S, - Tendencias &n el uso de morina,

sumi : sbia de la
Hasta aqui se han resumido las aplicaciones

‘ izt
morina habidas hasta el afio 1985, altimo afio del que existieun

~ontinuacién las
i ibli izas ] eomentar a continuacic
revisiones bibliografizas. Vamos a

! a hasta la fecha,
sublicaciones que han apareciad sobre la morina hasta lf
! el usc de este reactivo y

a i : en
lo que nos zefialara Las tendencias

las diferencias con la etapa auterior.




' continuan las aplicaciones al analisis
111y o d . ‘ i 1
luorimétrico, aunque insistiendo en lus aplicaciones. Asi ze ha

propuestoc la determinacién

de europio en ZnS dopada con Eu,

mediante la extraccién del complejo de morina en 3-metilbutanol y

tributilfosfato (138). Asimicmo se ha propuesto un método para el
analisis de escandic previa extraccion en propanol (139). El
efecto de diversos disolventes organicos en la fluorescencia del
complejo Ga-morina ha sido estudiado por Kostyshina y col. (140).
En la misma linea, aunque sin extraccién, se ha propuesto el
analisis de cadmio e. lodos & un nivel comprendido entire 05 y
0.8 pg.L (141). Un auevo método para aluminic ha sido publicado
empleando dos ligandos: morina y azul Pontachrome, de esta forma
se pueden determinar entre 2 y 30 pgl ' de aluminio y ha sido
aplicado al analisis de aluminio en solucicnes de hemodialisis
(1427

Se h: seguido utilizando la atenuacién de flucreecencia
que provocan determinados compuestos en complejos de morina para
el analisis de aquellos. Tal es el caso del métodc propuesto para
el apalicis de As (V) a nivel de 10 a 100 pglL™’ basado @n la

atenuacion del complejo Th-morina (143).

Se ha propuestc una determinacién quimiluminiscente de
aluminio que involucra la morina ademas de Hz0z y bis-(24-

dinitrofenil) oxalato (144).

asnde ha hahide un mayor interés es en el

Sin embargo don
uso de surfactantes que, COmO antes yo se ha seflalado, provocaran

n as isticas espectrales ¥
interesantes cambios 2 las caracteris Sp

luminiscentes de los complejos de marina.

Asi el usc de surfactantes 0O jénicos permite la
i limite de
determinacién de cinc com morina, presentando un &

deteccion de 3 pg.lL™' (145). Nuevamente se ha vuelto a estudiar
etec ;

1 Dmple 1a 20l p ASenc a = s a 1 l.é
e

sgicos ! La presencia
el método propuesto 2 materiales geologicos (146>. La p




de Genapol PF-20, un surfactante no iénico, permite poner a punto

un método para la determinacién de aluminio con morina que

presenta un limite de deteccién de 0.2 pg.L ' (147).

La atenuacién que provaca el Fe (III) sobre 1la
fluorescencia del complejo Zn-morina en presencia de Triton %-
100, permite proponer un métodc para determinar hierro en

concentraciones inferiores a 55 pg.L™' (148).

Se ha estudiado la acciéon de diversos surfactantes

sobre complejos de morina, proponiendo diversos métodos
espectrofotométricos. Tal es el caso del circonio (149,150) y
Bierro (151,152),

Asimismo se ha continuado explotando la oxidacién de
la morina y la influencia de diversos catalizadores. En este
sentido se ha estudiado la accién del maaganeso sobre la morina,
proponiéndose un método para éste; valido entre 05 y 70 ug.L~'
(153). El1 circonio, por su parte, actua como activador de la
oxidacién aérea de la morina catalizada por manganeso, lo que

permite la determinacién de hasta 100 pg.L™' de Zr (154).

Se ha utilizado la morina como agente complejante para
conseguir la extraccion completa de protactinio en alcohol

isoamilico (155).

Por Gltimo citar que se ha empleado la morina coumo
reactivo que permite la deteccién fluorimétrica de derivados

organcestannicos mediante cromatografis  liquida de alta

resolucién. Ello se basa en la farmacion de complejos de los

organoestannicos con la morina que se incorp ra en la fase movil

(155).




ENSAYDS CUALITATIVOS




I.1, ENSAYDS CUALITATIVOS

En Fluorimetria de Cambio Iénico es necesario fijar el
analite en un soporte solido donde se concentrard y en el que se
medirad su emisién fluorescente.

Con objeto de seleccionar el soporte adecuado donde
fijar los complejos fluorescentes que s. proponen estudiar esto
es, morina-Be(Il) y morina-Al(III), se llevé a cabo en primer
lugar un estudio cualitativo de la fijacién de los mismos sobre

varios soportes y a diferentes valores de pH.
1.1.1. Soportes empleados

Se han empleadu en este estudio dos tipos de soportes:
cambiadores de iones unos y adsorbentes los otros. En ambos
casos se ha empleado como matriz Sephadex, unz matriz
polidextrano.

La razén del emplea de Sephadex radica en su mayor
transparencia que los polimeros tipo poliestirenc por una parte,
y en su caracter hidrofilico por otra, pues en este caso al

emplear un reactivo, como es la morina, con un gran DUmero de

grupas hidroxilo se favorece la fijacién, tanto por cambio iénico

como por adsorcién.
El Sephadex es un gel fcrmado por cadenas dextrano

entrecruzadas mediante epiclorhidrina. Su estructura se muestra

en la figura I.1. El gran numero de grupcs hidroxila que posee la

estructura favorece su caracter hidrofilico. Consecuentemente 3e

hincha cor facilidad en agua ¥ en disoluciones de electrolitos.

..83_




Figura 1.1. Estructura parcial del Sephadex

Un cambiador de iones puede ser definido como una

a natural o sintética portadora de grupos iénicos fijos ¥
or cantidades

sustanci
e intercambiar contraiones ligados a ella p

capaz d
solucién en la gque esta

equivalentes de otros ionmes de la di

inmerso.




