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OBJETO DE LA TESIS






Objeto de la Tesis. -

Poner a punto nueva metodologia analitica para el analisis de
trazas mediante el empleo conjunto de una técnica convencional como
la Espectrofluorimetria y wuna nueva técnica analitica: La
Espectrofluorimetria de Cambio Iénico, iniciada y desarrollada ésta,
en el Departamento de Quimica Analitica de 1la Universidad de
Granada. ’

Para ello, y después de una extensa revisién bibliografica,
se han seleccionado para su estudio como reactivos fluorogénicos

las bases de Schiff que figuran en la tabla siguiente:

Azometina X Y R
Saliciliden-o-aminofenol OH OH H
5~Clorosaliciliden-o-aminafenol OH OH Cl
5~Bromosaliciliden-o-aminofenol OH OH Br
5~Hidroxisaliciliden~-o-aminofenol OH OH OH
5~Metoxisaliciliden-o-aminofenol OH OH CH=z
Saliciliden-anilina OH H H
Benciliden-o-aminofenol H OH H

X Y
CH=N






INTRODUCCION
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INTRODUCCION

La importancia creciente que en los ultimos afios vienen
adquiriendo las Clencias del Medio Ambiente, estimulada por el
desarrollo de la Ciencia y la Tecnologia, unido a una mayor
exigencia de calidad y demanda de pureza en productos naturales o
manufacturados, ha producido un desplazamilento de la investigacién
en Quimica Analitica bhacia la deteccién y determinacién de
elementos traza, convirtiendose asi en una de las Areas de
investigacién analitica pura y aplicada més sugestiva y de mayor

porvenir (50,55).

For otra parte, la aplicabilidad de un procedimiento analitico
a muestras concretas obliga, segin su complejidad, a dilsponer de
reacciones analiticas si no especificas si "suficientemente
selectivas a través de una adecuada metodologia de eliminacién de
interferencias, o el empleo de una técnica adecuada o ambas vias

simultaneamente,
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La Espectrometria de Fluorescencia como técnica analitica ha
sido utilizada desde hace tiempo teniendo lugar un considerable
desarrollo a través de los afios debldo principalmente a sus
propledades fundamentales de sensibilidad, selectividad y bajos
limites de deteccién (caracteristicas que la bacen idénea para el
an4lisis de trazas), de tal forma que hoy dia se considera una

técnica rutinaria en cualquier laboratorio medianamente dotado.

Diversos compuestos inorganicos son fluorescentes en estado
sélido pero muy pocas de ellos pueden analizarse
fluorimétricamente, por medida directa de su fluorescencla en
estado sélido. Sin embargo son muchos los iones que se pueden
determinar en disolucién por métodos indirectos (§7), es decir, una
sustancia no fluorescente se convierte en fluorescente, mediante un
reactivo adecuado (fluorégenoc), y se mide su Intensidad de
fluorescencia o, por el contrario, se mide la disminucilén de dicha
intensidad, que produce el compuesto en estudio sobre uno que sea

flucrescente de por si.

Hemos de decir que son pocos los métodos cuantitativos que
se basan en medidas directas y muy numerosos los que lo hacen en
medidas indirectas. Sin embargo los métodos espectrofluorimétricos
de determinacién de lones inorgénicos, que implican la formacién de
un quelato fluorescente, se suelen considerar como métodos directos,
siendo los que presentan un mayor espectro de posibilidades de
aplicacién, en el an&lisis de iones inorgénicos, ya que son mas de
40 los 1ones metadlicos que se pueden determinar por estos métodos

(57).
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Son numercsos los compuestos organicos que en la actualidad
se utilizan como reactivos fluorogénicos para la determinacién
cuntitativa de iones metalicos. En los ualtimos 50 afios de la
Historia de la Quimica Analitica, casl se puede afirmsr que ha sido
este el campo que ha 1inundado persistentemente las pPéginas de la
literatura mundial dedicada al tema.

Entre estos reactivos orgénicos empleados en la formacién de
quelatos fluorescentes destacan de forma extraordinaria algunas
bases de Schiff aromAticas.

Las bases de Schiff son sustanclas que poseen en su molécula
la agrupacién -CH=N- y por tanto tienen una estructura general
RCH=NR', donde R y R' pueden ser radicales de diversa naturaleza.

