V.4, ESTUDIO DE LAS RENDIJAS DE
EXCITACION Y EMISION

Para comprobar la influencia que ejerce la anchura de
la rendija de excitacién y emisién sobre la intensidad de
fluorescencia, se preparo una muestra que crutenia 4 mlL de
disolucién de Al(III) de 0.1 mgl ' y se enrasé con agua
bidestilada hasta 500 mL.

Se transfirié a un frasco de polietileno y se
afiadieron 2 mL de disolucién etandlica de morina 6.2x10°% %,
10 mL de disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico de
pH = 5.00 y 100 ag de resina SP C-25.

Tras agitar durante 15 minutos, filtrar y llenar la
cubeta se aidié su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias fueron: le-c = 426 nm, Aem
= 496 nm, rendija de excitacién 25, 5, 10 y 15 np y rendija de
emisién de 25 y 5 nm (pues para anchuras superiores se satura
el fotomultiplicador), factor de sensibilidad 0.5 y temperatura
20°C.

En la tabla V.4 se indican los resultados obtenidos

que se representan en la figura V.5.




Tabla V.4. Anchura de las rendijas
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Influencia de las rendijas de excitacién y emisién
sobre 1la intensidad de luminiscencia

Figura V.5.




Se observa en la figura anteriar, que:
1) Al variar las rendijas de excitacién, se abserva

que al aumentar ésta, disminuye la intensidad de
luminiscencia.

2) Al variar las rendijas de emisién, se abserva que

al aumentar ésta, aumenta notablemepte la
intensidad de luminiscencia.

Este comportamientao, que estd de acuerdo con las
previsiones teéricas (26,167), asi como con .los resultados
obtenidos en el sistema Be(II)-morina-QAE, nos induce a fijar en
2.5 om la anchura de la rendija de excitacién, valor que al mismo
tiempo que origina la maxima sefial de fluorescencia, posee menar
ancho de banda y, por tanto, menor dispersién de la radiacién
luminiscente emitida. Por esta dltima razém, la rendija de emisién
se fijo en 2.5 nm aunque el valor de la seflal luminiscente medida

sea el mas bajo.




V.5, CARACTERISTICAS ESPECTRALES

Espectros de fluorescencia total del
complejo AlC(III)-morina en fase
resina Sephadex SP C-25

Como ya se ha indicado en el Capitulo III, la abtencién
de los espectros de fluorescencia total ha sido posible gracias a
la comunicacién establecida entre el espectrofluorimetro y un
ordenador, al emples de un programa de recogida y tratamiento
de datos (FLUOFACK) y a un programa de representacion
tridimensional (GCLDEN SOFTVARE). Las caracteristicas de ambos

programas han sido descritas con antericridad en el Capitulo IIL

Para la obtencién de los espectros de fluoresceicia
total del sistema morina-Al(III) en fase resina se prepard um
matraz aforrdo de 500 mL en el que se introdujeron 4 mL de
disolucion de AL(IID) de 0.1 mgl™' y se enrasé con agua
bidestilada.

Se transvasé a una botelia de polietilenc y se
afiadieron 2 mL de disolucis 1 etandlica de morina 6.2x1072 %,

10 mL de disolucién reguladora de Acido acético/acetato sédico

(0.1%), que es el tampon mas ampliamente empleadoc en disolucién,

(46), de pH = 5.00 que es la zona de pH idénea segin se deduce

del estudic curlitativo previo ~g 88). Asimismo se afiadieron

100 mg de resina SP Sephadex C-25.




Analogamente se introdujeron 500

ml  de agua
bidestilada en otra botella de polietileno afladiendose los mismos

volumenes de reactivas indicados anteriormente.

Después de una agitacion de 15 minutos, se filtraron
lis disoluciones, se llenaron 1las cubetas Yy c<e procedic a
registrar los espectros en las -iguientes condiciones: intervalo
de emision entre 450 y 550 nm; intervalo de excitaciém entre 350
y 450 nm variando de 2 en 2 nm para cada barrid; de eaisi
(pues el programa Fluopack rcaliza 50 barridos), rendijas de
excitacién y emisién 2.5 am y factor de sensibilidad 9.1.

Los espectros obtenidos de la muestra y el blanco se
representaron haciendo uso del programa Golde.. ya comentado en

el Capitulo IIl. Los resultados se muest'.n 2n la figura V.6.

Como puede observarse en la figura V.6 indicada,
debido a los intervalos de longitudes de onda empleadc~ para la
excitacién y emisiéu, aparece la linea Rayleigh en aquellos casos
en que coinciden ambas longitudes de onda fes decir las
posiciones de los monocromacares). Los elevados valores de csta
intensidad Rayleigh determinan que, por razcnes puramente de
escala, .3 intensitc 1 de emision fluorescente del sistema

Sephadex SP-mcrina-A ‘11D aparezca algo atenuada.




e la muestra (A) y del

Espectros trimensionales d

Figura V.6.
blanco (B)




V.5.2, Espectros diferencia

Con objeto de hacer desaparecer la linea Rayleigh de

la representacién y obtener el espectro de luminiscencia total
del sistema, se rests, utilizando la opcién correspondiente del
programa Fluopack, el espectro del blanco al del sistema y el
espectro resultante se representa con distintas vistas (figuras

V.7 v V.8) por rotacién alrededor del eje Z.




scencia total del sistema visto

Espectro de lumini
erentes angulos de rotacién alrededor del

segin dif
eje 2.




Figura V.8. Espectro de luminiscencia total del sistema visto

segin diferentes angulos de rotacién alrededor del

eje Z




V.5.,3, Curvas de nivel

En las figuras V9 y V.10, se representan los

topogramas del sistema morina-Al, del blanco de morina y de la

diferencia. Como puede observarse los dos ejes normales

representan las longitudes de onda de excitacién y de emisién

mientras que las intensidades se expresan con una serie de

curvas de nivel.

Este complejo presenta un maximo de emisién a 496 nm

¥ un maximo a una longitud de onda de excitacién de 426 nm.
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Figura V.9. Topograma del sistema SP C.25-morina ALIII
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Topogramas de la diferencia del sistema SP C.25-
y del blanco (b).

Figura V.10.

morina-Al(IID y el blanzo @




Espectros bidimensionales en
rasina

fase

El espectro de luminiscencia total, como se ha
indicado anteriormente, nos permite tener una visisn global del
comportamiento fluorescente del sistema y poder elegir las
caracter * .cas espectrales optimas representando, mediante 1la
opcién correspondiente del programa utilizado, los espectrus de
excitaciéon y emisiéon més intensos del conjunto. En nuestro caso
segun se observa en la figura anterior esto colncide con el

espectro de excitacion y emisién que se representa en la figura
V.i1.
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morina-Al(111)
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V.5.5, Espectros bidimensionales

disolucién

Coan cbjeto de estudiar 1las variaciones que en sus

caracteristicas espectrales pueda sufrir el Sistema como
consecuencia de su fijacién en el gel se han abtenido tambien los
espectros de excitacién y emisién del sistema marina-Al(IID) en
disolucisn.

Se han establecido los espectros de excitacién y
emisioén del sistema morina-Al(III) en disolucién. Para ella, en un
matraz aforado de 50 mL se introdujeron 4 mlL de disclucién de
Al1<I1II) de 0.1 mg.L', 2 mL de disolucién etanélica de morina al
1.2x107"%, 1 mL de disolucién reguladora de acido acético/acetato
sodico ce pH = 5.00 y agua bidestilada hasta el enrase. Se

preparc asimismo un blanco que no contenia aluminio.

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

La figura V.12 muestra los espectros obtenidos. De su
observacién puede deducirse que el espectro de excitacién
presenta un maximo a la longitud de onda de 431 nm, mientras que
el de emisién tiene un maximo a una longitud de onda de 512 nm,
por lo que representa un desplazamienta Stokes de 3670.61 cm™’'.

Las condiciones operatorias para el registro de los
512 nm, rendijas de

ESPECtI‘OS fUEan: }\a:m' < g 43 1 nm ) k&li‘\

excitaciéon y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 6.0 ¥

temperatura 20°C.
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Figura V.12. Espectros de excitaciéon y emisién del sistema

morina-Al1(III) en disolucién




La comparacisn de las anteriores figuras V.11 y V.12,

3 A oy “ea PR
donde se muestran los espectros de excitacison vy

sistema morina-Al<¢IID

emisién del

en disolucién y en fase resina, nos
permite afirmar que:

1) Las longitudes de oiuda de los maximos de
emisiéon son diferentes para el sistema en
disolucién y en fase'resina (512 y 496 nm).

La longitud de onda del maximo del espectro de
excitacion en fase resina (.. = 426 nm) sufre
un ligero desplazamiento hacia longitudes de
onda menores vrespecto a la observada en
disolucién Owse = 431 nm).

La modificacién del ambiente que rodea al
complejo en fase resina con respecta a
disolucién, determina probablemente la
modificacién del espectro de fluorescencia. La
principal diferencia entre el aspecto de los
espectros de ambos sistemas es la mejor
resolucién del espectro en fase resina y la
menor anchura de pico que caracteriza el
espectro en disolucién.

Un efecto similar se observée en el sistema
Be(ID)-morina fijado en Sephadex QAE A-25
(Capitulo IV}, y en el complejo Al (IID)-morina

inmovilizado en celulosa (198).

Segin la bibliografia consultada, el complejo estudiado

en disolucién por Will (34), presenta una longitud de onda de

excitaciéen y de emision (440 y 525 nom, respectivamente)

s ros en el estudio
similares a las encontradas por nosotro

; W re—
comparativo realizado en disoiuclon




En algunos trabajos publicados acerca del complejo

Al‘lIlD-morina se observa alguna modificacién con respecto a los

valores obtenidos en disolucién; las longitudes de onda

encontradas son parecidas a las del sistema Al(IID)-morina-SP
C.25. Asi, para el complejo extraido en metiliscbutilcetona (73)
las longitudes de onda son dewc = 418 nm ¥ hem = 495 nm, el
complejo con agente surfactante (127) presenta una hewe =

430 nm y aw = 495 nm y en el caso del complejo inmovilizado
sobre celulosa (198) la hewc = 420 nm § dem = 488 nm. Estaos

datos se resumen en la tabla V.5.

Tabla V5. Longitudes de onda del sistema Al(III)-morina en

disolucion y en fase solida

longitud de onda (nm)
excitacién emisién

disolucién (pH

disolucion (pH ésta Memoria
extraccién en MIBK (73
agente surfactante (127)
fijado sobre celulosa (198)

fijado en Sephadex SP ésta Memcria




V.6, DETERMINACION DEL TIEMPOD DE VIDA
MEDIA DEL ESTADO EXCITADO :

Para éste estudio se han seguidc las consideraciones
expuestas con anterioridad en ésta Memoria Doctoral (Capitulo
.

La determinacién del tiempo de vida media del estado
excitado la hemos realizado a una unica temperatura (20°C).

La muestra se ha preparado operando sobre una
disolucién que en un volumen final de 500 mL, contenia 4 mL de
disolucién de AL(IID) de 0.1 mgl~' y agua bidestilada hasta el
enrase.

Esta disolucién se transfirié a un frasco de
polietilena y se afladierom 1.2 mL de disolucién etamélica de
morina 6.2x10-7%, 10 nlL de disolucién reguladora de é&cido
acético/acetato sédico (0.1M) de pH = 5.00 y 100 mg de resina SP
Sepkadex C-25.

Tras agitar durante 15 minutos, se filtro la

disolucién, transfiriendose la resina a la cubeta de 1 mm de

espesor.

Las condiciones operatorias para la medida de la
= 496 nm,

intensidad de flugrescencia fueron: lewe = 426 nm, Arem

rendija de excitacion 25 nm, rendija de emisién 2.5 nm, fact~r de

sensibilidad 0.3 y temperatura 20°C.
Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla V.6 ¥

se han representado graficamente en la figura V.13.




Tabla V6. Tiempo de vida media

ado excitado

' t
Figura V.13. Tiempo de vida media del es




De

-a anterior figura se deduce un valor del tiempo de
vida media, v = 4.02x10"% g,

Dado que, segun datos dr.erminados con anterioridad
9,

la vidz media de la caida del pulso de 1la lampara de xénon

es de este orden de magnitud, lo dmico que pademos afirmar en

esta experiencia es que el tiempo de vida media del procesa

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

la temperatura de trabajo (20'C), se trate de un proceso de

fluorescencia y no de fosforescencia.
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rvaciéon de la figura V.14 nos muestra un

-mprendido entre 4.70 y 6.00 que es optimo para
fijacion del complejo. Para valores de pH
5 superiores a 6.60 el complejo no se forma y/o

-ambiador iénico.
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Figura V.14. Influencia de la acidez

La forma de la curva representada en la figura V.14, es

la observada en la bibliografia
se afiade un agente surfactante

sinil" v a an el estudio del
complejo Al(IiD)-morina al que

(127) aunque en eéste caso la diferencia méxima entre la

del sistema y el blanco
Emplean disolucién reguladara de

flucrescencia se cutiene a un PH

comprendido entre 35 y 4.0.

acido acético/acetato s6dico de pH 3.8 para ajustarlo.

"'394‘




BIVE asimisma, ] Ui L& intenside
; +8 lntensidad

1 "o e -~y r + i
0lanco en nuestro estudi

110, permanece constante
estudiado " e rand s 1
estudlada, comprendido eatre 1.40 y 6.50.
riche y col (127), observan ur '
1277, observan una Jdependencia de
fluorescenci i S a i
fluorescencia de los blancos de morina-agente

1 pH. Para un pH comprendido entre 1.0 y 3.0

=1 - atw —ah -~ o Ty - 4
apenas hay sefial, pero esta se incrementa a partir de éste pH y

~n ha~ $
€ hace maxima a pH entre 0 v 5.0 ir d 1 i
it maxima a pH entre 4.0 y 5.0, a partir del cual comienza a

crande 1a { - e e - 3
descender la intensidad de fluorescencia hasta que a pH 6.0 la

medida es minima.

complejo Al(IID)-morina extraido en

metilisobutilcetona (73) en funcion del pH, indica que el maximo

de fluorescencia se obtiene a un pH comprendido entre 2 y 3. No
obstante,

en funcién del tiempo a distintos valores de pH, nos muestra que

nferiores a 3.5, la fluorescencia del complejo es

cbserva que a partir de un pH de 3.5, ajustado

isolucisn reguladora de HCI/KCl 1la intensidad de

constante a partir de 1 hora. Aunque el maximo

o cbtiene en el intervalo de pH 2-3, la

la razsn por la que se emplea comd

resaltar que el interva optimo en fase

4

un desple-amiento hacia superiores con

encaontrado por . iferentes autores

para el mismo zistema en disolucién y

En la tabla V.8 se indica de forma comparativa el pH
pptimo del complejo AL(IID-morina, segun el procedimiento y

~1 A 1 11
condiciones empleado, asi COmO la disolucién reguladora utilizada

en cada caso.