Estructuralmente un cambiador de iones consiste en una

metriz insoluole que tiene, unidos par enlace covalente, ciertos

grupos cargados que estan asociados a contraijones méviles. Estos
contraiones e pueden intercambiar de forma reversible por otras

i Eyes
lones de la misma carga sin alterar la matriz. Esta puede tener

caracter organico o inorganico. La naturaleza de la matriz

determina suc propiedades fisicas tales como su resistencia
mecanica, densidad, caracteristicas opticas, etc...

En el caso del BSephadex los grupos iénicos estan
unidos a las unidades de glucosa mediante emlaces éter (-0-) que

son muy estables.

En la tabla 1.1 se resumen las principales propiedades
en los cambiadores de iones SEPHADEX existentes cn el mercado.
Para su nomenclatura, segun puede observarse, se cmplean las
iniciales del correspondiente grupo funcional responsatle del
caracter cambiador (DEAE, QAE, CM y SP) seguido de la letra A °
C, segun se trate de una resina aniénica o catiénica, y de un
namero que indica su porosidad (25 & 50).

Todas estos geles se encuentran disponibles en dos
grados de porosidad diferente que responden a la dencminacién
25 y 50 respectivamente. En las experiencias realizadas soélc se
han empleado los de menor porosidad (25), pues los de mayor
porosidad sufren mayor hinchamiento, presentando en consecuencia
dificultades de empaquétamienta en la cubeta de medida utilizada.

La capacidad de ectas resinas, que determina su
actuacison .omo cambiador iénico, depende de la porosidad, fuerza
ié6nica y pH. Un incremento de la fuerza iénica disminuye la

intensidad de las interacciones de los iones por competencia
entre los lones por las posiciones de enlace. El conaocimiento de

este fenomenc es importante en los estudios de regeneracién de la

resina.




Tabla I.1. Cambiadores iénicos Sephadex

=ZaARE =EEszEscsssssnsss

contraién Capacidad
(neg/y)

IESEssEsEEsss=ss===as z=zzz=z=== s=s=ss=s=sssssszsssazzezss

CzHe
DEAE-A,25  Cambiador anidnico =0-CHz~CHzN"-H Cl- 3,520,8

(zHs clorure
dietilaninoetil

(0 T T T T S I O T T A R TR T ST T R TR T N R

2Hs
QAE-A,25 Cambiador anidnico =0-CHF2CH=N*-CH2CH(OH)CHa Ci- 3,080,4

fuerte \Csz cloruro

diet1l=(2-hidroxi-propil)
aninoetil

||||||||||||||||||| rlllt"l||llti|l|l|l|llll1DIllll!l‘lIlbllllI!llll|llrl|lltllllllllll'

(n-C, 25 Camhiador catidénico 0-CH=C00" Na* 4,520,5

carboxinetil

§p-C,2¢ Cambiador catidnico Na* 2,310,3

fuerte




Eleccién del soporte para la fija-

cidn de los complejos Be(ll)-morina y
Al(III)-morina

Para la eleccisn del soporte donde fijar los complejos

morina-Be(II) y morina -Al(IID) objeto de nuestro analisis, hemos

llevado a cabo un estudin cualitativo en las siguientes

condiciones.

Se prepararon tres matraces de 100 mL, uno de los
cuales contenia 5 mL de disolucién de Be(ID) de 0.1 mgL™' ¥y
15 mlL de disolucién etanélica de morina de 0.02%, otro 5 nlL de
disnlucién de Al(ID de 0.1 mglL' y 15 mL de disolucién
etanélica de morina de 0.02%, y un blanco que sélo contiene
reactiva, enrasandose los tres matraces a continuacién con agua
bidestilada.

Posteriormente, en varios tubos de emsayo de cuarzo de
10 mL, se introdujercn en unos 5 mL de la disolucién del complejo
morina-Be(II), y en otros 5 mlL de la disolucién del complejo
morina-Al(IID), se ajusta el pH deseado mediante la adicién de
unas gotas de AcH, ClH ¢ NaQOH y se afladieron unos 50 mg de cada
soporte a ensayar. A continuacién se sometié a cada sistema a
una agitacién manual que, por conveniencia, se £ij6 en 2 minutos.
Tras decantar durante unos 3 minutos, seguidamente se observa
bajo iluminacion ultravioleta la fluorescencia emitida
comparanduse con 5 al de la disolucién de morina tratada de la
misma forma.

En la tabla 1.2, se resumen las observaciones del
estudio cualitativo realizado. En cada caso se compara el

prablema con un blanco de morina.




Tabla 1.2. Estudin cualitativo de fijacién del complejo Be(II)-
morina y Al(IID-morina

intervalo de pH
=10 10-13

Sephadex DEAE A-25  Be(lI)-morina v MR MBS F

ALCIII)-morina cONENRENE N.F,
morina T, BE. RKF O AE RE

L TR0 TN T T T T T T T O Tt O B 0 0 T 0 O O R T i T T TR O ST T T O B T 0 T

Sephadex QAE A-25 Be(il)-morina NE WF NE. . GF
AL(ITT)-morina F. NF, NF. AF. NE
morina ¥ oNF N, Tk

Sephadex 3F (-25 Be(Il)-morina A e ME
AL(III)-morina o E N.F,
norina .. RF BF. NF - AT
Sephadex CH (- Ba{ID)-morina NF, NF. NF. NP NE
ALCIID)-warina NEo F. NE. o KE;
morina NF, RFE. NF NE,

Sephadex G-15 Be(Il)-morina
BICIII)-morina

morina




D ar i ) i
e la anterior tabla puede concluirse:

1> A pH fuertemente acido (1-3) y como es de esperar

de acuerdo con lo que ocurre en disolucién, no se
abserva fluorescencia de los complejos fijados en
ninguno de los soportes ensayados.

A  pH debilmente A&cido (3-5) sélo muestra
fluorescencia amarillo-verdosa el complejo Al{IID)-
morina en los cambiadores catiénicos Sephadex SP
c-25, CM C-25 y en el scporte G-15, haciendonos
pensar que posee naturaleza catiémica.

A pH préximo a la neutralidad (5-7) muestra
fluoresceacia el complejo Al(IID-morina =n los
cambiadores catiénicos y ademés el complejo Be(ID-
morina en Sephadex G-15.