Fué Etling en 1840 y no Schiff quien por primera vez obtuvo
complejos metdlicos de una base de Schiff al bacer reacciomar sales
de CudIl), Ni(II) y PFe(II) con Salicilaldehidc en presencila de
Amoniaco (1). Ppsteriormente Schiff (2) demostré que los compuestos
obtenidos por Btling eran complejos de la Salicilimina formada al
reaccionar el Salicilaldehido con el Amoniaco, e i1ntuyé, con buen
criterio, que igual comportamiento que el Amoniaco podian tener las
aminas primarias en tales reacciones. La comprobacién experimental
de esta hipétesis le condujo a la obtencién de complejos metélicos
derivados de diversas N-alquilsaliciliminas y N-arilsaliciliminas.

Es en la década de los aflos 50 cuando podemos decir que las
bases de Schiff comienzan a investigarse como reactivos
fluorescentes. Asi, fué Holzbecher en 1952 «4) quien propone por
primera vez la reaccién de tres azometinas:

Saliciliden-o-aminofenol

1- (Salicilidenamino)-2-naftol

1-(2-o-hidroxi-1-naftilmetilenamino)-2-naftol
para la deteccién de Al(IID).

Desde entonces han sido numercsos los articulos publicados
sobre el tema. En las sigulentes tablas se recoge la bibliografia
encontrada hasta nuestros dias, clasificada segin el tipo base de
Schiff y catién metdlico estudiado.



Tipo 1
R R'
CH=N
Nombre R R' Cationes Autores
Saliciliden-anilina OH H Indicadar Holzbecher ()
4cido-base
AICIID) Bozhevol 'nov (13)
Benciliden-o-aminofenol H OH " Bozhevol'nov (13)
Saliciliden-o-aminofenol OH OH v Holzbacher (9)
. Bozhevol'nov (10}
ALCIID) Holzbecher (4-7,11)
o Freeman (8)
Be(ll) wu uu
Ga(Ilh we u
In(ILD) v o
Ng((ID) we uu
2n(ID) hu hu

ALCIID) Bozhevol'nov (13,17}
(1) Holzbecher (11)
ga(lll) Bozhavol ‘nov (15)
Mg(iD) sy e

ALCIID) Klimov (21}

ANCIID) Argauar (24)

ALCITD) Lebed (25)

AL(IT1)*  Dagnall (27,29)
GatIIl)*  Dagnall (27}

ALCIID Kurbatava (28)
A1(II1)*  Morishige (43,49,51)
Ga(IIl)* b e

Balll)* Morishige (44,51)
A1(111)* Blanch (58)

v o 1 o o e S s D ! B D D A O P P A O 0 D O D R D 6 G B8RS R om0 e o5 5 R

(%) - Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,
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Tipo 11~
R OH HO
CH =N
Nombre R Cationes Autores

3-Metilsaliciliden-o-anminofenol CHs ANCIIDD Argauer (24)
ALCIID) Morishige (51)
Be(Il} o e
Ga(liDd v "o

3-Fenilsaliciliden-o-aminofenol CeHs ALCIID Argauer (24)

3-Clornsaliciliden-p-aninofenol Cl ALCIID) . he

3-Metoxisaliciliden-o-aminofenol 0CHs ALCIID b ue

3-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol OH AICIID e "

- o S 4 o 2t D S A S B e e A D R T P A e 2 > e e e g o



Tipo I11
H
R CH=N
Nombre R Cationes Autores
4-Metilsaliciliden-g-aninofenocl CHs Al(IIn Arqauer (24)
ALCIID) Morishige (49,51)
Ga(lID) e we
Be(IID) Morishige (51)
4-Fenilsaliciliden-o-aminofenol CeHs ALCTID Morishige (49)
Ga(lIl) o o
4-Carboxisaliciliden-o-aminofensal COO0H ALCIID) e e
Ga(lID) e ho
4-Metilformiatosaliciliden-o-
aminofenol C00CHs ALCIID o e
GaCIID) v ne
4-Sulfénicosaliciliden-o-aminofenol S0sH ALCTID) " uu
Ga(lll) ne e
'A-Clorosaliciliden-o-aninofenol Cl AlLCIID) “ "
Ga(lll hu b
4-Bromosaliciliden-o-aminofenal Br ALCIID) e wu
Ga(IID) e "o
4-lodosaliciliden-o~aninofenol 1 AT b b
Ga(lll) b o

4-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol 0H AlLCIID) Argauer (24)




Tipo IV
OH H
CH =N
Nombre R Cationes Autores
S5-Metilsaliciliden-o-aminofenol CHs ALCIID) Argauar (24)
AICIID) Morishige (51)
Ba(1l) e ne
Ga(lIn e e
S5-Etilsaliciliden-o-aminofenol CzHe Be(1I) Morishige (44,51)
ALIID) Morishige (51)
Ga(lID b e
5-Fenilsaliciliden-o-aminofenol CeHs ALCILID firgauer (24)
ALCLED) Morishige (51)
Be(1D) b e
ga(11l) uu b
5-Clorosaliciliden-o-aminofenol €l ALCTID) Argauer (24)