Tabla V.8

rt?gi.‘l&d;:;:j

agente surfactante 3. AcH/AcNa
extraccion en MIBK e HC1/KC1
disolucién 3.1 AcH
disolucion

fijado

2.7 1.1, Eleceiln disolucidén

reguladora

Una vez } o de manifiesto la influencia del pH y

ada la necesidad de ajustar éste en la zona éptima, es necesario
ele

seleccionar el tampén mas conveniente para ello asi como su valar
de pH mas adecuado mediante el empleo de esta disolucion
reguladora. Se han seleccionado para Su estudic aquellas
consideradas mas adecuadas en el rango de pH observado como

_ la fijacién del complejo, esta es, Acido
acético/acetato sédico, acido ftalico/hidrégeno ftalato y acido

mDnDLlarmacéticaﬁmanocloroacetato sadicao.

Para dilucidar cual de ollas es mas conveniente para

ol sistema en estudio, se prepararon tres series de disoluciones

e an un volumen final de 500 mlL contenian 1 ml de disoluciéon

que
de AT é& 1 mgh"' 7 ogua bid

Se transfirieron a Sus

estilada hasta el enrase.
correspondientes frascos de

polietileno y =€ les afiadieron 2 mlL de disolucisn etanélica de




ladora escogida en
mg de resina
correspondientes blancos para cada disolucién
se trataron igual jue la muestra.

[ras 30 mninutcs de agitacién, filtraron las

disoluciones y realizaron las medidas de intensidad de

"
BN S ppr e
L AUDrescernt

iciones operatorias para a medida de la
intensidad de {fluorescencia fueron, en todos S CASOS! law:
26 nm, Xem = 496 nm, rendijas de excitacién 2.5 nm, rendija de
emision 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.2 y temperatura 20°C.
obtenidos se muestran en la tabla V.9,

V.15.

Tabla V.9. Influencia del pH

Tampon scido acético/acetato sédico

MLFR’E' )
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Tampon acido ftalicosh idrogeno ftalato

[FRcw

%

a

i

Tampén monoclarvacético/monocloroacetato sédico
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Figura V.15. Influencia del pH con diversas disoluciones

reguladoras

Tampén 4cido acético/acetato sédico

Tampon nanaclarwoético/manaclarmaet&to zédico

Tampon é&cido ftalicoshidrégeno ftalato
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representa
empleando

sodice

L g

monocioro-ac

o y g in R - 1 £ 1 &
Ubael'vacioh de 14 b Lpura V.15 N ‘.‘j."JnijG: 8e

watensidad de fluorescencia en funcién del pH

disoluciones reguladoras: acido acético/acetato

ftalico/hidrogeno ftalato potasica y  acido

etico/monocloroacetato sédico, puede deducirse:

.0s tres tampones presentan cualitativamente un

im

intervalo de influencia similar centrado alrededor de
5.3, decreciendo la intensidad de fluorescencia
relativa tanto para valores superiores como
inferiores de pH.
El tampén A&cido acetico/acetato sédico, cuyo
comportamiento es el gque mas se asemeja al de la
disolucion sin tamponar, produce los valores mayores
en la intensidad de fluorescencia relctiva para esta
misma zona de pH. Por éstas razones hemos
la isolucién reguladora de &cido
acético/acetato iodico  (0.1M) para posteriores

experiencias, a un pH de 5.30.




INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
DE LA DISOLUCION REGULADORA

vezr establecido ei pH optimo y la disolucien
adecuada para el sistema, se ha estudiado la
influencia que a concentracién de ésta ejerce sobre la
intensidad de fluorescencia del complejo morina-Al(IID) en fase
resina
preoaro una serie de disoluciones que, en
volumen final de 50 L, contenian 1 mL de disclucion de
' y aguz bidestilada hasta el emrase.
disoluciones se trasvasaron a sus
de polietileno a cada umo de los cuales
iisolucién etanslica de morina 0.02 %,
de disolucisn reguladora acido
acético/acetatc sodl (0.1 W) pH = 5.30 y 100 mg de resina

SP Sephadex C-

Tras agitar durante 30 minutos y procediendo de forma

habitual, se midio su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia fueron: lewe = 426 nm, hew = 496 nm,

rendijas de excitacién ¥y emisién 2.5 tactor de sensibilidad

0.2 y temperatura 20°C.

&

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.10 y

=e han representado graficamente en la figura V.16.




Tabla V.10. Influencia de la disolucién reguladora

Vol. Tampon

vacién de la figura V.16, nos pone de
manifiesto que la intensidad de fluorescencia del sistema en
estudio depende ligeramente de la concentracion de la disolucién
reguladora. Para volimenes de ésta comprendidos entre 8 y 20 mL,

la intensidad de fluorescencia del sistema perianece constante.
Paor otra parte, el volumen de disnlucién reguladora que

mantiene constante el pH de la disolucién es a partir de 10 mL.

Por ésta razén, se ha seleccionado el volumen de 10 mL
de disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico (0.1M) de

pH = 5.30 para experiencias posteriores.
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I T
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Volumen Tampon (mL)

Figura V.16. Influencia de la concentracion de la disolucion

reguladora




2, INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA

la influencia que la fuerza ionica

flugrescencia del sistema en

repararon una serle de matraces aforados de 500
nl que contenian 1 mL de disolucién de AL(III) de 1 mgL ' y agua

bidestilada hasta el enrase.

+

ransfirieron sus correspondientes frascos de
de disolucién etanélica de

disclucién reguladora de 4cido

5.30, y volumenes de 0,

mlL de NaClO. 05 M. A

Se equilibraron durante 30 minutos mediante agitacién

mecanica, se filtraron las dis ciones y se midié la intensidad

de fluorescencia.

Las condicione para la medida de la
= 426 nm, dem = 496 nm,

i

rendijas de excitacion »5 nm, factor de sensibilidad

0.2 y temperatura 20°C.

W

7 P fdas = 1 = de
En la tabla V.11 se pone C€ manifiesto los valores d

i s di tes :~ignes de sal y se
fuerza ionica obtenidos para las diferentes adicianes de sal ¥

representa en la figura V.17,
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Influencia de la fuerza ionica

Figura V.17.
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NaClO., es independiente

hagta un valor de superiores

Este efecto
puede atribuirse
AdiA ~m

mecio con

cambio iénicao.




INFLUENCIA DEL TIEMPO DE AGITA-
CION DE LA RESINA

ieterminadn la influencia de esta variable para

6 () =
@il B '\? C

y 1000 mL respectivamente,
para todos los volumenes fue el

. describe a continuacion

primer lugar se preparé una serie de matraces en
introdujeron 0.5 mL de disclucién de AL(IID de

ua bidestilada hasta un volumen fina) .e 290 mL.
transvasaron las disoluciones a frascos de
polietileno y se afiadieron 3 mL de disolucién etanélica de
morina 6.2x10°® %, 5 mL de disolucion reguladora de acido
acética/acetato sédico (0.1 ¥) de pH = 5.30 y 100 mg de resina

SP Sephadex C-25.

A continuacién, con objeto de estudiar la influencia

gque. ejerce el tiempo de agitacion del sistema sobre la intensidad

de flucrescencia para valumenes de 3500 nlL, se introdujeron 1 mL
' y agua bidestilada hasta el

de disolucién de AL(IID) de 1 mg.L-

volumen final.

Se transvasarcn las disoluciones a sUS

correspondientes frascos de polietileno de 1 L de capacidad, y se

les afiadieron 6 mL de disclucién etanolica de morina 6.2x10°7 %,

10 mlL de -isoluciom reguladora de acido acético/acetato sbdico

0.1 M) de pH = 530 y 1J0 mg de resina SP Sephadex C-25.




rara un volumen final de 1000 mlL se adicions 2 mlL

de AI(IID de 1 mgl ' y agua bidestilada hasta

stas disoluciones se transfirieron a unos fras~os de
poli~tileno de 2 L de capacidad y se les afladieran 12 mlL de
disolucien etandlica de morina 6.2x10 "%, 20 ml de

&

disoluciscn

reguladora de acido acético/acetato sedico (0.1M) de pi = 530 y

100 mg de resina SP Sephadex C-25.

procedimiento seguido para todos ellos fué el
agito con periodos de tiempo crecientes, se filtrg,

se midie su intensidad de

condiciones operatorias para la medida de ia
intensidad de fluorescencia en todos los casos, fueron: hasxec =
426 nm, dew = 496 nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de

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

pbtenidos se recogen en las tablas V.12,

sentado graficamente en la figura V.18.




Tabla V.12. Influencia del tiempo de agitacion

observarse en la figura V.18, que existe una
tiempo de agitacién con la intensidad de

tres volumenes finales ensayados.

Se considera un tiempo optimo de 10, 19 ¥y 40 minutos,

para 250 mL, 500 mL y 1000 mL de disolucién, respectivamente.
Se aprecia en todos los casos un fuerte decrecimiento

de la luminiscencia a partir de 20 minutcs sobre el tiempo

sptimo de agitacién. la disminucién en la intensidad de

fluorescencia del sistema a partir del tiempo pptime

correspondiente a cada volumen y hasta 60 minutos, de un 57%

para un volumen de 250 mL, 58% para 500 mL y 8% para 1000 mL de

disolucioén.




1 1 1 I

0 10 20 30 40 S50 860 70 80 90
tiempo de agitacion (min)
B: VF. 250 mL ¢: V.F. 1000 mL X: V.F. 500 mL

Figura V.18. Influencia del tiempo de agitacion para volimenes
finales de 250, 500 y 1000 mL




Lon objeto de conocer la causa del fuerte decrecimiento

intensidad de fluorescencia relativa con el tiempo de
se mantiene durante 15 minutos el complejo en
iecaliieian . o ¥ o f
disoiucion y posteriormente se aflade la resina y se equilibra

durante 15 minutos. El resultado se compara con

el de una
disolucién equivalente pero sometida a agitacién durante los 30
minutos en presencia de resina. La intensidad de fluorescencia en
el primer caso, es de 111.8, y la sefial del complejo sometidr a
una agitacién de 30 minutos es de 81.2 (tabla V.12). Se deduce,
por tanto, que la intensidad de fluorescencia es menor cuando se
incrementa el tiempo de contacto entre el cambiador iénico y el
por tanto, que es el contacto resina-cowplejo el

la disminucion de la intensidad de fluorescencia

relativa que podria atribuirse a la existencia de algin equilibrio
de cambio iénico competitivo con el de fijacion del complejo

I e ok 1y DA,
Al(Il])-morina.




ESTABILIDAD DEL COMFLEJO EN
FASE RESINA

Para estudiar la estabilidad del sistema se preparo

una disolucién que en un volumen final de 500 mL, contenia 1 mL

de disclucion de AL(IID) de 1 mgl~' y agua bidestilada hasta el

Esta disolucién se transfirié a un frasco de polietilemo

acidad y se afiadieron 2 mlL de disolucién etamdlica

0 mL de disolucién reguladora de acide

acética/acetato sédico (0.1 M) de pH = 530 y 100 mg de resina
SP Sephadex

la mezcia durante 15 minutos, filtrar y

la medida de la intensidad de

ibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

0°
Los resultados obtenidos para los intervalos de tiempo

e recogen en la tabla V.13 y se representan en la figura V.19.




Tabla V.13. Estabilidad del

La observacién
manifiesto que la int
en la resina permanece

hasta al menos una

la medida espectrof lucrimétrica.

hora, tiempo

camplejo fijado en la resina

V.19 nos pone de

a figura
fluorescencia del complejo fijado

desde su formacién ¥ fijacion
realizar

mas que suficiente para




L 1 T T

20 40 60 80 160 léO
Tiempo (min)

Figura V.19. Estabilidad del complejo fijado en la resina

En 1la bibliografia consultada, el complejo en

presenta un conportamiento similar, pues si bien

disolucién
20 minutos de formarse

comienza a ser estable a partir de 1% o

e transcurre mientras el sistema seé

(75), este tiempo es el Ju

agita en fase solida.




En > = i ord
En complejo Al-morina extraida en
l’E:‘-‘-‘iii‘u“n“Ui‘" Seto ol ARes ? :

etilisabutilceto Se observa una relacién entre el pH v la

abhilidad q 1 nlest :

abilidad del camplejo. Del estudio de 1la estabilidad del
plejo a diferentes valores de pH se deduce que para un valor

de pH inferior a 3.5 la intensidad de fluorescencia del complejo

es muy inestable y decrece considerablemente con el tiempo

durante al menos 3 horas (del orden del 70%), a partir de las

la medida se mantiene. Para un pH igual o superior a 3.5,
el complejo es estable desde su formacién y durante al menos 4
horas. Por otra parte, los blancos son estables en todo el rango
de pH estudiado comprendidc entre 1 y 10.
En nuestro estudioc, es importante seflalar que la
temperatura debe mant_perse constante a 20°C, puesto que a
temperaturas superiores (25°C), el complejo Al(II[)-morina fijado
en SP Sephadex C-25 muestra una disminucién de la sefial de
fluorescencia inmediata a la formaciéon del complejo. En los
primeros 25 minutos la pérdida de intensidad de fluarescencia es
del orden dal 10%.
En la tabla V.14, se reflejan los resultados obtenidos

s han representado en la figura V.20.

Tabla V.14. Estabilidad del complejo fijado en la resina a
temperatura superior (25°C)




Figura V.20. Estabilidad del complejo fijado en la resina 25°C)

Por otra parte y al objeto de conocer la influencia del

tiempo de contacto del complejo fiado en el cambiador con la

disolucién madre egbre la sefial de fluorescencia, se realiza la

siguiente experienc ia.