En medio debilmente basico (7-10), se observa
fluorescencia del complejo Be(ID-morina e los
soportes Sephadex DEAE A-25 y G-15.

En medio fuertemente alcalino (10-13) muestra
fluorescencia el complejo Be(ID-morina en los
cambiadores anidonicos DEAE A-25 y QAE A-25 y en el
soporte G-15, baciendonos pensar que posee
naiuraleza aniénica. La morina presenta tambien
fluorescencia en el cambiador anionico QAE A-25
presentando un color mas amarillento y menos

intenso que el complejo con berilio.

El complejo Be(ID)-morina muestra méAxima intensidad
de fluorescencia cuando se fija sobre el cambiador

aniénico Sephades QAE A-25 en medio fuertemente

basico.

El complejo Al(IID-morina muestra maxima

fluorescencisa cuando se fija sobre el cambiador

catiénico SP C-2%5 en medio debilmente acido.




4) Los complejos Be(lI)-morina ¥

Al{IID)-morina

nuestran fluorescencia simultaneamente en el

sopa. e G-15 y a un valor de pH proxime o la
neutrallidad.

Como consecuencia usaremos :jephadex QAE A-25 para el
estudio del complejo Be-morina; Sephadex SP C-25 para el del

complejo Al-morina y Sephadex G-15 para el estudio simulténeo de
aluminio y berilio.




ESTUDIO DE LA GEOMETRIA

DEL SISTEMA DE MEDIDA




I1.1., ESTUDIO DE LA GEOMETRIA DEL

SISTEMA DE MEDIDA

Como se ha indicado en la introduccién, la medida de
la intensidad de fluorescencia en un sélido se puede realizar por
fluorescencia difusa reflejada o fluorescencia difusa transmitida,
segin se realice frontal o transversalmente respecto al haz de

excitacion.

En un espectrofluorimetro comercial el anmgulo formado
por el haz incidente y la linea imaginaria donde se sitia el
90°, por lo que en espectroflucrimetria en
geometria del sistema queda perfectamente definida

de 10 mm de espesor, en la

eapectmflucr-imetria de cambio iénico,

al emplear cubetas de 1 mm de espesor, el plano que contiene a

diferentes angulos con el haz de excitacién,

resulta imprescindible como experiencia previa, el

estudio de su influencia sobre la intensidad de fluorescencia

Por ello, se estudia en primer lugar la influencla que

emitida.
de la cubeta de medida ejerce sobre la

las diversas posiciones

tensidad de fluycrescencia del sistenma.

1
A kb

se disefld y

Para optimizar el angulo de medida (8
F TH =
construyd el dispositivo que 5€ muestra en la figura I1.1. Este
dispasitivo consiste en un portacubetas solidario con un circulo
a el plano de la

variar el angulo que form

graduado que permite
graduado se fija sobre

cubeta con el haz incidente. Este circulo



un soporte removible en el compartimento de cubetas del

Espectrofluorimetro LS 5 de Perkin Elmer.

o del Angulo

positivo empleado para el estudi

Figura 11.1. Dis

- Q4 -




a 1le ~abo 1a i
Para llevar a cabo la experiencia se situés el sistema

{ 1 -
de tal forma que el plano de la cubeta coincidiese con la

direccién de la ventana de medida (B8). A continuacién se

r ‘:_f' T T, Sy 5 4
egistraron los espectros de emisién incrementando éste &ngulo

de 5®* en 5° en el sentido de las agujas del reloj, hasta realizar
un giro completo de 360°.

Como soportes saobre las que fijar una substancia
fluorescente se han seleccionado los siguientes: Sephadex DEAE A-
25, Dowex 1X-8 (100-200 malla), Dowex 1X-8 (200-400 malla) y gel
de silice (0,2-0,5mm; 30-70 mesh ASTM). Como patrén de
fluorescencia se emplea fluoresceina.

La muestra se preparé en todos los casos afiadiendo a
2 ml de disolucién de fluoresceina de 1 mg.L~', 10 ml de tampén
Tris (1 ¥) de pH = 5.80 y enrasando con agua bidestilada hasta
500 ml. A continuacién se transfirié la disolucién a les
correspondientes frascos de polietileno y se afladié 500 mg de
cada uno de los soportes indicados en cada caso.

Para optimizar las longitudes de onda de excitacién y
emision de cada una de las muestrac se ha realizzdio un “pre-scan®
secuencial de excitacién y emision, obteniendose valores para la
longitud de onda de excitacisn y emisién hasta «onseguir una
pareja de valores que Se repitiera un numero de veces
representativa.

Las condiciones operatorias para la medida de 1la
intensidad de fluorescencia en cada caso fueron: Sephadex DEAE,
hawe = 484 nm, Aew = 514 nm, factor de sensibilidad 1; Dowex 1X-
8 (100-200 malla), lawec = 489 nm, lew = D23 DM, factor de
sensibilidad 0,4; Dowex 1X-6 (200-400 malla), hexc = 489 DI, Xem

- 523 nm, factor de sensibilidad 0.4, Gel de silice, lawe = 475nm,

= 505 nm, factor de sensibilidad 10. Se midieron todos & una

o\ vy

rendija Je excitacion ¥ de emisién de 2.5 nm ¥ temperatura de

20°C.

Los resultados obtenidos se indican en la tabla IL.1 ¥y

se representan en las figuras 11.2, 11.3, I11.4 y I15.




Tabla II.1. Influencia del angulo de incidencia de la radiacién.

Soporte DEAE

Dowex 1X-8
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posiciones de la cubeta

cia de cuatro

pertectamente definidas corres P"”id tente S

4‘, ey !‘j - 47 ., o : 0E . . :
) . 19 ' B3 L&) Y 8.1 315 ’ dun-iﬁf

intensidad de emision es maxima.