5-Terbutilsaliciliden-o-aminofensl C(CHs)s Bel{lD) Morishige (44)
ALCIITY Morishige (51)

Ga(lIl) e b
5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol OH ALCIID) Argauer (24)
5-Matoxidaliciliden-o~aminofenol OCHs ALCIID) e e
S5-Nitrosaliciliden-o-aninotfenol ND: ALCIID) ne "
5-lodosaliciliden-o-aminofenol I AICIID) b "
S-Metilformiatosaliciliden-o-
aninofenol CooCHs  ANCIID) e .
5-Bromosalitiliden-o-arinofenol Br ALCIID) . "

S-(1,1-dimetilpropilolsaliciliden- (CHs)JCCH2CHs
-o-aninofenol ALCIID u ue



Tipo V
H HO,
CH=N R
Nombre R Cationes Autores
Saliciliden-o~aminofenol-5-metilo Chs AL(IID) Morishige (43,49,51)
Be(Il) uu b
Ga(iih) w w
Saliciliden-o-aminofenol-5~cloro Cl AL(III)* hu “s
Ga(lll) b e
Saliciliden-o-aminofenol-S~bromo Br ALCIID Morighige (43,56)
Ga(llD) he ue
Ba(1l) Morishige (56)
Saliciliden-p-aminofenol-5-iodo 1 ALCTID) Morishige (43)
Ga(Ill) e o
Salitiliden-o-aminofenol-5-metoxilo OCHs ALCIIDD ae uu
ga(llld w we
Saliciliden-o~aminofenol-S-etoxilo OCzHs Al(IID) “e e
Ga(lil) hu e
Saliciliden-o-aminofenol-S-carboxilo COOH ALCIIT) u o

Ga(1lD)* . ¢ o

(X),- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,
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Tipo VI
OH H
CH =N
R
Nombre R Cationes Autores
Saliciliden-o-aminofenol-4-

-sulfénico SOsH AL(IID) Argauer (24)
Ga(IID “ ue

AL(IIT)*  Morishige (43)
Be(ID)* Morishige (44,56)

Saliciliden-o-aminofenal-4-cloro Cl ALCIID) Argauer (24)
ALCIID Morishige (49)
Ga(lll) e .
Saliciliden-o-aminofenol-4-bromo Br ALCTID) e e
Ga(IIl) " e
Saliciliden-o-aminofenol-4-iodo I ALCIID) o he
Ga(IIl) e ne
Saliciliden-o-aminofenol-4-metilo CHs AI(IID) Argauer (24)
ALCIID) Morishige (49,51)
ga(Ill ne b

Ba(1l) Morishige (51)

Saliciliden-o-aminofenol-4-fenilo CsHs AlCIID Argauer (24)
AlCIID Morishige (49)
Ga(lIIl e b

Saliciliden-o-aminofenol-4-carboxilo COOH RICIIDY*  Morishige (43)
Ga(l1lD)* e b

Saliciliden-o-aminofenol-4-metil-
formiato COOCH= ALCIID) u ue
Ga(lll) we u

(%) ,- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,
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Tipo VII
H
=N
Nombre R R Cationes Autores

3-Isopropil-6-metil-
saliciliden-o-aminofenol (CHs)zCH CHa AICIID) Argauer (24)
3-Metil-6-isopropil-
saliciliden-o-aminofenol CHs (CHs)2CH  ALCIID) hu o




Tipo VIII

H HO

It
=z

CH

S e o e o o o e e e e o e e e e et e e o o e e e o e e e 0 e ot T e e o 8 0 0 e e et e e e

---__--__--——-_-_------—---~--_------—----—-—-_--—_-—-_--_--__---------—-----——_

5~Metilsaliciliden-o-

-aminofenol-4-metilo CHa CHs ALCTIT) Argauer (24)
AXCIID) Morishige (51)
Ba(Il)* Morishige (44,51)
GacIIn) Morishige (51)

S5~-Clorosalicilidan-o-
-aminofenol-4-cloro Ci ¢l ALCIID) Argauer (24)
Be(ID) Morishige (44)

S-Etilsaliciliden-o-

-aminofenol-4-metilo CzHs CHs AIID Morishige (51)
Be(I) Morishige (44,51)
Ga(IlD) Morishige (51)