Una vez equilibrado el complejo con el cambiador SP =

o5 vy realizado el prucedimiento descrito anteriormente, se filtra

ot )4
e mide la intensidad de fluorescencia 31 las

la disolucion y S




nes indicadas. A continuvacién complejo SP-
morina-Al(II1) contenido en la cubeta de medida se vie en e
le polietileno, que contiene el resto de la disolucién y se

en ella durante el intervalo de medida., En esta

bserva uma notable disminuciéon de la intensidad

tiempo (10% en los primeros 30 minutos y

hasta 1 hora).

la dependencia del contacto
complejo con la disclucién encontrado en el estudic del tiempo de

VR R Lt
agitaclon.

resultados obtenidos

gue se rep

Tabla V.15. Estabilidad del -omplejo fijado en la resina y en

contacto con la disolucién




Figura V.21. Estabilidad del complejo fijado en el gel y en

contacto con la disolucion

Se concluye, por tanto, gue el complejo es estable

después de su equilibracién hasta al menos 1 hora, operando 2

20°C y evitando que el tiempo de contacto del complejo con la
disolucién sea superiar al optimizado al estudiar el tiempo de
agitacién. Para ello, se recomienda que no S€ deje el complejo una

vez fijado en la resina en contacte con la disolucién £ing gue Se

ltraciéon y medida.

proceda {nmediatamente a su fi

-417-




INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
DE REACTIVO

Para estudiar la influencia qus ejerce la concentracién

LG

intensidad de flucrescencia del sistema, se

aforados de 500 mL se
disolucién de AL(IID) de 1 mglL~' y se enrasc
Se transfirieron a sus correspondientes

ileno de 1 L de capacidad y se les afladieron las

stanol del 99.5% y disolucién etanslica de morina

forma en que se especifica & continuacién, tabla

mantener el porcentaje standlicc del aedio y




Tabla V.16

A continuacién, se afiadieron a cada uno de los frascos,

10 mlL de disolucién reguladora de 4cido acético y acetato sédico

(0.1¥) y 100 mg de resina SP Sephadex C-25.

Se han preparada 1os blancos correspondientes, que

contienen los mismos reactivos evcepto el aluminio y fueron
sometidos al mismo tratamiento.

Tras agitar durante 15 minutos, filtrar y llemar las
se midis su intensidad de fluorescencia.

cubetas,
la medida de la

Las condiciones operatorias para

intensidad de flucrescencia fueron: Y 7 426G 1R Ree = 496 nm,




rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.2
¥y temperatura 20°C.

g, e
LEL L

abla V.17 se muestran los resultados obtenidos
:

y la dependencia de la concentracién del reactivo con la

intensidad de fluorescencia relativa se muestra en lz figura V.22,

Tabla V.17. Influencia de la concentraciéon de reactivo

$IFRce) AIFR(%)




2.00 3.00
[Morina) x10°M

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
[Morina) x10°X

Influencia de la concentracién de reactivo sobre la

intensidad de fiuorescencia del complejo A) ¥y del

blanco (B)




Qe - z
oe observa, por una parte, 0 incremento de la

intensidad de fluorescenc 5
orescencia de los blincos al aumentar la

concentracion de morina, hasta un valor de 2.5x10°“M a partir del

cual . itk o
i permanece practicamente constante. Por otra parte, puede

deducirse que aumenta la intensidad de fluorescencia relativa del

sistema hasta un valor de

1.8x10 M,

la concentracién de morina de

esto es 6.1x10°"%, permaneciendo constante para
concentracicnes superiores.

Este comportamiento (ausencia de atenuacién) se
atribuye a la naturaleza aniénica de la morina al pH de trabajo,
y por tanto a la exclusién de la morina por la resina por efecto
Donnan. El exceso de reactivo permanece en disolucién, hecho qﬁe
se corrobora con el filtrado coloreado que se observa a altas

concentraciones de morina.

En disolucién se observa una dependencia de la
concentracién de morina del mismo tipo (34), es decir, no se
observa un efecta de atenuacién de fluorescencia al aumentar la
concentracién de reactivo. La concentracisn de morina o6ptima en

este estudio es de 3x107 M 0.1 %).

Este efecto es opuesto al obtenido en sistemas en los
que el ligando se fija en la resina de cambio iénico, donde se
produce un efecto de atenuacién. Este efecto se ha observado en

el sistema Be(ID)-morina fijado en QAE Sephadex (Capitulo .

Empleamos una concentracisn optima de disolucién
e morina de 7.3x10°7 N, esto es 2.5x10°% %, que
[(Morinal/[AL(IID] = 30. Este
¥ill (3.0x10-® N) en su

etansélica d
corresponde a una relacién molar

valor es inferior al propuesto por

estudio en disolucion 34) y al propuesto por Medina Escriche

(73,127 de 15x107* X (5x10~-F %) tambien en disolucion.




7.7, INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE
CAMEBEIADOR IONICO

La experiencia se llevé a cabo preparando una serie de
disoclucicnes a las que se afladieron cantidades crecientes de
cambiador ionico cumprendidas entre 50 y 200 mg.

Estas disoluciones contenian en un volumen final de
500 mL, 5 mL de disolucién de AL(IID) de 0.1 mg.L~' enrasando con
agua bidestilada.

Se transfirieron a sus respectivos frascos de
polietileno, afladiendose a cada uno de ellos, 3 mL de disolucién
etanolica de morina 6.2x10°* %, 10 mL de disoluciéon reguladora de
acido acético/acetato sédico (0.1 M) de pH = 5.30 y cantidades
crecientes de resina SP Sephadex C-25.

Tras agitar durante 15 minutos, se filtraron las
disoluciones y se llenaron las cubetas de medida.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: he=<c = 426 DM, lem = 496 nm,
rendija de excitacién y de emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad

0.1 y temperatura 20°C.
Los resultados obtenidos se han recogidoc en la tabla

V.18 y se han representado graficamente en la figura V.23.




T
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1a cantidad de cambiador iénico

Figura V.23. Influencia de




Como puede apreciarse en la anterior figura, al

aumentar la cantidad de gel afladido disminuye la intensidad de

fluorescencia. Como consecuencia, la cantidad de cambiador iénico

optimo a utilizar debe sar el menor posible. Este valor viene
limitado por la cantidad minima necesaria para el llenado de la

cubeta de medida de una manera cémoda, valor que nosotros hemos
fijado en 60 mg.

La cantidad de resina que se propone en este estudio
es inferior a la empleada para la fijacién del complejo Be(ID)-
morina (80 mg). Esto es debido al pH de trabajo. Un valor de pH
muy basico, dificulta la reccgida con la pipeta de la resina y el
llenado de la cubeta, mientras que el pH empleado en éste sistema

facilita el procedimiento operatoric.




V.7.8, ORDEN DE ADICION

Al objeto de conocer la influencia del orden de adicién
optimo de los reactivos sobre la intensidad de fluorescencia se
realizé la siguiente experiencia.

Se fijé que el analito fuese la primera especie a
afiadir y el cambiador iénico la ultima. Se prepararon una serie
de matraces aforados de 500 mL que contenian 3 mL de disolucién
de AL(IID) de 0.1 mg.L~' y agua bidestilada hasta el enrase.

Se transfirieron a sus correspondientes frascos de
polietileno de 1 L de capacidad y se afiadié a cada uno de ellos,
con diferente orden de adicién (tabla V.19), 2 mL de disolucién
etanslica de morina 6.2x10°%%, 10 mL de disolucién reguladora de
acido acético/acetato sodico de pH = 5.30 y 60 mg de resina SP

Sephadex C-25.
Tras agitar durante 15 minutos, filtrar y llenar las

cubetas, se midiso su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para su medida fueron:
hene = 426 nm, dewm = 496 om, rendija de excitacion 25 nm y
rendija de emisién 25 nm, factor de sensibilidad 0.05 y

temperatura 20°C.




Tabla V.19. Orden de adicién de los reactivaos

orden de adicién

Morina-Tampén

Tampéon-Morina

Segin muestran los resultados de la tabla V.19, la
secuencia seguida en la adiciéon de los reactivos es independiente
de la intensidad de fluorescencia, por lo que mantenemos el orden
seguido en las anteriores experiencias que es Al(IIDD-Norina-

Taupén-Resina Sephadex SF C-23.




V.7.9, INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

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

temperatura puede experimentar una mayor influencia:

- proceso de cambio ionico

- intensidad de fluorescencia fase resipa

A continuacién hemos abordado el estudio que la

temperatura ejerce sobre ellos por separada.

vV,7.9.1, Influencia de ia temperatura sobre
el proceso de cambio iénico del
sistema SP C.25-morina-AlC(III)

Con objeto de estudiar esta influencia, se preparé una
serie de matraces aforados de 500 mL que contenian todos ellos
2 mlL de disolucién de AL(IID de 0.1 mgL™' y agua bidestilada
hasta el enrase.

Como era necesario mantener la disolucién 2 una
e todo el proceso Y debido a la

determinada temperatura durant
gitador por su grab taaafio, fue

imposibilidad de termostatar el a

necesaria la modificacion del sistema.
n agitador magnético convencional

La agitacion se realizé en

vasa de precipitados con U




pravisto de termostato. La temperatura se midié con ayuda de un

termémetro situado dentro de la disolucién agitada.

En consecuencia, las disoluciones se transfirieron a un
vaso de precipitados de 1 L de capacidad y se afiadieron 1.20 nL
de disolucién etanélica de morina 6.2x107% %, 10 ml'de disolucién
reguladora de Acido acético/acetato sédico de pi = 5.30 y 60 mg
de resina SP Sephadex C-25.

Se sometié a una agitacién de 15 minutos, manteniendo
el sistema a una temperatura constante y distinta en cada caso.

Una vez ‘transcurrido este tiempo, se filtré Ila

disolucién, transfiriendose la resina a una cubeta de 1 mm de

espescr y se realizo la medida de su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para su medida fueron:
Aere = 4206 nWM, lam = 496 nm, rendija de excitacion 2.5 am,
rendija de emisién 25 nm, factor de sensibilidad 0.1 ¥y
temperatura de 20°C. '

En la tabla V.20 se recogen los resultados obtenidos, ¥y

se han representado graficamente en la figura V.24.




I ao I A 0 de

cambio ionico

De la observacién de la figura V.21, puede deducirse
que existe una dependencia del proceso de cambio iémico con la
temperatura, midiendose en todos los casos la intensidad de

fluorescenciu relativa a 20°C,

La dependencia puede describirse por la ecuacion

polinémica: IFR = 607 + 03 T - 6.3x107% T2 + 7.2x107* T9,
121 ajuste 0.6490). Comportamiento que €s

(desviacién estandar

similar al encontrado =n el estudio del complejo Be(II)-morina

fijado en QAE, anteriormente estudiado (Capitulo .
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Figura V.24. Influencia de la temperatura sobre el proceso de

cambio ionico




Influencia de la temperatura sobre

la medida de la intensidad de
fluorescencia

Con objeto de estudiar la influencia de la temperatura

sobre la intensidad de fluorescencia, se preparé un matraz
aforado de 500 mL en el gue se introdujeron 3 mL de disolucién
de AI(IID) de 0.1 mg.L-' y agra bidestilada hasta el enrase.

Esta disnlucién se transfirié a un frasco de
polietileno de 1 1 de capacidad y se afiladieron 1.60 nL de
disolucién etanélica de morina 6.2x10°* %, 10 mL de disoclucisén
reguladora de acido acético/acetato sédico de pH = 5.30 y 60 mg
de resina SP Sephadex C-25.

una agitacion durante 15 minutos,

filtré la disclucién, transfiriendose

se procedié a la lectura de su intensidad
condiciones operatorias para su medida fuerom:
- 406 nm, rendija de excitacién 2.5 mm,

25 nm, factor de sensibilidad 0.2 y

En la tabla V.21 se recogen los resultados obtenidos

sido representados graficamente en la figura V.23.




Tabla V.21, >
Influencia de la temperatura sobre la intensidad d
e

fluorescencia

calentamiento
> enfriamiento

o

.9
il
.8
.9
s
4
4
.3

Existe dependencia del sistema con la temperatura; la

intensidad de fluorescencia decrece cuando la temperatura se

~recimiento en la intensidad de fluorescencia es

£4% hasta 60°C. A pertir

incrementa. El1 de
de un 26% hasta 25°C, 42% hasta 40°C y

de esta temperatura la ceflal se mantiene constante hasta 80°C.

La ecuacion experimental obteuida para el

calentamiento es R = 597 - 78 1 - 5.1x10-+ T# + 5.6x107% iz

{Desviacién estandar del ajuste 0.3887).
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Temperatura (OC)
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Figura V.25. Influencia de la temperatura sobre la intensidad de

fluorescencia

Aqui la temperatura parece ejercer dos claros efectos.

En primer lugar, el habitual de favorecer la relajacién 1o

moléculas de fluorégenc ¥ por otra parte,

radiativa de las
ertemente dependiente

acelerar una reaccion quimica irreversible fu

de la temperatura.




Esta inestabilidad del complejc Al(IID)-morina con 1la
temperatura en disolucién ha sido puesto de manifiestoc por
diversos autores, siendo

(34,94,127,162,199,203).

los datos a menudo contradictarios

Los datos de la disminucién de la fluorescencia en
disolucion pueden ajustarse a una ecuacién polinomial similar a
la del sistema resina-morina-Al(IID). Asi, del estudio en
disolucién de la influencia de la temperatura sobre el complejo
Al{IID-morina (199) se obtiene una ecuacién IFR = 54.7 - 14 T +

4.8x107* T= - 1.1x10°® T%; (desviacién estandar del ajuste:
0.4999),

Por otra parte, la intensidad de fluorescencia del
complejo Al(IID-morina extraido en metilisobutilcetona (73), no
presenta gran dependencia con la temperatura en el rango de 1T a
40°C estudiado, a diferencia de la sensible dependencia que
presenta el complejo en ausencia de metiliscbutilcetona. Sin
embargo, desde el punto de vista del comportamiento del sistema
fluorescente, éste no es idéntico a las diferentes temperaturas
estudiadas. Asi a temperaturas inferiores a 25°C, la fluorescencia
decrece gradualmente con el tiempo, mientras que a temperaturas

superiores se observa un débil incremento con el tiempo.

E] estudio del complejo en disolucién en presencia de
un agente surfactante (127), muestra un comportamiento diferente.
Por un lado muestra ua notahlo incremento de la fluorescencia al
aumentar la temperatura entre 15 y 25°C mientras que a partir de

ésta temperatura se observa un decrecimiento, aunque menos

acentuado hasta 40°C.

Este efecto de la temperatura sobre el complejo

morina-Al<III) en fase resina es gpuesta al encantrado en el

istema Be(ID)-morina fijado en QAE (Capitulo IV), en
flugrescencia pero de

estudio del s

el que la temperatura afecta a la seflal de
omportamiento diferente puede atribuirse

forma reversible. Este ¢




a la distj de S es i
stinta naturaleza de las especies fijadas en la resina de

cambio iénico.

Asi, en la resina Sephadex SP sélo puede estar presente
el complejo catiénico morina-AlZIID), y enlazado probablemente a
traves del ion AIIID); mientras que en la resina Sephadex QAE se
fija un exceso de ligando junto con el complejo aniénico meciina-
Be(ID. Este exceso de morina fijado dentro de la resina podria
ejercer una doble accién, per una parte preservar de la oxidacién
al complejo, lo cual evitaria la disminucion de su sefial
flucrescente, y por otra, la morina en exceso podria “recambiar"
las moléculas oxidadas.