Los valores de la intensidad de fluorescencia de
los maximos son iguales dos a dos en el caso de
los soportes Sephadex DEAE A-25 y Dowex 1X-8,
colucidiendo las medidas méAs altas con las
posiciones 8z = 135° y 84 = 315" en las que la
cubeta recibe el haz de excitaciéon pcr una cara y
se efectia la madida de luminiscencia por la otra
(luminiscencia difusa transmitida).

Cuando la excitacién y medida de la fluorescencia
se realiza en la misma cara de la cubeta que
contiene el fluorégeno sobre Sephadex 6 Dowex 1X-8,
lo que ocurre para 6, = 45° y f. = 225°, se observa
acimismo dos maximos de memar intensidad
(luminiscencia difusa reflejadal.

Cuanda el soporte empleado es el gel de silice, la
intensidad de fluorescencia es maxima y del mismo
valor para las cuatro posiciones indicadas, lo que
padria estar relacionado con la menor transparencia
de este soporte respecto a los anteriores.

Los valores con intensidad minima coincide con g =

0 90°, 180°, 270" y 360"

En la tabla L2, Se muestra la relacien entre las

sefiales de flugrescencia para las cuatro posiciones de la cubeta

i 4
maxima, en los cuatro soportes estudiados.

en las que aquella es




Se concluye por una parte, que es ventajoso el empleo
de polimeros organicos sobre silicagel y, por otra, que es
conveniente realizar la medida de fluorescencia difusa
transmitida.

por ultimo, dado que el soporte empleado puede influir

en la geometria optima del sistema sera conveniente, para cada

cistema, realizar un estudio previo de la posicisn de la cubeta

de medida.




ESTUDIO DE LA FIJACION DE LA MORINA

SOBRE SOFORTES SOLIDOS,

CAS ESPECTRUFLUDRIMETRICAS

CARACTERISTI




INTRODUCCION

Previamente al estudico de la fijacién sabre sopartes

fluorescentes de la morina con iones

conocer el comportamiento de este

ls presente Memoria de

fijacién de morina en un

dores de iones, catiénico y amniénico
en el estudio cualitativo previo.

establecen las caracteristicas

oxiflavona fijada sobre un soporte

influencia de diversos factores (pH,

esta emisién luminiscente.

permitirédn conocer el comportamiento

para abordar en los siguientes

Memoria de Doctorado.




EXPERIMENTAL

Reactivos

cambic catiénico Sephadex

anionlca

Sephadex

1o AcIinas o
las resinas sSe

QAE

han

A-25, en

utilizado

se observé que el proceso de

u otros y posterior

lavado ccn

una contaminacién que se traducia en

flugrescente de

morina

atamiento, ntros,

y Smith ( 56). Segun este

nrocedimie

t mantiene

etanoi Se

iltrar

4 o
Lras

embargo,

de Eerkley

lve la morina en

carbén




tal :
.al y como lo hacen Laitinen v Kival 157
acen Laltinen y Kivalo (157), ya

- )

eter no se observé precipitado alguno.

ok ST IR SRS
<l tratamiento seguido por nosotros en la purificacién

a marine empleada, calidad reactivo enalisis, consiste en

=nl RN p R : y s " ’
disolver © g de la misma en el minimo volumen de etancl del

99,5% necesario para su solubilizacién <(unos 30 mwml). A
continuacion se le afladic 0.5 g aproximadamente de carbén activo
y se mantuvo a una temperatura de 5°C durante 24 hnras. Se filtré
la disolucién a través de una membrana de prpel de filtro
(Millipore) de 0.45 um de poro, y se anade lentamente al filtrado
un volumen de agua bidestilada fria del mismo orden que la
disolucién de morina, con lo que precipita el reactivo. Se
mantiene a una temperatura de 5°C durante 24 horas y &
continuacién se filtra el precipitado de morina a través de una
membrana de Millipore de 0.45 um. Se repite la operacion,
disolviendo nuevamente la morina en etanol y reprecipitandola por
adicién de agua bidestilada fria. Se filtra nuevamente y se
mantiene en un desecador a vacio hasta pesada constante. El
rendimiento de la operacién es de 4.1 g de un polvo amarillo cuyo
punto de fusion es de 290°, valar que esta de acuerdo can el

aportado por la bibliografia (1357).

Las disoluciones de morina 1qui empleadas se
prepararon a partir de 0.02 g de esta morina purificada por
disolucién en etanol del 99.5%. Se cocmprobé que €S necesario
prepararla semanalmente, debido a la pérdida de intensidad de

fluorescencia que presentaban  las muestras que contenian

disolucién de morina de mAs tiempo. Se prepararon diariamente

las correspondiente&% diluciones en etanol del 99.5%, debido a la

escasa estabilidad del reactivo.

_ Disolucicnes reguladoras de HPO42" /P04~ de diversos

valores de pH, preparadas a partir de una disolucién de Na=zPOa

0.4 M (76.024 g en 500 mL de agua bidestilada) y la cantidad de

H-POa concentrado necesaria para la obtencion del pH deseado.




Disoluciorn reguladora de Acido acético/acetato sédico

livarens us s ol
de diversos valores de pli, preparadas a partir de una disclucién
de CH~COONa O0.1M (6.804 g en 500 mL de agua bidestilada) y 1la

cantidad de CH.COOH necesaria para la obtencién del pH deseado.

Todos los reactivos empleades en este estudic han sido
de calidad 1eactivo anédlisis en unos casos y suprapuros cuando

fué necesario.

Aparatos utilizados
Las medidas fluorimétricas se realizaron en un
especurometro de luminiscencia LS-5 de la casa Perkin Elmer,
equipado nm una lampara de Xenomn pulsante de 9.9 WV,
£/3 Monk-Gillieron, contador cuéntico de Rodamina

espectra de excitaciém, un fotomultiplicador

un registrador X-Y Houstan mod. Omnigraphic y

+to-criostato Braun-Melgunsen Frigomix U.

Para comparar todas las medidas de fluorescencia ¥y
asegurar la reproducibilidad en las coundiciones experimentales,
el fluorimetro LS 5 se comprobd diariamente. Para ello se empled
un patréon de polimera fluorescente de p-terfenila (1077 M) que
puestra una intensidad de fluorescencia relativa de 08 % a lam T
340 nm, lexec = 299 DN, rendija de excitacion ¥ emisién 2.5 nm ¥

factor de sensibilidad 0.594.

- pH-metro digital CRISON mod. 501, provisto de um

electrodo INGOLD combinado de vidrio y calomelanos saturado.

- Agitador ratatorio de botellas AGITASER mod. 2000.

- Placa agitadora—calefactora HEIDOLPH mod. 200Z.




- Cubetas de cuarzo THERMAL SYNDICATE de 1
paso opticao,

mm de

- Embudos filtrantes de disefio propic provistos de

placa de vidrio sinterizado n? 3, de disefic propio, para 1la

recogida de la resina.

- Bspectrofotometro BAUSCH & LOMB mod. Spectronic
2000, pravisto de registrador X-Y HOUSTON mod. 33-35-08.

Ordenador personal IBM PC XT-286 microcomputer de

512 KB de memoria RAM provisto de disco duro de 20 MBytes,

unidad de disco flexible de 5% pulgadas, tarjeta gréfica Hércules
y CGA, impresora Olivetti DM 100, interface RS232C para
establecer la ccomunicacién con el espectrofluorimetro y un

programa FLUOPACx 1.00.

La recogida y tratamiento de datos se ha realizado
mediante un pagquete de programas FLUOPACK 2.00 diseflado por F.
Garcia Sanchez y V. Cerdd (158), para el modelo de
espectroflucrimetro empleado por nosotros. La representacion
grafica se ha llevado a cabo con el programa GOLDEN SOFTVARE

3.00 (1086), previamente adaptado y modificado por nosotros.




III1.3., CARACTERISTICAS ESPECTRALES

I111,32,1, Espectros de fluorescencia total de

la morina fijada sobre Sephadex QAE
A-25

La disponibilidad de dos monecromadores en los
espectroflugrimetros, permite registrar dos tipos de espectros.
Haciendo variar la longitud de onda de excitacién (por la
variacién de la posicion del corraspondiente monocromador), a una
longitud de onda de emisién fija, obtenemos el espectra de
excitacién, mientras que al variar la longitud de onda de emisién
(moviendo el monocromador de emisién), a una longitud de

excitacion fija, obtenemos el espectro de emisicu.

Asi, los espectros de emisién y  excitacién
convencionales, no SO0 descripciones completas de las
caracteristicas fluorescentes de un determinado compuesta, pues
para cada longitud de onda de excitacisn habria um espectro de
emision diferente. Una descripcién completa requiere un espectro

tridimensional en el cual uno de los ejes es la escala de la

longitud de onda de excitacién; un segundo eje, representa la
de

longitud de onda de emisién, ¥ el tercer eje es el eje

intensidades. Tales espectros son conocidos como matriz de

excitacién-emision 0 espectros de luminiscencia total.

Este espectro es una proyeccién que contiene ¥

espectros individuales superpuestos. En nuestro casoc la obtencién




de los mismos sidc 5 1
mismos ha sido posible gracias a la comunicacien

ezt cida
establecida entre el espectrofluorimetro y un ordenador; a um
'

programa de recogida vy tratamiento de datos (FLUOPACK) y a un

programa de representacién tridimensional (GOLDEN SOFTVARE).

El programa FLUOPACK utilizado (158) tiene, entre
otras opciones, la posibilidad de realizar 50 barridos de
emision, cada uno de ellos a una longitud de onda de excitacién
que se va aumentando en incrementos constantes para cada barrido
de emisién, de manera que el intervalo de excitacién se divide
entre 50. Los espectros son archivados y asi posteriarmente se
pueden realizar operaciones con ellos tales como resta, suma,
multiplicacién y division de espectros.

La representacién de los datos con el “software”
original indicadc requiere un conjunto “red" de datos regularmente
espaciados. En este sentido el Golden contiene una opcién
denominada GRID que crea una red regularmente espaciada a partir
de otra irregularmente espaciada. Esta consiste en una rejilla XY
cuya densidad puede establecerse determinando el numero de lineas
en cada direccién, y en la cual el valor de la coordenada Z se
sitta en los puntos de interseccién de las lineas, calculados a
partir de los datos reales (irregularmente espaciadas) por un

proceso de interpolacién.

El tiempo de ejecucién de esta operaciéen depende del
namero de datos y de la densidad de la rejilla, pudiendo variar
desde pocos minutos a varias horas.

Cuando se trabaja con un numero de datos considerable,
como los que se obtienen de los espectros tridimensionales, el
nomero de célculos que el programa debe realizar es muy grande,

de tal forma que para una red de tan solo 19 X 12 (que

contendria 180 valores obtenidos por interpolacién de una
(entre 5000 y 100000 el

cantidad mucho mayor de datos reales

tiempo de ejecuciéon es de mas de 10 horas y al final solo se

ic : cién a
obtiene una representacion que no es mas que una aproxima
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l0s espectros reales, lo que supone serias limitaciones en 1la

aplicacién practica del programa.

El hecho, par otro lado, de que los datos obtenidos de

los asnectros tridimensionales constituyen un sistema
regularmente espaciado, nos hizo pensar en la posibilidad de
evitar los calculos para la obtencién del Grid, puesto que estos
datos se adquieren de tal forma que a cada punto de interseccién
de una rejilla de 50 x A {donde A es el barrido de emisién
empleado) le corresponde un valor determinado de la intensidad
de fluorescencia relativa, limitandose la operacién de creacién de
la rejilla (grid) a una simple "ordenacién" de los datos con
objeto de darles el formatn que la opcién Grid emplea en el
programa original, para que asi puedan ser interpretados
correctamente por las opciones de representacién que vamos a
utilizar. De esta manera uc hace falta realizar ningin tipo de
interpolacién de valores vecinos.

Esto se consiguié com un programa BASIC desarrollado
por nuestro Grupo de Investigacién.

Con esto se tienen en cuenta la totalidad de los datos
recogidos en los espectros y la representacién de los mismos es
el espectro tridimensional real del sistema, que se ogbtienen con

una mayor resolucién que con el programa Grid original.