Ademas el hecho de que la fijacién previa de morina
estabiliza el complejo viene corroborado en el estudio de la
variacién de la intensidad de fluorescencia con la temperatura
realizado para la morina séla, fijada en QAE, (Capitulo IID), en el

que la influencia cbservada es reversible.

4 partir del estudio realizado sobre la influencia de
la temperatura sobre el proceso de cambio iénico y sabre la
intensidad de fluorescencia, pensamos que podria originarse el
mismc fensmeno ya antes sugerida: hidrolisis del anillo
heterociclico de la morina y condensacién u oxidacién de la

estructura del anillo cerrada formado (162).

Se concluye, que la intensidad de fluorescencia del

complejo Al 11D)-morina-SP C.25 es dependiente de la temperatura,

por lo que es importante termostatar antes de realizar su medida.

Hemos fijado la temperatura de trabajo en 20.0£0.5°C, préxima a la

facilmente alcanzable mediante el empleo de T
la estabilidad del

ambiental,
termostato y a la que se€ ha comprobado

sistema (pag 411).




V.7.10, RESUMEN DE LA OPTIMIZACION DE
VARIAELES

En el estudio de la formacién y fijacién del sistema
fluorescente que forma la morina con el Al(III) en presencia de
cambiadores iénicos se ha escogido, en primer lugar, el soporte
adecuado en el cual el complejo muestra mayor capacidad de
intercambio iénico, resultando ser el gel Sephadex catiénico SP
C-25. Se ha optimizado la posicién de la cubeta conm respecto a 12
radiacién, asi como los valores de las anchuras de las rendijas

de excitacién y de emisién.

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

aquellas variables que atectan a la intensidad de fluorescencia.

En la siguiente tabla V.22 se resumen las condiciones éptimas que

se han seleccionado tras su estudio.




Tabla V.22

rendija de excitacién
rendija de emisién

longitud de onda de excitacién

longitud de onda de emisién
pH
disolucién reguladora

volumen disolucién reguladora
concentracién de morina
estabilidad

temperatura

cantidad de cambiador iénico

tiempo de agitacion del sistema

orden de adicieén

AcH/AcNa
10 mL
2.9x10~%%
al menos 1 hora
20.0£0.5°C

60 mg

10, 15 y 40 min
para 250, 500 y 1000 mL

Al (IID)-Norina-Tampén




ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS

ANALITICAS DEL SISTEMA




V.8.1, INFLUENCIA DEL VOLUMEN SOBRE LA

SENSIBILIDAD Y LIMITE DE DETEC-
CION DEL METODO

Al objeton de conocer coémo influye el volumen de
disolucién sobre la intensidad de fluorescencia, se preparé una
serie de discluciones que en volamenes finales, comprendidos
entre 100 y 1750 nl, contenian cantidades crecientes de
disolucién de Al(III) de 06 mgl', de tal forma que la
concentracion final después de enrasar con agua bidestilada,

fuese siempre igual a 0.6 pg.L~' de ALUID.

Las disoluciones se transfirieron a frascos de
polietileno de 1 y 2 L de capacidad, respectivamente, y se afiadid
a cada disolucién la cantidad necesaria de disolucién etanélica
de morina 0.02 %, para que la concentracién de ésta fuese

constante e igual a 5.91x1077 K.
Asimismo, se afladieron cantidades crecientes de

disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico de pH =

5.30 de forma que la fuerza iénica fueze siempre constante y, por

altimo, 60 mg de SP Sephadex C-25.
Tras una agitacién de 15 minutos, se filtraron, se

llenaron las cubetas y S€ procedis a la medida de la irntensidad

de fluarescencia.

Las condiciones operatorias para Su medida fueron:

= 426 nm, lew = 496 nm, rendija de excitacion y de emision

ibilidad 0.12 ¥ temperatura 20°C.

e

25 nm, factor de sens




Los resultados obtenidos asi como los valimenes

afladidos se recosen en la tabla V.23 y se han representado

graficamente en la figura V.26,

Tabla V.23. Influencia del volumen final de disolucién

V.final V.A1(JII) V.Morina V. Tampén




5 250 500 760 1000 1250 1500 1760 2000
Volumen final (ml)

Figura V.26. Influencia del volumen sobre la sensibilidad del
método

La figura V.26, pone de manifiesto un incremento de la

gefial de fluorescencia ccn el volumen de muestra (V), hasta que

independiente del mismo para valores

sugiere la necesidad de realizar

se hace practicamente

superiores a 1250 mL. Este hecho

el estudio de optimizacion de las diferentes variables que

influyen en el proceso para cada volumen concreto de disolucién.




La dependencia encontrada, similar al comportamiento

del sistema Be(ID-morina (Capitulo IV), sugiere una dependencia

de tipo exponencial. La ecuacién linealizada In(IFR/A - 1) = CV,

presenta un buen ajuste para uma concentracién de AL(IID) de

06 pg.l”' vy A = 69, C = -252x10°® y r = 0.988. La ecuacién
tiene peor ajuste para altos volumenes de muestra debido a la
fluctuacion de las medidas de fluorescencia. Esta fluctuacién es

del mismo ordemn que el ruido del fluogimetro en nuestras

condiciones experimentales.




V.8,2, RECTAS DE CALIBRADO

Una vez optimizadas todas las variables que influyen
sobre la formacién y fijacién del complejo Al(IID)-morina en la
resina Sephadex SP C-25, se ban establecido las rectas de
calibrado para volimenes finales de 250, 500 y 1000 mL. El rango
de concentraciones de Al(III) ensayado es el comprendido entre
04 y 1.6 ugL~' para 250 y 500 mL y entre 0.2 y L2 pgl~' para
1000 ml de muestrs, intervalo en el cual 12 intensidad de
flunrescencia del sistema en estudio es una funcién lineal de la

concentracisn de catisén metalico.

V.8.2,1, Rectas de calibrado para un volumen
final de 250 mlL

Se preparo a tal fin, en primer lugar, una serie de
matraces .forados de 250 sl en los que se introdujeron volimenes
crecientes de disolucien de AL(IID de 0.1 mgl™', comprenaidos

entre 1 y 4 mL y se emrasé con agua bic .stilada.

Las discluciones S5eé transfirieron a gus cOrrespon~

polietile 0 y se les afiadieron 1 mL de

dientes frascos de

disolucisén etanolica de morina 6.2x1077%, 5 mL de disolucién

reguladora de acido acético/acetato sodico (0.1M) de pH = 530 ¥y

60 mg de resina SP Sephadex C-25.
Se a, ‘aron durante .. minutos, S€ filtraron las

disoluciones, se llenaron las cubetas y s¢ midié su intensidad de

fluorescencia.




Las cond’ciones operatorias

para su medida

426 ) = :
am, Aew = 496 um, rendija ue excitacién y

fueron! Ae.. =

emisicn 2. fac i1
¢n 2.5 nm, factor de censibilidad 0.1 y temperatura 20°C
e 3 - :
Los datos obtenidos, una vez restados del blanco, se
- 1

reco i
gen en la tabla V.24 y han sido representados graficamente
n la figura V.27.

Tabla V.24. Curva de calibrado. Volumen final 250 mlL.

Como puede abservarse en la figura V.27, existe una
buena linea’ “ad entre la intensidad de fluorescencia y la

concentracién de AlLCID, en el intervalo de concentraciones

ensayado.

La ecuacion correspondiente a ésta recia de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados 3!

IFR = 15.10 [ALUIID] - 1.24

donde la [AL(IID] viene expresada en pg.L™'.

El coeficiente de correlacion encontrado es 0.991.
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Pigura V.27. Recta de calibrado. Volumen final 250 mL

v.8,2.,2, Recta de calibrado para un volumen

final de 500 mL

A continuacién &€ establecis la recta de caliorado para

un volumen final de 500 nlL. Para ello se preparé una serie de

los que se introdujeron volumenes crecientas

matraces aforados en

de disolucién de AL(IID de 0.1 mglL™", comprendidos entre < ¥ 8

mL, y e enraséc con agua bidestilada.

Las disoluciones se .ansfiriercn a SuUS caorrespon-

dientes frascos de polietileno 7y S€ les afiadieron 2 mlL de
«%, 10 mL de de disolucion

disolucicén etanélica de morina 6.2x10




reguladora de &cido acético/acetato sédico (0.1M) de pi = B30 ¢
60 mg de resina SP Sephadex C-25.

Se agitaron durante 15 minutos, se filtraron las

disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié su intensidad de
fluorescencia.

Las condiciones operatarias para su  medida

fueron: Ae-e = 426 nm, dew = 496 nm, rendija de excitacién y

emision 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.
Los datos obtenidos, una v~z restados del blanco, se
recogen en la tabla V.25 y se representan graficamente en la
figura V.28, donde puede también apreciarse una buena linealidad
entre la intensidad de fluorescencia y el intervalo de

concentracisén de AL{IID) ensayado.

Tabla V.25. Recta de caiibrado. Volumen 500 mL.
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Figura V.28. Recta de calibrado. Volumen final de 500 mL

La ecuacioen correspondiente a ézta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es:

IFR = 35.90 [AL(IID] - 0.98

donde la [AL(IID] viene expresada en pg.L™".

El coeficiente de correlacién encontrado es de 0.999.




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

final de 1000 mL

Para un volumen final de 1000 =ml,

se afiadieron
volimenes crecientes de disolucién de AMIID de 0.1 mgl',

comprendidos entre 2 y 12 mL y se enrasé con agua bidestilada.

Las disoluciones se transfirieron a sus correspon-
dientes frascos de polietileno y se les afiadieron 4 mlL de
disolucién etandlica de morina $.2x10° 7%, 20 mL de disolucien
reguladora de acido acético/acetato sédico (0.1K) de pH = 530 y
60 mg de resina SP Sephadex C-25.

Se agitaron durante 40 minutos, se filtraron las
disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié su intensidad de
fluorescencia.

Las condiciones ope! atorias para su medida
fUSTON: Jwne = 426 nm, lem = 496 nm, rendija de excitaciénm,
rendija de emisien 25 nm, factor de sensibilidad 0.1 y
temperatura 20°C.

Log resultados obtenidos, una vez restados del blanco,
se recogen en la tabla V.26 y se han representado graficamente

en la figura V.29.

Tabla V.26. Recta de calibrado. Volumen 1000 mL.
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Figura V.29. Recta de calibrado. Volumen final de 1000 =mL

Se gbserva también en écte caso una buena linealidad

entre la intensidad de fluarescencia y la concentracién de AL(IID

ensayada.
La ecuacion correspondiente a ésta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es:

IRF = 48.35 [AL(IIDI] + 1.94

donde la [AL(IID] viene expresada en pug.L™'.

El ~oeficient: de carrelacién encontrado es 0 997.




V.B.2,4, Comparacién de 1la sensibilidad de

los diferentes volumenes

Como ya se ha indlcado, en fluorimetria de cambio
iénico la sensioilidad se incrementa cuando se equilibran grandes
volimenes de muestra con una misma cantidad de resina (170).
Este incremento puede estimarse, en la practica, por la pendiente
en las rectas de calibrado. En la tabla V.27, se indican las

carrespandientes ecuaciones de estas curvas de calibrado.

Tabla V.27. Ecuaciones de las curvas de calibrado

coefic.
correlac.

15.10 [AL(IID)Y - 1.24
35.90 [AI(III)] - 0.08
48.35 [A® 'IID] + 1.94

En ellas puede observarse, como era de esperar, un
aumento de la pendiente de la recta de calibrado y por tanto de
la sensibilidad del método, con el volumen de disolucién. Este

incremento puede estimarse, en la practica, por el cociente de las

pendientes de las rectas de calibrado. Los valares calculados

para la relacison de sensibilidades en las muestras analizadas son

BOG = 1.35, Seaoreso= 2.38 y Siaaoszs0 = 320

S] IRlale by




Comparvacién con el método en

disolucidén que emplea morina

La sensibilidad del método que se propone es muy
superior a la de otros métodos en disolucién que emplean morina
coma reactivo. Con objeto de comparar la sensibilidad del método
en fase so6lida y en disclucién, se ha obtenido una recta de
calibrado en disolucién para el rango de concentraciones
comprendido entre 2 y 8 pg.lL™', basandose en el procedimiento
operatorio descrito por Will (34),

Para ello, en matraces aforados de 50 mL se afiadieron
1, 2, 3 y 4 nL de disolucién de AL(IID de 0.1 mg.L"' y se enraso

con agua bidestilada hasta el volumen final.

A continuacién, una vez transvasadas las disoluciones

a matraces de mayor volumen, se afiadié 2 mlL de disolucién
etanélica de morina 1.2x10°%% y 1 mlL de disolucién reguladora de
acido acético/acetato soedico (0.1M) de pH = 5.30.

Se preparé tambien un blanco exento de AL(III) al que
se le afladieron los mismos reactivos y se sometic al mismo
tratamiento.

Se realizé la medida de la intensidad de fluorescencia
en las condiciones operatorias fuerom: Iesc = 431 nm, Dem =
512 nm, rendija de excitacién 2.5 nm, rendija de emisién 2.5 nm,
factor de sensibilidad 6.0 y temperatura 20°C.

Los resultados cbtenidos, una vez restado el valor del

blanco, se indican en la tabla V.28, y se han representado

graficamente en la figura V.30.




Tabla
V.28. Recta de calibrado en disolucién

i
ppb ANID)

Figura V.30. Recta de calibrado en disolucién

-454~




La ecuacisen de la recta, una vez convertido el factor a

0.1, se ajusta por minimos cuadrados, y es la siguiente:

IFR = 0.14 [ALCIID] + 0.004
donde la [AL(IID] viene expresada en pg.L~'.

El coeficiente de correlacién encontredo es 0.999.

La comparacién de los resultados de sensibilidad
obtenidos nos permiten resaltar el gran aumento de ésta que se
obtiene al operar en fase resina (para 500 ml), respecto al que
se obfiene en disolucién. Como puede ohservarse la relaciéon de

las vendientes de las rectas de calibrado es 256.

pendiente método disclucién




V.9,1, METODOS PFPROPUESTOS PARA LA DE-
TERMINACION DE Al1CIII)

La optimizacion de las variables que influyen sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema SP C.25-morina-Al(IID)
realizada anteriormente, nos ha permitido proponer los siguientes
métodos operatorios para la determinacién de éste cation en

diferentes voliumenes de muestra.

Método propuesto para un volumen
final de 250 mbL

-~ Disolucién problema.

Ep un matraz de 250 mL se afiade un volumen de muestra
que contenga la cantidad de aluminio comprendida en el rango de
aplicacién del método propuesto, entre 0.4 y 16 pgl™', y se
enrasa con agua bidestilada. Se transfiere a un frasco de
polietileno y se afiaden 1 mL de disolucion etanolica de morina de
6.2x10-7%, 5 mL de disolucién reguladora de acido acético/acetato
5.30 y 60 mg de resina SP Sephadex C-25.

sédico (0.1M) de pH =

La mezcla se agita mecanicamente durante 10 minutos,

ce filtra y se llenan las cubetas de 1 mm de espesor con la

la intensidad de

ayuda de una pipeta. A continuacién se mide
as condiciones descritas para la recta

fluorescencia en las mism

de calibrado.




- Recta de calibrado.

La recta de calibrado se obtiene preparando 5
disoluciones con una concentracién de AlL(IID) de 0.4, 08, 12 ¥y
16 pg.L~', para lo cual en matraces aforados de 250 mlL se
pipetean 1, 2, 3 y 4 mlL de disolucién de ALCIID de 0.1 mgl—' y
se enrasa con agua bidestilada,

Las disoluciones se transfieren a sus correspondientes
fiascos de polietileno de 1 L de capacidad y se les aftade 1 mL
de disolucién etanblica de morina 6.2x10"%, 5 nmL de disnlucién
reguladora de acido acetico/acetato sédico (G.1M) de pH = 530 y |
60 mg de resina SP Sephadex C-25. o

Las disoluciones se agitan durante 10 minutos, se

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

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

las condiciones operatorias para la medida de la
f iy b Moo cahote sont A = 420 aN, de v 408 AN
rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1

y temperatura 20°C.

vV.9.,1,2, Método propuesto para un volumen
final de 500 mL

- Disolucién problema.

En un matraz de 500 1L se afiade un volumen de muestra
aluminio comprendida en al rango de

entre 04 y 186 pgl 'y ¥ ®6
un frasco de

que contenga la cantidad de

aplicacien del método propuesto,
agua bidestilada. Se transfiere a

cio 611 ina de
polietileno y S€ afiaden 2 mL de disolucién etanélica de morin

6.2x10°7%, 10 nlL de

enrasa con

disolucisn  reguladora de Acida




acetico/acetato sodico (0.1M) de pH = 5.30 y 60 mg de resina SP
Sephadex C-25.

La meicla se agita mecanicamente durante 15 minutos,

se filtra y se lleaan las cubetas de 1| mm de @spesor con la

ayuda de una pipeta. A continuacién se mide la intensidad de

fluorescencia en las mismas condiciones descritas para la recta
de calibrado.

- Recta de calibrado.

La recta de calibrado se obtiene preparando 5
disoluciones con una concentracién de Al(IID) de 0.4, 08, 12 ¥y
1.6 ugl-', para lo cual en matraces aforados de 500 mL se
pipetean 2, 4, 6 y 8 mnl de disclucién de ALUIID de 0.1 mgl™' y
se enrasa con agua bidestilada.

Las disoluciones se ‘ransfleren a sus correspondientes
frascos de polietileno de 1 L de capacidad y se les aflade 2 ml.
de disolucién etanslica de morina 6.2x1077%, 10 mlL de disolucién
reguladora de acido acético/acetato sédico (0.1M) de pH= 5.30 y
60 mg de resina SP Sephadex C-25.

Las disoluciones se agitan durante 15 minutos, se
filtran y se recogen las baolitas de resina por filtracién bajo
succién y con la ayuda de una pipeta se empaquetan en una cubeta
de 1 mm de espesor junto com un pequefic volumen del filtrado.

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

Las condiciones operatorizs para la m 'ida de la

intensidad de fluorescencia son: lesc = 426 nm, )em = 496 nm,

rendija de excitacién ¥y emision 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1

y temperatura 20°C.




V.9.1,.3, Método propuesto para

un volumen
final de 1000 mL

- Disolucién problema.

En vn matraz de 1000 mlL se aflade un volumen de
muestra que contenga la cantidad de aluminio comprendiaa en el
rango de aplicacién de! método propuesto, entre 0.2 y 1.2 pgll-?,
y se enrasa con agua bldestilada. Se transfiere a un frasco de
polietileno y ¢ afladen 4 mL de disoclucién etanélica de morina de
6.2x107"%, 20 @mL de disolucién :ieguladora de A&cide
acetico/acetato sodico (0.1M) de pH = 530 y 60 mg de resina SP
Sephadex C-25.

La mezcla se agita mecanicamente durante 4 minutos,
se filtra y se llenan las cubetas de 1 mm de espesor con la
ayuda de una pipeta. A continuacién se mide la intensidad de
fluorescencia «n las mismas condiciones descritas para la recta
de calibrado.

~ Recta de calibrado.

L. recta de calibrado se obtiene preparaudo 5
disoluciones con una concentracién de AlCIID) de 0.2, 0.4, 0B ¥y
1.2 pgl~', para lo cual en matraces aforados de 1000 mL se
pipetean 1, 2, 4 y © nlL de disolucisn de AL(IID de 0.1 mgL™' ¥

se enrasa con agua bidestilada.
Las disoluciones se transfieren a sSus correspondientes

frascos de polietileno y se les afiade 4 mL de disoluciér

etanélica de ~ina 6.2x10~%%, 20 nL de disolucién reguladora de
scido acético/acetato sodico 0.1%) de pH = 530 y 60 mg de

resina SP Sephadex C-25.
Las disoluclones %€ agitan durante 40 minutos, se

filtran y se recogen las bo. tas de resina por filtracién bajo

succién y con la ayucda de una pipeta se empaguetan en una cubeta

de 1 mm de espesor junto con ul pequefic volumen del filtradao.




Se prepara también un blance que contiene todos los

rectivos menos el aluminio y se trata de .a misma forma.

Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia son: he.c * 426 nm, le, = 496 nm,

rendija de excitacién y emisisn 2.5 nm, factor de sersibilidad 0.1
y temperatura 20°C.




v LS el <
3.2, ESTUDIO DE LA REFRODUCIBILIDAD

Lonsideramos, como ya se indicé en el capitulo IV, gque
stapas a seguir en la aplicaciéon de la
de cambio ionico, sea el empaquetamiento del
en la cubeta de medida la que mayor

1 el g g 4w A
introducir. Por ésta razon, se realiza su

Reproducibilidad del empaqueta-
miento
Fste estudio se ha llevado a cabo para tres volamenes
o es, 250, 500 y 1000 mL de disolucién.
Para ello, en primer lugar, se introdujeron en un
aforado de 250 mL, 5 mL de disolucién de ALCIID de
y agua bidestilada ha .1 volumen final de 290 mL.

Esta disclucién e transfirié a un frasco de

polietileno y se afadieron 3 mL de disclucién etanélica de morina

6.2x10-%, 5 mL de disolucién reguladora de acido acético/acetato
s6dico (0.1 M) de pH = 5.30 ¥ 200 mg de resina Sephadex SP C-25.
Tras agitar durante 10 minutos, se filtraron, se

transfirié el gel a la cubeta y se realizo la medida de su

intensidad de fluarescencia.

El proceso s€ repitio 10 veces, vaciando la cubeta ¥

volv. ndola a llenar, evitando siecpre el contacto de la resina




ccih la disoluci C ]
con la disolucién, por lo que se procede a filtrar completamente
v e

después de cada medida.

A continuacién, se determiné la reproducibilidad del

empaquetaniento del cambiador ionicc para un yolumen de 500 mlL

de muestra, para lo que se siguld el siguiente método operataria.

En un matraz aforado de 500 mlL se afiadic 10 mL de disolucién de
Al(IID de 0.1 mg.L-' y agua bidestilada hasta el enrase.

Se transfiric a un frasco de polietileno y se afladié
© alL de disclucien etanélica de morina 6.2x10°%% y 10 mlL de
disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico (0.1 M) de
pH = 5.30 , 200 mg de resina Sephadex SP C-25.

Se agito durante 15 minutos y se sometié al mismo
tratamiento tras lo cual se mididé su intensidad de fluorescencia,

repitiendc tambien el proceso 10 veces.

Por altimo, para un volumen de 1000 mL se adicionaron
20 mL de disolucién de AL(IID) de 0.1 mglL™' y se enrasé con agua
bidestilada.

Se trasvasé a un frasco de polietileno de 2 L de
capacidad y se afladieron 12 mL de disolucién etanélica de morina
6.2%x10-%, 20 mL de disolucién reguladora de é&cido
acético/acetato sédico (0.1 M) de pH = 5.30 y 200 mg de resina
Sephadex SP C-25.

Se equilibré la muestra durante 40 minutos, se filtré y
se procedid a la medida de su intensidad de fluorescencia de la

misma forma en que se describe anteriormente.

Las condiciones operatorias para su medida fueron, en
p ¥R - 426 nm, lw. = 496 nm, rendija de

todos los casos! i
de sensibilidad 0.1 ¥

excitacisn y emisién 25 nm, factor
temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.29.




Tabla V.29. Reproducibilidad del empaquetamiento

SIFRsco m

Por otra parte, se prepard un blanco que contenia todos
los reactivos salvo el ALUID, esto es, & 500 mL de agua
bidestilada se adicionaron 6 mL de disolucién etanélica de morina
6.2x10-*%, 10 mL de disolucién reguladora de acido acético ¥y
acotato sédica (0.1 M) de pE = 530 y 200 mg de Sephadex SP

C.25. Fe preparé tambien ot1d blanca que sélo contenia el
disolucién reguladora de acido

530 y hasta 500 mlL. de agua

cambiador 1énico con 10 mL de

acético/acetato sédico de pH =

bidestilada. Ambas disoluclones fueron sometidas al mismo

tratamiento para el estudio de la reproducibilidad del

empaquetamiento de la resina.




lae ~ i1
Las condiciones operatorias en las que s
50 - S que se lleva a cal
» la intensidad de fluorescencia, son: i 4
)\I“ 4()‘2 y = . me = 26 nm
26 n ndije i ’
m, rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, fact
= . » factor de
sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

o

Se indican en la tabla V.30 los resultados obtenidos

Tabla V.30. Reproducibilidad del empaquetamiento

_or tanto, la desviacién estandar relativa (DSR) scra:

DSR = (-2 / IFR) x 100

i{dad del empaquetamiento

gl estudic de la reproducibil
de la desviacién es

tandar relativa

nos proporciona UnoS valores




1 -

L. % para el complejo fijado en =l cambiadar

ionico

para un vclumen de muestr: g g 50
puestra de 260, 500 ml y 1003 mlL,

~annect i = 3 4 . G -
respectivamente, de 1.7 % para el blanco y 1.0 % para la resina

a, en un volumen de 500 mL.

50l

-
“

Influencia de la centrifugacién del

sistema sobre 1la reproducibilidad

del empaguetamiesnto,

de disminuir los errores relativos
encontrados el estudio de la reproducibilidad del
empaquetamiento del cambiadar iénico, se traté de aumentar la
compactacién de la muestra por centrifugacién de la resina em la
cubeta. Para ello, en primer lugar, se procede a optimizar las
condiciones para la centrifugacién.

Para ello, a una serie de matraces aforados de 500 ml
se adicicnaron 2 mL de disolucién de AMIID de 0.1 mg.L™' y agua
hidestilada hasta el enrase. Se prepararon también los blancos
correspandientes, que contienen todos los reactivos salvo el
AL(IIDD,

Se transvasaron a sus frascos de polietileno y se
afiadié a cada uno de ellos 1.2 mL de disolucién etanélica de
morina 6.2x10-°%, 10 mnL de disolucién reguladora de é&cido
acética/acetato sédico (0.1 M) de pH = 530 y 60 mg de resina SP
Sephadex C-25.

Despues de agitar durante 15 minutos, filtrar y llenar
las cubetas de medida, se centrifugan las cubetas a diferentes
tiempos ¥ revoluciones, segin se indica en la tabla V.31 y V.32.
La intensidad de fluorescencia se mide en las
sigui-ntes condiciones: Aww - 426 nm, e = 496 nm, rendija de
excitacién y emision 25 nm, factor de sensibilidad 0.2 ¥

temperatura 207




Tabla V.31. Influencia del tiempo de centrifugacion.

vcurlt.l-if = 750 r.p.m.

Tabla V.32. Influencia de

43.
44, (
43.




Los

resultados obtenidos en ésta experiencia ponen de

manifiesto, que la intensidad de fluorescencia relativa de las

muestras apenas se afecta por la centrifugacion.

Reproducibilidad del empaguetamien-

to de las muestras centrifugadas

¥o obstante, las muestras en estudio se centrifugaron
en el soporte adecuado durante 10 s y a 750 r.p.m., las cubetas
gque contenian cada una de las muestras. En todos los casos se
han encontradoc unos valores de intensidad de fluorescencia
similares a los anteriores (tabla V.33). Se comprueba que el
proceso de centrifugacién no afecta al valor de la desviacion

estandar relativa en el proceso de empaquetamiento.

Tabla V.33. Reproducibilidad del empaquetamiento de las muestras

centrifugadas




Los valores de la desviaci
= Qe la Qesviacien estandar relativa es 4

para el complejo fi

jado en la resina, 2.2 % par ]
ia resina, .2 % para el blanco y

.4, Reproducibilidad del mé&itodo

o

Z2 ha realizadn para volimenes de 250, 500 y 1000 mL
En mrimer 1 PP
En primer lugar se prepararon 10 matraces aforados, en
se introdujeron 1 mL de disolucien de AL(III) de
y agua bidestilada hasta un volumen final de 250 mL
58 transfiriercn a sus
correspondientes frascos de polietileno y se les afiadieron 1 nl

etan6lica de morina 6.2x10 %%, 5 mL de disolucién

Para determinar la reproducibilidad del método
un volumen final de 500 mL, se tomaron 10
los que se introdujeron 2 nL de

de 0.1 mg.L'' y se ergasaron con agua

Una vez en sus frascos de polietileno, se les
afiadieron 2 mL de disolucién etamd ica de morina 6.2x10°° %,
10 nlL de disolucién reguladora de scido acético/acetato sédica

(0.1%) de pH = 5.30 y 60 mg de resina SF Sephadex C-25.

Por Gltima, se prepararon 10 matraces aforados y se
4 nlL de disolucién de Al(IID de 0.1 mgl”' y se
con agua bidestilada hasta un volumen final de 1000mL.
a frascos de polietileno de 2 L de

afiadic
enrasaron

Se transvasaron
n 4 mi de disolucicn etanolica de

capacidad y se les adicionaro

morina 6.2x10°%%, 20 mlL de disolucion reguladora de acido

acético/acetato s0dico 0.1 ¥) de pH = 530 ¥ 60 mg de resina SP

Sephadex c~25,




El procedimiento operatorio seguido, en todos los
casos, fue: las disoluciones se agitaron durante 10, 15 y 40

minutos, para cada volumen final respectivamente, y se filtrarom,

llenandose las cubetas y midiéndose, por Ultimo, su intensidad de
fluorescencia.