El espectro tridimensional de la morina se ha

Sephadex QAE A-25 que es, como S€ ha

establecido solamente en

indicado anteriormente en el estudio cualitativo, el gnico soporte

donde el reactivo se fija presentando méxima intensidad de

cencia y a un valor de pH alrededor de 10. Cua
tridimensional en 0Otros soportes

£l ndo se trata
uares

de registrar el espectro .
(Sephadex gp C-26 y G-15) mo se pudo establecer debido a la

escasa fijacion de la morina que tiene lugar.




e - .
Para ello, se preparé un matraz aforado que contenia

500 mL de agua bidestilada. Se trasvasé a

una botella de
polietileno de 1 L y se afladieron 2.5 nL de disolucién etanélica

de morina 2x10° "%, la cantidad de NaOH necesaria para la

obtencicn del pH necesario y 200 mg de resina Sephadex QAE A-25.

Se preparé asimismo un blanco que no contenia morina y se

sometic al mismo tratamiento.

Después de agitar durante 10 minutos, se filtraron las
disoluciones bajo succién a través de un embudo troncocénico
filtrante descrito en la figura I1l.1, provisto de una placa de
vidrio sinterizade del n2 3, y conectado al vacio que origina una
trompa de agua unida a la tabuladura lateral del kitasatos. A
continuacién, se recogié la resina con la ayuda de un capilar de
vidrio estirado y se empaqueté en la cubeta de medida junto coa

un pequefic volumen de disolucién.

183cm

Figura III.1. Embudo filtrante




Se procedic al registro de los

espectros en las
siguientes condiciones: intervalo de emisién entre 500 y 600 nm;

intervalo de excitacién: entre 400 y 500 nm variundo de 2 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. Los espectros obtenidos se

representaron haciendo uso del programa Golden antes comentado.

Los resultados se muestran en la figura II11.2.

Como puede observarse en la figura I11.2, debido a los
intervalos de longitudes de onda empleados para la excitacién y
emisién, apa. :xce la linea Rayleigh en aquelios casos emn que
coinciden ambas longitudes de onda (es decir las posiciones de

los monocromadores).




morina fijada en

Espectru trimensional de 1la
y del blanco (B

Figura II1.2.
Sephadex QAE A-25 )

-115-




IT1.3.,2, Espectros diferencia

Con objeto de hacer desaparecer la linea Rayleigh de

la representacién y obtener el espectro de luminiscencia total
del sistema, se resté, utilizando la opcién correspondiente del
programa Fluopack, el espectro del blancou al del sistema y el

espectro resultante se representa en la figura IIL.3.

Figura IT1.3. Espectro de luminiscencia total del sistema

morina-QAE




III1,.2.32,.Curvas de nivel

Un segundo meétodo para representar los espectros de

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

Esta posibilidad tambien esta contemplada en las opciones del
Golden. En la figura IIl.4, se representan los topogramas del
sistema y de su diferencia con el blanca. Coma puede observarse
lus dos ejes normales representan las longitudes de onda de
pxcitacién y de emisién mientras que las intensidades se
expresan con una serie de curvas de nivel.

Este sistema presenta ventajas importantes pues
permite determinar el maximo del sistema con gran precisién y
calcular, como veremos y usaremos posteriormente, el intervalo de
longitud de onda optimo para la obtencién de espectros
sincrénicos.

El sistema morina-QAE presenta un méximo de emision a
558 nm y un maximo a una longitud de onda de excitacién de
439 nm.

En disolucién (159) la mcrina presenta un maximo de
-misién a 545 nm excitando a una longitud de onda de 460 nm,
para el mismo valor de pH que éste ectudio. Se observa un
desplazamiento de la longitud de onda de excitaciéon hacia valores
inferiores y del méximo de emisisn hacla valores superiores 8.

fijar el reactivo sobre el cambiador catiénicao.




a del sistema QAE A.25-morina (A) y de la
o (B)

Figura I111.4. Topogram

diferencia del sistema con el blanc




IIT1.3.4, Espectros bidimensionales en fase

resina

El espectro de luminic _ncia total, como se ha

indicado anteriormente, nos permite tener una visién global del

comportamiento fluorescente del sistema y poder elegir las

caracteristicas espectrales optimas extrayendo, mediante 1la
opcién correspondiente del programa utilizado, los espectros de
excitacion y emisién méas intensos del conjunto. Los espectras

obtenidos se representan en la figura IIL5 y IIL6.
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Figura II11.6. Espectros diferencia de excitacién y emisién del

sistema QAE-morina

1I11.3.5. Espectros bidimensionales éen diso-

lucién

Can objeto de estudiar las variaciones gque en Sus

caracteristicas espectrales pueda sufrir el sistema cOmd

consecuencia de su fijacién en el gel se han obtenido tambien los

espectros de excitacisn y emisien de la morina en disolucion a pH

basico y acido.




Para ello, en un matraz aforado de 50 nlL s

= =

introdujeron 2 mL de disolucién etanslica de marina al 0.02% la
. 1]

cantidad de NaOH necesaria para la obtencién de un pH alrededor

de 10 y agua bidestilada hasta enrasar.

Las longitudes de onda de los maximos de excitacién y

emision se han obtenido realizando un "pre-scan" secuencial de
excitacién y emisién, lo que nos permite conocer las longitudes
de onda de dichos méximos. BSe obtuvieron valores para la
longitud de onda de excitacion y emision hasta conseguir una
pareja de valores que se repitiera un nimero de veces
representativo.

Las condiciones operatorias para el registro de los
espectros fueron: lewe = 472 nm, )ew = 547 nm, rendijas de
excitacién y emisién 2.5 nm y factor de sensibilidad 0.9.

Asimismo, a un matraz aforado de 50 mL se adicionaron
5 mL de disolucién etanélica de morina al 0.02%, la cantidad de
4cido acético necesario para la obtencién de un PpH alrededor de
5.00 y agua bidestilada hasta enrasar.

Las condiciones operatorias para el registro de las

fueron: hexe = 495 nm, lem = 531 nm, rendijas de

v emicién 2.5 nm y factor de sensibilidad 0.9.