Las condi-iones operatorias para su medida fueron:
hewe = 426 nm, dew = 496 nm, rendija de excitaclén y emisiaen
2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1 y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.34,

Tabla V.34. Reproducibilidad del método




Por cons!,ulente, la precision del método para una

concentracién de AL(IID) de 0.4 ug.l ' es de 2,9, 2.0 y 2.7 % para

250, 500 y 1000 alL respectivamente, cxpresada como error

relativo sobre el valor medio (DSR). Segin los resultados
obtenidos (tabla V.29 y tabla V.34) parece que una de las
principales contribuciones a la reproducibilidad es el
empaquetamiento del cambiador iénico. La precision en las medidas
de fluorescencia (ruida) es del 0.5%.

Se comprobo asimismo, que el proceso de centrifugacion

no mejora los resultados para los tres volimenes ensayados.




LIMITES DE DETECCION Y DETER-

MINACION DE LOS METODOS PRO-
FUESTOS

Para su establecimiento se ha seguido el criterio de la

17
L &

1), que ha sido expuesto con anterioridad en el

capitulo IV de esta Memoria Doctoral.

Fara determinar el limite de deteccién del meétodo
propuesto para volumenes de 250, 500 y 1000 mL, se prepararon en
primer lugar, 10 matraces aforados de 250 mL que contenian agua
bidestilada. Se transfirieron a sus correspondientes frascos de
polietilenc, y se les afladieron 1 mL de disolucién etanélica de
morina 6.2x10-"%, 5 mlL de disolucién reguladora de écido
acético/acetato sédico 70.1M) de pH = 5.30 y 60 mg de resina SP

Sephadex C-25.

A continuacion se transvasaron a frascos de
polietilena, 10 matraces de agua bidestilada de 500 mL y se
afiadieron 2 mL de disolucién etanolica de marins 5.2x107°%, 10

mL de disolucién reguladora de acido acético/acetato sédico

(0.1¥) de pH = 530 ¥ 60 mg de resina SP Sephadex C-23.

Por ultimo, para un gQngn._iE._lgﬂg__mL se adicionarcn

4 nlL de disolucién etanslica de morina 6.2x10-%%, 20 mL de

disolucién reguladora de acido acético/acetato sedico (0.1M) de

pH = 5.30 ¥ 60 mg de resina SP Sephadex C-25.




A 14 1 L e PO 8 & i 4
LAS  disoluciones e agitaran duran 10,18 » 40

minutos, respectivamente para cada volumen final

, & contlinuacicn
-

e filtraron vy se llenaron las cubetas de medida.

Las comn.iciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: de.c = 426 DM, hem = 496 nm,
rendija de excitacion y de emision 2.5 nm, factor de faensib_ilidad
0.1 y temperatura 20°C.

En la tabla V.35 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla V.35. Limite de deteccién y de determinacién

.4
.9
.8
B
.6
.8
G
ik




lo tanto, si la intensidad de

P £
Por de fluorescencia en una

muestra de 250 nlL es i

(3x0.27) = 18.4, en una
oot r - =N T - i1 Q 7 "
muestra de 500 mL es IFR > 182 + (3x0.44) = 19.5 y en una de

1000 = IFR > 200
1000 mlL es IFR > 2000 + (3x0.37) el.l, podemos afirmar con una

certeza del $,86% que el aluminio estéd presente en dicha

muestra,
de deteccion (k = 3) obtenido a partir de:
CL = k.ﬂ’n—\/l
siendo m la pendiente de la recta de calibrado para cada volumen
considerado, fs de 0.05, 0.04 y 0.03 pglL ' de AL(IID) para 250,
500 y 1000 mlL de muestra, respectivamente.
Rl limite de determinacién (k = 10) obtenido de:

Co = Kaon- /m

0.12 y 0.07 pg.L~' de ALUID para 250, 500 y 1000 =L

, respectivamente.

¥v.9.3.1. Comparacidén con otros métodos

El método se compara COn los propuestos en la

literatura que emplean morina para lia determinacion fluorimétrica

de aluminio y que se indican en la tabla V.36.




Tabla V.36,

Limite de deteccién de métodos que emplean morina

procedimiento
p referencia

disolucien \ @l (74>
agente surfactante i (127

avtr

extraccién en MIRBK b (73

extraccion en MIBK Q. (34)

FCI 0.0 ésta Memoria

compara con los métodos basados en la

quelatos para la determinacion fluorimétrica de

in. Para la comparacion hemos escogido aquellos metodos que
y se indican en la tabla V.37. De ia

laz tablas V.26 y V.37 puede deducirse que el

ol que menor limite de deteccién presenta de




Tabla V.37. Métodos fiuorimétricos para

la determinacién de
AL{IID) en disolucion

n1Groxil

ésta Memoria

b5 ‘mima usada
entraclcohl mMmNiad U
de extre

2 { At ™ {
=1 LImic : A - e
procedimiento ¢

reaccion cinetica.




V.9.4, SENSIBILIDAD DE LasS METODOS
FROFUESTOS

Basandonos en el concepto de sensibilidad de un

procedimientc analitico, ya definido en el capitulo IV, ¥y

utilizando los datos aportados por las experiencias anteriores
«curvas de calibrado) hemos realizado el célculo de la
sansibilidad de este método para los distintos volimenes de
disolucién empleados, encontrando los resultados que se reccgen

en la tabla V.38.

Tabla V.38. Sensibilidad analitica

Volumen sensibilidad
disgluclon analitica




9.5, RESUMENM DE LOS FARAMETROS
ANAL ITICOS

En la tabla V.39 se resumen los parametros analiticos
encontrados en el estudio del complejo Al(IID> morina fijado en

Sephadex SP C-25.

Tabla V.39. Parametros analiticos

Pardmetros
analiticos

ordenada en el arigen
pendiente
rango lineal (pg.L 3

coeficiente de
correlacion

1imite de deteccién
e = 3% fag. L)

limité de determinacion
(k = 100 Gg. L")

RSD (%)

sensibilidad analitica




INFLUENCIA DE IONES EXTRAROS




V.10,1, INFLUENCIA DE IONES EXTFAROS

Se ha estudiado la influencia que la presencia de los
iones, mas frecuentes en aguas, causa en la determinacién de
AL{IID por el método operatorio propuesto en fase gel. Se han
elegido estos iones porque es precisamente en aguas, naturales g
no, donde pretendemos aplicar el método.

Para llevar a cabo el estudio, se prepar¢ una serie de
matraces aforados de 500 mlL para cada ién ensayado, que
contenian en todos los casos 0.4 pgl' de AL{IID vy
concentraciones crecientes de aquel. Estas disoluciones fueron
tratadas en la misma forma que se indica en el proceso
operatorio.

De la medida de la intensidad de fluorescencia del

sistema y con la ayuda de la recta de calibrado se determiné en

cada caso el error relative de aquella.

Hemos admitido como limite de tolerancia para el ion

extrafio, la ccncentraciéon de éste que origina un error relativo

del 5%. No interfiriendo, por tanto, aquellas concentraciones de

i4n extrafio que producian un errar igual o inferior a ése valar.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas

V.30-V.48 y en las figuras v.31-V.40.




Tabla V.39. Interferencia de NOs~ para una concentraciéon de

0.4 pg.L-' de Aluminio

Carcxra>Cug.L-') log (C/CA

2 3
Log C/[AX(I))

Figura V.31. Influencia de KOs~




Tabla V.40. Interferencia de Cl para una concentracién de

0.4 pg.L7' de Aluminio

(C/CAI

Figura V.32. influencia de C1™




Tabla V.41. Interferencia de F- para una concentracién de

0.4 pg.L' de Aluminio

3
Log C/{A(M)

Figura V.33. Influencia de y




Tabla V.42. Interferencia de S04~ para una concentraciéon de

0.4 pg.L-' de Aluminio

2 3
Log C/[A)(IM)]

uencia de S04~

Figura v.34. Infl




Tabla V.43. Interferencia de COs*- para una concentracién de

04 pg.L-' de Aluminio

1.3
~-0.3
=2.4

.
Log /(A (IM)]

2~
Figura V.35. Influencia de COs




Tabla V.44. Interferencia de Ca(ID para una concentracién de

0.4 pg.L-' de Aluminio

Ca(lD

1 1
2 3

Log C/[A(M))

luencia de ca(ID

Figura V.36. Inf




Tabla V.4L. Interferencia de Fe(IID) para una concentracién de

0.4 pg.L=' de Aluminio

4000

Log C/{AN(m)}

Figura V.37. Influencia de Fe(IID




Tabla V.46. Interferencia de Mg (II) para uma concentraciéon de

04 pg.l. ' de Aluminio

s
log C/[A(M)]

D
Figura V.38. Influencia de Ng(I




[‘ﬂl)l{i V ,4 f 1 L 2 erenclL - o ( ] I Mra un C(JIICEIIU acion de

0.4 pg.L”' de Aluminio

1 }|
2 3
Log c/[a(m)]

v.39. Influencia de CutlD




T h & v ﬂ H : 2
a a . . Ill tt.'[ t erencia d.(‘_‘ I L)‘ § Pa[ a una concan LI 10 d.

0.4 pg.L..' de Aluminio

2 3
Log C/[a(1M)]

Figura V.40. [nfluencia de P04~




% ¢ K - | RS ]
resumen los
a los distintos iones ’
) distintos ones extrafios, obtenidos a partir
‘-

figuras V.31-V.40. con el cri .
C s V.31-V.40, con el criteriog adoptada.

Tabla V.49, Tolerancia de los iones extrafios

De la observacién de la anterior +tabla V.49 y figuras

puede deducirse:

i interfiere en relacién en pesO (w/w> 1on
extrafic/Al(III) superior & 10000: COx y NOa™.
Presentan interferencia moderada: cl, MgdD y Cal(ID

cuya relacioén molar en peso esta comprendida entre

00.

v 1000

y POa” presentan una interferencia para una

i¢n molar en peso de 500 y 125, respactivamente.

Causan una gran interferencia la presencia de los

jones Cu(ID, F~ ¥y Fe(IID.

La interferencia s positiva para catil) y Mg ¥

negativa para otras especies.

._,41)"5_




La concentracion de aluminic en las aguas a analizar

€5 superior al rango de aplicabilidad del métoda, esta es, entre

04 y 1.6 pugl'. Por esto, es posible la aplicacién directa del

metodo a la determinacién de aluminio en aguas naturales, ya que

la dilucién de la muestra rebaja tambien la concentracién de los
posibles iones interferentes. Dado el rango de aplicabilidad del
método propuesto y el nivel medio de aluminio en las muestras de
agua, habitualmente analizadas en nuestro laboratorio, =s

necesario realizar una dilucion previa.




APLICACIONES ANALITICAS




V.11,1, AFPLICACIONES ANALITICAS

Hemos aplicado el métcdo propuesto que emplea la
técnica FCI para la determinacién de AL(IID) en aguas de diversas
procedencias. Como ejemplos se han seleccionado tres tipos: agua
de manantial, de la que se eligieron dos, una de media
mineralizacién (Lanjarén) y otra de baja (Ortigosa del Monte),

agua de pantano y agua urbana tratada.

En todos los casos se ha empleado un pequefio volumen
de agua que se ha diluido hasta 500 ml con agua bidestilada para
el analisis de las muestras y el método de adicién de patrén y/o
la medida directa referida a la recta de calibrado, para

determinar el contenido de Al1(III) en las mismas.

Procedimiento propuesto para el

analisis de aguas

En un matraz de 500 mlL se afiade un volumen de muestra

que contenga la cantidad de aluminio comprendida en el rango de

1) y se enrasa con

aplicacion del método propuesto (0.4-16 pg.L”
rasco de polietileno y se

§.2%10"°%; 10

agua bidestilada. Se transfiere a un f

afiaden 2 mL de disolucién etanélica de marina de

mL de disoclucién reguladora de acido acético/acetato sédico

(0.1M) de pH = 5.30 y 60 mg de resina SP Sephadex C-235.

La mezcla se agita mecanicamente durante 1% minutos, ¥

los siguientes pasos SoOb los que se indican en el procedimiento




operatario. Se emplea el método de adicién de patron o la medida

directa referida a la recta de calibrado, para determinar el

contenido de AI(III) en las aguas.

V.11,1,2, Método de referencia

Se ha empleado como método de referencia la
determinacién de Aluminio por Absorcion atomica con llama de
6xido nitroso-acetileno. Se basa en la formacion de un complejo
quelato por la adiciéen de 8-hidroxiquinoleina al agua que
contiene aluminio y su posterior extraccién en metilisobutil-
cetona (191).

Para su analisis se toman 200 mL de la muestra a
analizar y se trasvasan a un embudo de decantacién de 500 mL. Se
afiaden 2 mL de oxina, 10 mL de tampén AcNH./PFH.OH y 10 mL de
metilisobutilcetona. A continuacién se agita durante 30 segundos,
se decanta y se recoge la fase organica, determinandose en ella
el contenido de aluminio. La medida se realiza a \ = 309.3 nm y

rendija = 0.7 nm. Previamente se realiza una recta de calibrado,

siguiendo el mismo procedimiento.

v.11.,1.0 Determinacién de Al(IIl) en aguas

de manantial

Se han empleado dos tipos de aguas de manantial, agua

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

comercializada bajo los nombres de Bezoya ¥ Lanjarén,

i cd ~omo ejemplos de aguas de
respectivamente. Se han seleccionado cO jenp g

baja y media mineralizacién.
1.- AGUA DE ORTIGOSA DEL MOHNTE

En primer lugar Se ha aplicado el método propuesto al

le Ortigosa deil Monte, cuya composicién media

agua de manantial

-498~




e CcQOm [.\Lﬂh]ﬁ Les " i i s
L 105 .EEn..Eli a aplik;ad p&r‘ Su

determinacion se he
eterminacion se ha indicado en el capitulo anterior

Mediante el métoda de referencia se determina la

concentracison de AL(IID) que se indica en la tabla V.50.

Tabla V.50. Contenido de Al(III) en el agua mineral de Ortignsa

del Monte. Método de referencia.

Este valor permite diluir la muestra de agua hasta una
concentracién de AL(IID comprendida en la recta de calibrado. De

ésta forma las concentraciones de los otros componentes tambien

se rebajan, por lo que su contenido no constituye interferencia
en la aplicacion directa del método, de acuerde con la tabla de

tolerancias (tabla V.49).

v.11.1.3.1. Nétodo apalitico empleado y resultados

a cabo el contraste del procedimiento
stodos, el de la medida

Para llevar
analitico propuesto se han ensayado dos m
directa referida a la recta de calibrado ¥ sl de la recta de

~alibrado por adicién de patrén.




- MEDIDA DIRECTA

Para la determinacién del contenido de Al(IID) en
agua a analizar por el método propuesto, se tomaron 20 mlL de

misma y agua bidestilada hasta 500 nL. A continuacién

afladieron 2 ml de disolucién etandlica de morina 6.2x10-%%, 10

de disolucién reguladora de acido acético/acetatc sédica (0.1M)
pi = 530 y 60 mg de resina SP Sephadex C-25.

Se agito durante 15 minutos, continuando
procedimiento tal y como se describe en el método operatorio.

Las condiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: lewe = 426 nm, dam = 496 Dm,
rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1

y temperatura 20°C.

Se hicieron tres determinaciones consecutivas de la
muestra y los valores de intensidad de fluorescencia se
trasladaron a la recta de calibrado obtenida previamente, cuyos

resultados se indican en la tabla V.51,

Tabla V.51. Recta de calibrado




e ke s i ; ey ' :
Esta recta corresponde a la siguiente ecuacion, una vez

ajustada por minimos cuadrados:
[FR = 30.10 [ALIID + 20.74 = 0.95¢
donde la [A1(IID] viene dada en pg.L '.
Los resultados obtenidos en la determinacién de 1la

concentracicn de Al(V) se indican en la tabla V.52.

Tabla V.52. Determinacién de Al(IID

Vol. problema Vol.agua bidest.

hasta 500
hasta 500
hasta 500

z corregidas las diluciones, la concentracién de
n la tabla V.53 junto con el estudio

Una ve

Al¢(III) encontrado se indica e

estadistico.




Tabla V.53.

Contenido de AI(IID) en el agua mineral de Orti
gosa

del Monte. Medida directa referida a la recta d
calibrado. :

Al (III)

- ADICION DE PATRON

Se ha determinado asimismo el contenido de A1(IID) por
calibracién por adicién de patrém. Las experiencias se llevaron a
cabo tomando, en cuatrc matraces aforados, 20 mL de agua a
analizar diluida hasta 500 mL con agua bidestilada y se afiaden a
cada uno de ellos 0, 1, 2 y 4 nl de disolucién de Al(UID de 0.1
ng.L7'. A continuacién se adicionan 2 mL de disolucién etanélica
de morina 6.2x107%%, 10 mL de disolucién reguladora de acido
acético/acetata soédico (0.1¥) de pH = 530 ¥ 60 mg de resina SP
Sephadex C-25. Se prepard también un blanco de agua bidestilada

que no contenia aluminio.
Se agitan durante 15 minutos y se sigue el

procedimiento descrito en el método operatorio.
Con el fin de compraobar los resultados obtenidos, sé

realizaron tres determinaciones simultaneas.

Las condiciones operatorias para la medida de la

intensidad de fluorescencia fueron: Aesc = 426 nm, laen -~ 496 nm,




rendija de excitacién y emision 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1

y temperatura 20°C.
Los resultados abtenidos se reflejan 2n la tabla V.54,

Yy 5@ han representado graficamente en la figura V.41,

Tabla V.54. Recta de calibrado por adicién de patrénm

hasta 500

hasta 500




0.0 I I 1 g
0.0 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0

ppd Al(II)

Figura V.41. Recta de calibrado por adicién de patrom

Ajustando las rectas obtenidas por minimos cuadrados

se obtienen las sigulentes funciones que corresponden a una

concentracien d= aluminio que se indica en la tabla V.55.

36 » 21.97 [ALCIID)]
.29 + 26.70 [AL(CIID]
.24 + 23.88 [ALCIID)]




Una vez corregi 5 las i
carregidas las diluciones, la concentracisn de

1'{}."\111\' enco £ ) =e indic
contrado se indica en la tabla V.56 Jjunto con el estudio
‘ # @ STU
estadistico.

Tabla V.56. Contenido de AL{IID en el agua mineral de Ortigosa
del Nonte. Recta de calibrado por adicién de patrém.

tn  la determinacién de aluminio por el método

arva que las pendientes de la recta de calibrado

propuesto se Ob:
ta de calibrado por adiciéon de patrén son del mismo

y de la rec
orden, La relacién de pendientes es de 1.3,

2.~ AGUA DE LANJARON

al método propuesto al agua de

ha aplicadu
media en componentes mayoritarios ¥

Se

Lanjaron, cuya composicidn
~14n, se dié en el capitulc IV.

técnica aplicada para su determina
Por el método de referencia se determina una
que e indica en la tabla V.57.

concentracisn de ALCIIDD
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Kétodo de referencia.

i necesario Ailuir la muestra para gque la

concentracisn esté comprendida en la recta de calibrado. El resto
1he Aeamneanentes o P luve 1 {

de los componentes se diluyen en la misma proporcién por lo que

su concentracién se hace inferior al limite de tolerancia

permitidc per el método propuesto (tabla V.49).

¥v.11.1.3.2. Método analitico y resultados

a recta de calibrado por adicién

- ADICION DE PATRON

el contenido de AMIID por el
Lag

Se ha determinado

nétodo de la recta de calibrado por adicion de patreon.

experiencias se llevaron a cabo tomando, en cuatro
aforados, 50 mL de agua a analizar diluida hasta 500 mlL con agua
0,1, 2y 4 nL de

bidestilada y se affader. 2 C ,da uno ce ellos O, 1,




ucién de AL(IID) de 0.1 mgL'. A continuacién se adicionan 2
de disolucién etanélica de morina 6.2x1072%, 10 mL de
reguladora de acido acético/acetato sédica (0.1M) de

disolucieén

pH = 5.30 y 60 ng de resina SP Sephadex C-25. Se preparé también

un blanco de agua bidestilada que no contenia aluminio.

Se agitan durante 15  minutos y se sigue el
procedimiento descrito en el método operatorio.

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

Las condiciones operatorias para la medida de la

de fluorescencia fueron: Xe.. = 426 nm, lew = 496 nm,

v emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1

resultados obtenidos se reflejan en la tabla V.58,

] o gt

do graficamente en la figura V.42.

senta




Tabla V.58. Recta de calibrado por adicién de patron.

Vol. Froblema Vol. Agua Bidest.

{(mL)
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Figura V.42. Recta de calibrado por adicién de patrén

Ajustando las rectas obtemidas por minimos cuadrados

se obtienen las siguientes funciones que corresponden a una

concentracisn de aluminio que se indica en la tabla V.59.

Tabla V.59

[AM(IIDD]
[ALCIID]
[AL(IID)]




1
Una vez I idas las '
@z corregidas las diluciones, la concentracisn de

encontrado se indic 1
ado ze indica en la tabla V.60 junto con el estudic

Tabla V.60. Contenido de Al(III) en el agua mineral de Lanjarén

Recta de calibrado por adicién de patrén.

Al realizar la determinacién de AL(III) mediante el
método de adiciéon de patrém, puede gbservarse una disminucién en
la pendiente con respecto a la de la racta de calibrado. Esta
pérdida de sensibilidad debida al efecto matriz puede evaluarse
por el cociente entre las pendientes de la recta de calibrado y

las rectas de calibrado por adicién de patrén. El valor

encontrado es de 2.2.




Determinacién de Al(III) en
de pantano

agua

El agua procede del pantanoc de Quentar (Granada),

donde se recogic con fecha de 28 de Junioc de 1988. En el momento

de la toma de muestra se afladié HNO. conc. como conservante
(0.25 mL/1000 mL). Ya en el laboratorio se filtré a través de una
membrana de Millipore de 0.45 um, y se almacené en un frasco de
polietileno perfectamente limpio y a 4°C.

La muestra de agua recogida para el estudio se analizéd
previamente, mediante las técnicas adecuadas en cada casag, que ya
se describen en el capitulo IV, y presenta el contenido que se

indica en la siguiente tabla V.61.

Tabla V.61. Contenido del agua de pantano

Calcio (Ca®™) a3 Absorcisn Atomica
Sulfatos (80477) T, Turbidimetria
Magnesio (Mg=") y Absorcién Atéomica
Silice (SiCz*") ; Espectrofotomet.
Nitratos (HOz") : Polarografia
Hierro (Fe®*) ; Absorcién Atémica

Fosfataos (POa™) 0. Espectrofotomet.

El contenido en AL(IID en el agua de pantano por

métodn de referencia se indica en la tabla v.62.




T ‘
abla V.62. Contenido de AL(III) en el agua de pantang

de referencia.

Como en los casos anteriores es necesario diluir la
muestra hasta que la concentracién de aluminio esté comprendida

en el rango de la recta de calibrado establecida.

v.11.1.4.1. Método analitico y resultados

Como método analitico se ha empleado el de la recta de

calibrado por adicién de patrén.

- ADICION DE PATRON

La experiencia se llevé a cabo tomando, en cuatro

matraces afcrados, 10 mL de agua a analizar y agua bidestilada

hasta 500 ml. Se afladen a cada uno de ello
y a continuacién se adicionan

x10-*%, 10 =mL de

& 0, 1,2y 8 nL de

disolucién de AL(IID de 0.1 mg.L~'

2 mlL de disolucién etanolica de morina 6.2
q sédico (0.1M) de

disolucisn reguladora de acido acético/acetat




pPH = 5.30 y 60 mg de resina SpP Sephadex C-25. Se prepars también
un

co de agua bidestilada que no contenia aluminio.

Se agitan durante 15 minutos Yy se

sigue el

procedimiento que se describe en el método operatorio.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos, se

realizaron tres determinaciones simultaneas.

Las condiciones operatorias para la medida de 1la
intensidad de fluorescencia fueron: ha.c = 426 nm, Aew = 495 nm,
rendija de excitacién y emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1
y temperatura 20°C.

Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla V.63,

y se han representado graficamente en la figura V.43.

Tabla V.63. Recta de calibrado por adicion de patrén.
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Figura V.43. Recta de calibrado por adicién de patrom

Ajustando las rectas ohtenidas por minimos cuadrados

ce obtienen las sigulentes funciones que corresponden a una

concentracién de aluminic gue se indica en la tabla V.64.

+ 46,60 [ALCIID)]
+ 45,80 [AL(IID]
2 + 46.10 [AL(IID)]




11
Una vez cc 5 diluci
carregidas las diluciones, la concentracién de

A r‘ l 1 j = 1 3 ] t V 4= J e %, _t ij
L\ -aniradg se 1“d ica en a a a nb nt on e estu 0
l en I t ]. 3 ]d 0 < i 1 LU

estadistico.

Tabla V.65. Contenido de AL(III) en el agua de pantanc. Recta de

calibrado por adicién de patrén.

Al realizar la determinacién de AL(IIDD en el agua
bruta mediante el método de adicién de patrén, se gbservé un
increrento en la pendiente con respecto a la de la recta de

calitrado. El coclente es del orden de 0.8.

. 1)1.1.9 Determinacién de Al(III) en agua

urbana

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

fecha de 31 de Mayo de 1988, se dejo fluir el agua durante um

periodo de tiempo de 15 minutos gque S€ estimé conveniente para

conseguir que la muestra fuera representativa. A continuacion sé




afiadiéc HNO. conc. como conservante (025 mL/1000mL)

y se
1 P ST A ™ - = ~
almacend en un frasco ds polietileno perfectamente limpio & 4°C

1 e

La muestra de agua reservada para el estudio se

analizo previamente, mostrando el contenido en las componentes
mayoritarios que se indica en la tabla V.66, asi como la técnica

empleada en cada caso para su analisis.

Tabla V.66. Contenido del agua urbana

Calcig (Ca*™) ; Absorcion Atomica
Sulfatos (S0a* : Turbidimetria
Magnesio (Mg=") 6. Absorcién Atémica
Silice (8i0=* ) . Espectrofotaomet.
Nitratos (NOz) ; Polarografia
Hierro (Fe®™") i Absorcién Atémica

Fosfatos (POa™") i Espectrofotomet.

Por absorcion atémica el contenido de aluminia

determinado se indica en la tabla V.67.




Tabla V.67. Contenido de AICIID) en el agua urbana. Nétodo d
‘ e

referencia.

Es necesario, por tanto, diluir suficientemente 1la
muestra de agua para que su concentracior en aluminio esté
comprendida en el rango de la recta de calibrado. Las
concentraciones del resto de los componentes se rebajan en la
misma proporciém, por lo que su contenido no constituye
interferencia al aplicar el métoda, de acuerdc con la tabla de

tolerancias (tabla V.49).

v.11.1.5.1. Nétodo analitico y resultados

%1 método analitico empleado es el de la medida
directa referida a la recta de calibrado y el de la recta de

calibrado por adicion de patreén.




- MEDIDA DIRECTA

Para el analisis del contenido de Al(IID) por el método
propuesto, se toman 3 mlL de muestra de agua de grifo y agua
bidestilada hasta 500 mL, se afiaden 2 mL de disolucién etanslica

morina 6.2xiC° %, 10 nl de disoclucién reguladora de &cido
acetico/acetato sodico (0.1M) de pH = 5.30 y 60 mg de resina SP
Sephadex C-25.

o

Se agitan durante 15 minutos y se someten al

tratamiento gue se indica en el procedimiento operatorio.

Las condicicnes operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: laxe = 426 nm, rem = 496 nm,
rendija de excitacién y de emisién 2.5 nm, factor de sensibilidad
0.1 y temperatura 20°C.

Se hacen tres medidas consecutivas de la muestra y se
refieren a la recta de calibrado obtenida, cuyos datos se indican

en la tabla V.68.

Tabla V.68. Recta de calibrado

Ajustada por minimos cuadrados es:

IFR = 32.05 (ALUIIDI] ¢ 34.98 r = 0.999

donde la [AL(IID] viene expresada en ug.L




1L.o= reeinl+adme A~
LOS Tesultados obtenidos cn la determinacion de ALCIID)

e S T RS S S T e : s 1
por medida directa se indican en la tabla V.63.

Tabla V.69. Determinacion de Al CIID

Vol. problema Vol. agua bidest.

hasta 500
hasta 500
hasta 500

Tna vez corregidas las diluciomes, la cu ntracion de

A1CI1D) enconiradc se indica en la tabla V.70 junto com el estudio

\

estadistico.

Tabla ¥.70. Contenido de AL(III) en el agua urbana. Nedida
directa referida a la recta de calibrado.