Las figuras IIL.7 ¥y 111.8 muestran los espectros
obtenidos. De su observacion puede deduc’.se gue el espectro de
excitacién de la morina en medio basico presenta un maximo a la
longitud de onda de 472 nm, mientras que el de emision tiene un
maximo a una longitud de onda de 547 nm, por lo que

representa vn desplazamiento Stokes de 133333.4 cm~'. El espectro

de excitacion de la morina en medic &cido presenta un maximo a

la longitud de onda de 455 nm, mientras que el de emisién tieme

ur maximo a una longitud de onde de 531 nm, por lo que

representa un desplazamiento Stokes de 131578.9 cm™'.




Espectros de excitacién y emisién de la morina en

Figura IIL.7.
disolucién y en medio basico




i6n y emision de la morina en

Figura II1.8. Espectros de excitac
disolucién y en medio acido




I11,3,6, Espectros uv-vis

Se registran los espectros uv-vis de la morinz: en fase

solida y se establecen sus diferencias con respectoc a disolucién.

I11.3.6.1. Especiros uv-vis en disolucién

Se han establecidu los espectros uv-vis de la morina
en disolucien tanto a pH basico (11.00) como &cido (5.00). Para
ello, se toman un matraz de 50 mL y se aflade una concentracién
de morina (supericr a la que se emplea en fase sélida) de 2 mL
de disolucién etandlica al 0.02% y la cantidad de NaOH necesaria
hasta obtener un pH = 11.00 y en otro matraz de 50 mL se afiaden
5 mL de disolucién etanélica de morina 0.02%, la cantidad de
scido acético necesario para la obtencién de un pH = 5.00. Se

registran los espectros que se representan en la figura 1IL.9.




morina en disolucién

Figura I11.9. Espectros uv--vis de la

111.3.6.2. Espectros uv-v7is en fase solida

Se han registrado el espec.rc uv-vis de la morina emn

medio basico fijada sobre Sephadex QAE a-25.




P\

ara ello, 500 mL de agua bidestilada se transvasan a
una botella

de polietileno y se afladen 10 nlL de disolucién
etanélica de morina 0.02%, la cantidad

de NaOH necesaria para la
11.00 y 100 mg de Sephadex QAE A-25. Se
agita durante 10 minutos, se filtra y se procede al registro del

obtencién de un pH =

espectro que se representa en la figura III1.10.
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Figura I11.10. Espectros uv-vis de la morina fijada em Sep
QAE




Los
o valores de longitud de onda maxima y

absortivi 5
ividades molares se relacionan en las tablas III.1 y III.2

Tabla II1.1. Morina en disolucién

2
275.7 5833.4 316.5 4166.7 415.0 6833.4
260.8 5500.0 386.9 4291.7

Tabla 1I1.2. Morina fijada en Sephadex QAE A-25

-—-----:='======:========================================::==
4 (mn_..' £ ai £ Alnm) £
(lwol ", ca”’) (ool en') (1m0l ', cn")

288,5 78333.4  321,3 775834

Es de destacar que:

1) Las longitudes de onda de los méximos de los

espectros de excitacisn de la morina en disolucién

455, 472) se desplazan hacia longitudes de onda

superiores con respecto a las maximas del espectro

uv-vis del reactivo en disolucién.

Las longitudes de onda del maximo del espectro
de la morina fijada sobre Sephadex

del orden del maximo del

de excitacién

QAE A-25 (439 nm) es

espectro uv-vis de la misma.




INFLUENCIA DE VARI ABLES




III.4,1, INFLUENCIA DEL pH

Se ha realizado el estudio de la influencia del pH
sobre la fijacisn de la morina en los tres soportes Sephadex
anteriormente seleccionados: los cambiadores QAE A-25, SP C-25 y
el adsorbente G-15, en el intervalo de pH comprendido entre 2 y
12, ajustado con HC1 y NaOH.

Para ello se preparé tres series de matraces aforados
de 500 mL de agua bidestilada. Se transfirieron a sus
correspondientes frascos de polietileno y se les afiadieron 2,5 mL
de disolucién etandlica de morina 2x107% %, las cantidades de HCl
y NaCH necesarias para la obtencién de pH deseade y 100 mg del
correspondiente soporte Sephadex.

Después de una agitacién de 10 minutos, se filtraron
las disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié su
intensidad de fluorescencia. La proporcion de etanol en todos los
casos es de 0.05%.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: hene = 439 nm, hewm = 556 nm,
cuando 1a resina empleada era QAE A-25, dawc = 400 nm, dem =

496 nm, cuando la resina empleada era SP C-25 ¥ hene = 443 nm,

hen = 497 nm cuando se utilizaba como soporte Sephadex G-15. En

todos los casos las rendijas de excitacién y emisién de 2.5 nm,

factor de sensibilidad 0.05 y temperatura 20°C.
Los espectros de emisién obtenidos para la morina

fijada en Sephadex QAE A-25, se representan en las figuras II1.11

y II1.12.
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Figura I11.12. Espectros de emisién de la morina fijada en
Sephader QAE A-25 en funcién del pH

Los resultados obtenidos en el estudio de la influencia
del pH sobre la morina en disolucién ¥y sobre la fijacién de la
morina en los tres soportes Sephadex seleccionados, se recogen en

la tabla III.3 y se han representado graficamente en las figuras

111.13, 111.14 y IIL15.




Tabla I11.3. Influencia del pH en la fijacion de la morina sobre

los diferentes soportes

Sephadex QAE nex ephadex
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Figura 11115, Influencia del pH sobre la morina fijada en
Sephadex G-15

De la observacién de los espectros de emisién d- la

morina en Sephadex QAE para los distintos valores de pH

ensayados (figuras 11111 y Iild2), asi come de la representacion

de la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de los

correspondientes maximos de emision de la morina en disolucién ¥

fijada en varios soportes en funcién del pH (figuras 111.12,

117..3, I11.14 y II1.15), puede concluirse:

1.- De los tres copartes ensayados, solo en la resina

QAE A-25 se observa una fuerte fijacicn a todos

los valores de PpH experimentados. Este resultado




es logico si tenemos en cuenta que se trata de um
cambiacdor anionico, en contraste con la naturaleza
catiénica de la rusina SP C-25 y la ausencia de
grupos cambiadores e la G-15. Por esta razén, la
pequefia fluorescencia que se observa en estas dos
Gltimas resinas, que es del mismo orden, puede ser

atribuido a un proceso de adsorciomn.