ADICION T3 PATRON

Para la determinacion contenido de aluminio por el

métodoc de adicién de patron se llevde a cabo la siguiente
experiencia. BEn cuatrc matraces aforados, se diluyeron 3 mL de
fua a analizar hasta 500 mL con ag'a bidestilada y €e afiaden a
cada uno de ellos C, 1, 2 y 4 mL de disolucién de ALCIII} de 0.1
mg.L"'. A continuacisén se adicionan 2 mL de disolucié. etansllics
de morina 6.2x10" "%, 10 ml de disclucién reguladora de Aacide
acético/acetatc sodico (0.1M) d2 pH = 5.30 y 60 mg de resina SP
Sephadex C-25. Se preparé también un blanco de agua bidestilada
que no contenia aluminio.

be agitan durante 15 n' tos y se sigue el
procedimiento tal y como se describe en el método operatorio.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos, se
realizaron tres determ‘naciones simultaneas.

Las coondiciones operatorias para la medida de la
intensidad de fluorescencia fueron: hewc = 426 nm, hew = 496 nm,

rendija de sxcitacién y emisiér 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.1

y temperatura 20°C.

1as resultad s obtenidos se reflejan en la tabla v.7L,

- £ i % pul ;| ! T i
y se han repres atado §,aficamente en la figura V.44

L




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

Al (111} afi

Vol Agua Bidest.
(mL’

500

hasta 500
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Figura V.44. Recta de calibrado por adicién de patron

Ajustando las

ectas obtenidas por minimos cuadrados

ce obtienen las siguientes funcicnes gue corresponden a una
& 1

concentracion de aluminio que &¢

- indica en la tabla V.72.

Tabla V.72.

1.‘7 .'11 \/z
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AlCI1D) encontrado se i
[ "nconirado se indica en la tabla V.73 junto con el e tudi
J can o 10

estadistico.

Tabla V.73. Contenido de AlI(IID) en el agua urbana. Recta de

caiibrado por adicién de patrén.

Al realizar la determinacién de AL(IID) mediante el
método de adicién de patrén, se observa que la pendiente es
semejante la de la recta de calibrado. la relacién de

pendientes 0.9.

En la tabla V.74, se resumen los resultados obtenidos

en el analisis de las aguas. serva que los errores relativos

respecto al método de Absorcién atomica (entre paréniesis en

con

la tabla) es menor del 7% excepto para el agua mineral de

Ortigosa del Monte ¥ Lanjarén. La precision (expresada COmO

desviacién estandar relativa) para el método de FCI varia entre

2.7% vy 6.6% La precision media de las cuatro aguas analizadas es




5 1
1

oy 1 L TR s g g i i o . : ]
L 4.2%. El método de Absorcién Atémica presenta una desviacién

e

estandar relativa media del 5

L/
ey

Tabla V.74. Resultados de los analisis.

contenldo en AICIIT) (pg L77)

wedida J5R gdicion de
directa®

16,4 (13,1%)

Lanjarén A0 : 5,5 (10,0%)

Pantano 1B, 0 19,7 (7.1%)

Urbana 157, ! - 151,7 (3.4%)




V.11,1.6, ESTUDIO DE RECUPERACION

Para comprobar la exactitud del método en la

L

aplicacién a muestras reales se ha realizado el siguiente
estudio de recuperacién de aluminio sdobre muestras de agua de

Bezoya y urbana de Granada, empleadas en el estudio anterior.

Agua de Ortigosa del Monte

ml de agua de Ortigosa del Monte diluida hasta

bidestilada, se adicionan distintas cantidades de

-entracion conmocida (0.20, 0.40 y 060 pgl™') y

métndo propuesto para el volumen indicadao, se

srescencia a una les = 49€ nm excitando

rendijas de 2.5 nm, factor de

sensibilidad de 0.1 y manteniendo constante la temperatura a
20°C.

La recta de calibrado cuyos datos se indican en la

tabla V.75, nos permite referir laos resultados obtenidos.




Tabla V.75. Recta de calibrado

Corresponde a la siguiente ecuacién, una vez ajustada

por minimes cuadrados, <cue 1nOS permite obtemer las

concentraciones de AL(IID) afladidas.

[FR = 25.10 [ACIID] + 26,04 r = 0999

(11121 viene dada en pg.L7'.

tratamiento

Loz resultados obtenidos, asi coma el

estadistico, se recogen en la tabla V.76 y V.77.




Tabla V.76, Estudio de recuperacion.

cantidad afadida #IFR

Tabla V.77. Estudio estadistico




A la vista de los datos reflejados en las tablas V.76

v J oy ~Or =nand e & .
y V.77, correspondientes a los resultados obtenidos,

podenos
deducir que el porcentaje de recuperacion es aceptable para ias

condiciones de trabajo establecidas.

V,11,1,6.2, Agua urbana (Granada)

Para comprobar la validez del método se ha realizado
un estudic de recuperacien, que consiste en adiciochar a 3 mL de
agua de grifo diluida hasta 500 mL con agua bidestilada,
distintas cantidades de Al(III) de concentracién conocida (¢0.10,
0.30 y 050 pg.L"') y operando segun el método propuesto para el
volumen indicado, se mide la intensidad de fluorescencia a una
e = 406 nm excitando a 426 nm, con una anchura de rendijas de
2.5 nm, factor de sensibilidad de 0.1 y manteniendo constante la

temperatura a 20°C,

La recta de calibrado obtenida, cuyos datos se indican

en la tabla V.78, nos permite referir los resultados obtenidos.

Tabla V.78. Recta de calibrado




Los valores de intensidad de fluorescencia referidos a

la recta de calibrado obtenida, que corresponde a la sigulente

ecuacion, una vez ajustada por minimos cuadrados, nos permite

obtener las concentraciones de Al(IID) afadidas.

IFR = 25595 [ALCIID)) + 27.10 0.999
donde la [AL(IID] viene dada en pg.L .
Los resultados obtenidos, asi como el tratamiento

estadistico, se recogen en la tabla V.79 y V.80.

Tabla V.79. Estudio de recuperacion.




Tabla V.80. Estudiu estadistico

A la vista de los datos reflejados er las tablas V.79
y V.80, correspondientes a los resultados obtenidos, pademos
deducir que el porcentaje de recuperacison es aceptable para las

condicionzs de trabajo establecidas.

En ia tabla V.81, se resumen los resultados obtenidos

del estudic de recuperacién de las aguas.




Tabla V.81. Estudio de recrperacién.

Agua mineral
(Ortigosa
del Monte)

I ‘-allgad_, 2¥Xiste una EUEI‘a concor ‘anL'ia en E]‘ tall to POI C1en to

i t s los casos.
de aluminio encontrado en todos los cas
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ESTUDIO DE LA FIJACION CONJUNTA DE LOS

COMPLEJOS DE AlCIII)D Yy Be(II)> CON MORINA

SOBRE SEFPHADEX G-15 POR

ESPECTRDFLUDRIHETRIA EN FASE SOLIDA

Y ESPECTRDFLUDRIMETRIQ SINCRONICA

DERIVADA EN FASE SOLIDA




INTRODUCCION

En las condiciones optimas de trabajo escudiadas en
los capitulos 1V y V, la diferencia entre la longitud de onda de
emision de ambos complejos hace que sea inviable pensar en una
determinacién conjunta por espectrofluorimetria .onvencional,
independientemente de la diferencia de pH de trabajo de ambtos
complejos.

El uso de 1a espectrofluorimetria sincrénica y
sincrénica derivada puede permitir la determinacién canjunta
usando ests pequefia diferencia en las caracteristicas espectrales
de los complejos. Ello exigiria el utilizar un soporte que permita
fijar ambos complejos y el encontrar unas condiciones
experimentales validas para ambos. A esta técnica en adelante la

denominaremos Espectrofluorimetria Sincronica Derivada en Fase

Solida.

Espectrofluorimetria Sincrénica

A

esper:traﬂuorimetx'ia sincrénica, técu.ca iniciada

or LLoya en 1971 (214), consiste en registrar un espectro de

3 3
luorescencia mientras se hace un barrido simultaneo de las

longiiudes de onda de excitacién ¥ emisién. Dicho barrido =e
(sincrénicamente) manteniendo una

realiza a la misma velocidad

diferencia constante, 4A, entre ambas longitudes de onda.

£S5 sincrenic esent
De una forma general, el espectro sincronico presenta
g ] espectro de fluorescencia
yna mayor que el esp
(figura VI.1J, obteniendose bandas esirechas y bien

\:gmver-.\;ic:ua‘;




2 4 3
th}f inidas. 5t

BEsto reduce los solapamientos entre compuestos con
caracteristicas espectrales parecida ., y aumenta la selectividad

analitica respecto a la espectro‘.uorimatria convencional, lo que
a su vez determina un mayor aprovechaiiento del intervalo
espectral util, pudiendo se ésta forma resolve: se con cierta
facilidad sistemas que posean méximos cercanos o bien mezclas

con mayor numero de ccmpnnentes., Esta cécnica es especialmente

4til cuando se va a resolver un sistema con dos componentes con

caracteristicas espectrales muy s! ilares, como es e: caso de los
1

sistemas marina-Al(IID) y morina-Be(ID.

-

| e M s
BT b o i e - s e S

. : ; de
Figura VI.1 Espectros de excitacién y emision ¥y sincrénico

un mismo compuesto




&) tiene una infli i i
iene una influencia importante en 1la

: -k &L
lncronicas.
que los espectros presenten solapamiento
figura VI.2), la banda :
: o anda sincrénice :
. ! C ca estara
comprendida entre |
I n y Ak o+ AN slenda ) i
AN, siendo Ao la longitud de

oL | AN
onda mas corta ctro de emisién
= L0 21100,

solapamiento, si
iapamiento, sino que ambas bandas estan

la sinceransd s .
banda sincronica se extendera

Figura VI.Z. Influencia del intervalo de solapamiento @

separacién de las bandas de excitacién y emision

sobre la sefial sincrénica




principal dificultad que tiene 1a fluorescencia

que el mejor valor de A) debe

Zonocerse de

obtener buenos resultados. Ademas, en algunos
pueden necesitarse varios valores

para su resolucién,

valor de a\, puede ser estimado facilmente a
traves de una representacion tridimensional  hascitaec isn=lemisisn=
fluorescencia, que permite obterer un mapa topografico (215)
(figura VI.3) en el que la zopna en la que un compuesto dado
fluorece viene dada por una superficie, la diagonal de la
representacién corresponde a la reflexién Rayleigh Quwe = Aam?
La representacion sincronica corresponderia a una linea parecida
a la diagonal (Oww Aewe t AX) es decir, con un angulo de 45°,
separada de ésta por una distancia ax. Nediante esta
representacion es muy facil seleccionar un AN que haga que la
linea que representa el espectro sincrénico no pase (o pase lo
menos posible) por las zonas de solapamiento, qua son aquellas en

las que las superficies se superponen parcialmente.

Figura V1.3. Representacion de los contorncs de tres componentes

(A, By Q)




I me e ctroe cincranis = i
LOS  especiros sincrenicos se obtienen facilmente; se

equisre solo qu spec 1
julere solo que el espectrofluorimetro esté dotado de un

sisiema que permite efectuar un barrido simultanec cou los dos

mongcromadores (de excitacién y de emisién).
Por ello, para que pueda <ser atil la técnica de

1 i Sl G s :
tuorescencla  sincronica, es preciso generar previamente una

grafica tridimensional, con objetoc de caracterizar completamente

la muestra. Esta grafica servira para determinar el mejor o los
mejores valores de AX y una vez establecidos, el analisis
rutinario puede hacerse con facilidad y rapidez, haciends el

barride sincrénico en un espectrofluorimetra convencional.

Recientemente se ha desarrollado un procedimiento més

asoc de que los compuestios presenten un mayor

de solapamiento; en este procedimiento denominado
Espectrofluorimetria Sincronica de angulo variable, el intervalo
A\ se varia a lo largo del barrido, por lo general variando las
velocidades de los monocromadores; en consecuencia, el angulo que
forma la linea de barrido en el diagrama tridimensional ya no es
45°, sino que el angulo variara al modificarse A); con este
procedimientc se pueden resolver mejor las mezclas de

multicomponentes cuyas bandas presentan un fuerte solapamiento.

Espectrofluorimetria Sincrénica Derivada

El hecho de que la fluorimetria sincrénica produzca

espectros mas estrechos y por tanto con mayores pendientes que

la fluorimetria convencional, la hace idénea para la derivacién de

iti S. entacién de
la sefial analitica. Esencialmente consiste en la repres

dIFR/dx en funcién de X. Por ello, la utilizacién de la derivada

(prim-ra o segunda’ del espectro sincrénico, técnica propuesta

por Green y O'Haver (216), permite mejorar los resultados.

La concentracién de analito depende de la rapidez con

{ntensidad de fluorescencia con la longitud de

que cambia la
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derivada.
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Bstc es debido 2 que en bandas Gaussianas
Lorentzisnas, la amplitud, D., de la derivada de ordem n
»
inversamente proporcional a la anchura de la banda original,

elevada a grado n:
Bhioe it

dos bandas coincidentes de igual intensidad,
la amplitud de la derivada de la banda mas estrecha es mayor que

la de la banda ancha, por un factor que se incrementa conforme

en cuenta gque el factor que

suele ser la sefial del blanco y la

asociada con su medida, resulta que los limites
pueden reducirse significativamente dado que se
; contribuciones las sefiales de los blancos al

especial cuando se tienen blancos con bandas

En la figura IV.4 se comparan de forma esquematica los

espectros convencionales sincronicos y S1nCronicos derivados de

compuestos hipotéticos.




FLUORINETR I
CONVENC TONAL

FLUGRINETRIA
SINCRONICA

FLUDRIMETRIA
SIACRONICA DERIVADA
(SEGUNDA DERIVADA)

Figura VI4. Comparacién esquematica entre los espectros

convencionales, sincrénicos y sincrénicos derivados

de dos compuestos hipotéticos.

Para dos compuestos hipotéticos A y B, cuando el

solapamiento de laos espectros convencionales no es muy grande,

la técnica sincrénica lo evita (caso a). Sin embargo, cuando los

s solapan fuertemente, la

espectros de fluorescencia convencionale
i6n del solapamientc, pero aun

técnica si-cronica reduce la extens

nc permite la resolucién de la mezcla. Sin embargo es posible

resolverla si se mide el espectro derivado (casa b).




En este capitulo abordamos, en primer lugar, el estudig
de aquellas variables que influyen sobre 1la fijacién e intensidad
s5cencia de leos dos

sistemas referidos, Al-morina y Be-

morina, con objeto de encontrar las condiciones optimas para su

determinacion conjunta. A continuacién se seleccionan las

condiciones instrumentales optimas (incremento de longitud de

onda, longitudes de onda analiticas,..) y una

VeZ propuesta el
metodo para la determinacion conjunta de aluminio y berilio se
pone de manifiesto su validez tanto en mezclas sintéticas como

reales.