En la resina QAE A-25 el méaximo de emision de la
morina fijada (558 nm) permanece constante e
independiente del pH del medic. Este resultado
contrasta con el encontrado en bibliografia (159)
para la morina en disoluciénm, la cual presenta un
desplazamiento en los méximos de excitacién ¥y
emisién hacia valores mayores a  aumeniar el pH
del medio. Asi a pH 2 las longitudes de onda de
los maximos son 418 am y 495 nm, mientras que a

pH 13 pasan a ser 455 y 548 om respectivamente.

cxiste gran dependencia de la intensidad de
fluorescencia del sistema morina-QAE-A.25 con el
pi. El valor de aquella es méximo dentro del
amplio intervalo comprendido entre 8 y 1%

decreciendo para valores superiores e inferiores.

El reactivo en disolucion presenta un
comportamiento similar, aunque el intervalo de

maxima intensidad de flugrescencia es algo Bas

estrechc 11-13 (159).

El comportamiento fluarescente de la morina con el

pH tanto en disolucién como fijada en fase resina

Sephadex QAE A-25 puede justificarse Ppor la

diferente fluorescencia de sus formas ionicas. En

ambos casos la similitud de su compartamiento ncs

hace pensar que Sean las mismas.




INFILUENCIA DE LA TEMPERATURA

Se ha estudiado la influencia que ejerce la temperatura
intencidad de fluorescencia de la morina fijada sobre

s cambiadores Sephadex QAE A-25, SP C-25 y el adsorbente G-15.

Para ello se han tomado tres series de matraces
aforados que contenian 500 mL de agua bidestilada a los que se
han afiadido 2,5 mL de disolucién etandlica de morina al 2x1077%,
y a continuacién a la primera serie se le afiade la cantidad de
NaOH necesaria wvara cbtener un pH = 10.00 y 100 mg de resina

.x A-25, a la segunda serie se le aflade la cantidad de

cesario para la obtencién de un pH = 5.00 y 100 mg de

Sephadex SP C-25 y la tercera serie la cantidad de AcH
io para obtener un pH = 5.00 y 100 mg de resina Sephadex
Después de una agitacién de 10 minutos, se filtraron
y se llend la cubeta pracediendose a la medida de

la seflal de fluorescencia de cada una de las series.

Las condiciones operatorias para la medida de la

{ntensidad de fluorescencia en la primera serie fueron: Aacc

30 nm, hew = 9258 nm, rendija de excitacién y de emisiéon de

2.5 nm, factor de sensibilidad de 0.1 ¥ temperatura variable.

Los resultados se iudican en la tabla III.4 y se han

representado en la figura IIL.16.




Tabla III.A. Influencia de la temperatura sobre la intensidad de

fluorescencia del sistema morina-QAE

calentamiento enfriamiento
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De la observacién de la figura I11.16, puede deducirse

. 1 3 - = :
que la intensidad de fluorescencia decrece cuando la temperatura

1 istema se inc
del sistema se incrementa. Este decrecimiento corresponde a un
f

&
~

hasta 25°C, a un 8% hasta 40'C y a un 14% hasta 60°C. La

ecuacion experimental obtenida es [FR = 95.82 - 045 T (°C)
0.992).

r =

Este efecto observado en fase solida es reversible, es
decir enfriando nuevamente el sistema, la intensidad de
fluorescencia recupera el wvalor inicial. Sin embarge, en
disolucién apenas influye la temperatura sobre la intensidad de
fluorescencia de la morima (159), s¢élo se observa una pequelua
disminucién de la sefial, alrededor de un 10%, en el intervalo
estudiado comprendido entre 15 y 40°C. Este comportamiento
nuevamente apunta hacia el diferente ambiente que rodea a la

mor-ina en medic homogéneo y en fase solida.

Las condiciones operatorias para la medida de la
segunda serie fueron: e 400 nm@, dew = 496 nm, rendija de
excitacién y de emisién de 2.5 nm, factor de sensibilidad de 0.1
y temperatura variable. Los resultados obtenidos se indican en la

tabla 1115 y se han representado en la figura IIL.17.




Tabla I1I1.5. I anc
nfluencia de la temperatura sobre la intensidad de

fluorescencia del sistema moripna-SP

calentamiento ,
# enfriamiento

servacieon de la {igura 111.17 puede deducirse
la

De la aob

que cuando la fijacién es par adsorcicn, como seria este caso,
mientras que cuando

influenciz de la temperatura es muy pequefia,

lo es por canbio ipnica es muy considerable.
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Las condiciones operatorias en las que se mide la
seflal de fluorescencia de la tercera serie son: de.e = 443 nm,
Aew = 497 nm, rendija de excitacion y de emision de 2.5 nm vy
factor de sensibilidad de 0.1. Los resultados se indican en 1la

tabla II1.6. y se han representado en la figura II1.18.

Tabla 11" 6. Influencia de la temperatura sobre la intensidad de

fluorescencia del sistema morina-G.15

calentamiento enfriamiento

T8¢°C)  XIER

puede deducirse

De la abservacién de la figura IIL.18
-encia de la mor
afectada por la

i fijada por
intensidad de fluores ina fij] P

que la
resina neutra es Ppaco

adsorcién gobre una

modificacién de la temperatura.
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III.4,.3, INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
DE MORINA

Se realizs el estudio de la influencia que ejerce la
concentracién de morina sobre la intensidad de fluorescencia de
la misma fijada sobre el cambiador aniénico Sephadex QAE A-25,
el cambiador catiénico Sephadex SP C-25 y el adsorbente Sephadex
G-15.

Para ello se prepararon tres series de frascos de
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