5-Fenilsaliciliden-o-

-aminofenol-4-fenilo Cels CeHs ALCIID) Argauer (24)

5-Bromosalicilidan-o-

-aninofenol-4-claro Br Cl ALCIID b “

S-Terbutilisaliciliden-o-

-aminofenol-4-metilo C(CH3)z CHs ALCIID) Morishige (51)
Be(11) b he
Ga(IID . w

S-Fenilsaliciliden-o-

-aminofenol-4-petilo CeHs CHa AICII wu e
Be(ID) u “e
Ga(IlD) wu e

o o o e e e e o o 7 0 s e i e oy e 0 0 o o e o e 0 0 B o e o 08 Y 8 e o o e 45 o e

(%).- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,
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Bases de Schiff no clasificables en los tipos anteriores

CH; OH  HQ ALUITD)
Be(11)
CH=N GaC11D)

| CH;

3-Metilsaliciliden-o-aminofencl~4-metilo

H HO | ALCIID)
HyC H:m@ Be(Il)
Ga(lI)
: CP43

4-Metilsaliciliden-o-aninofenol-4-metilo

OH HO ALCIID)™
Ba(Il)*
HaC CH=N CH
3 @ 3 Ga(11D)*

4-Metilsaliciliden-o~aminofenol-S-metile

OH HO
, ALCIID)
CH-N CHg Be(11)*
(343

S-Metilsaliciliden-o-aminofenol-5-metilo

Morishige (51)

Morishige (51)

Morishige (51)

Argauer (24)
Morishige (44)

(%),- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,



ALCIID)* Holzbecher (40)

OH HO Be(1D)* TR
- Gal11D) o

CH=N -CH; Se(11D) o
n(1D)* TR

Saliciliden~o-hidroxibencilamina

OH  HO
@ *N@ ALCIII)  Bozhevol'nov (13)

AICIIT) Argauer (24)

2-Hidroxinaftaliden-o-aminofenol

OH H
ALCIID) Argauer (24)

2-Hidroxinaftiliden-o-aminofenol-4-fenilo

OH HO
AICLID) Holzbacher (5}

ALCII) Bozhevol'nov (13)

Saliciliden-2-aminonaftol

(¥).~ Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,



OH HO
@ HeN ALCIIL)  Holzbecher (§)
AL(III)  Bozhevel'nov (13)

2-Hidroxinaftiliden-2-aminonaftol

ALCILIY) Argauer (24)
H HO 9
‘ ALCIID)*  White (34)
CH=N

Saliciliden-2-amino~3-hidroxifluorano

@H H ALCIID)  Argauer (24)
CH= N ’

Saliciliden-3-amino-2-hidroxifluoreno

ALCITD) Freenman (8)
In(11D) " b
Mgl wu uu

OH HO
n(1D e
CH=N —CP5-CH2—N =CH Mg(I)*  White (12)

Ng(1D) Dagnall (29)
Eul(ll) Kleinerman (37)

Bis~saliciliden-atilendiamina

(%),- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,
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@—CH N"'CHZ-CH N = @ EuCID) Kleinerman (37)

NO2

Bis-5-Nitrosaliciliden-etilendiamina

@CH N- CHZ CH2 N= CH@ Eu(lD) Kleinerman (37)

Bis-3,5-Diclorosaliciliden-atilendiamina

OH HO,
'<:::::§>—CF1 N - CH—<ii::::> Mg(I1)  Dagnall (29)

Bis-saliciliden-1,2-diaminobenceno

H HO
— Ng(I1)*  Dagnall (29,33)
0

=z

Bis-salitiliden-2,3~diaminobenzofurano

(%),- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,



ALCIID*  Avidad (54)
N =CH CH =N

OH OH OH

2,6-Bisl{o~-hidroxi) feniliminonetill-1-

~-hidroxibenceno

AsO3H2
ALCIID) Tashkhodzhaav (53}
@CH=N Be(11) oo e
OH

Derivados n-Hidroxibenciliden~o-arsanazoanilina

OH AsOgHy
CH=N AL(III)  Tashkhodzhaev (52)
Be(11) e
OH

Derivados n,2-Dihidroxinaftiliden-o~arsenazoanilina

(%),- Para este catién se propone método de determinacién cuantitativa,
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De la observacién de las anteriores tablas destaca el hecho
de que aunque son mﬁy numerosos los estudios realizados sobre los
quelatos fluorescente, 172, solo 24 han sido propuestos para la
determinacién cuantitativa del catién correspondiente mediante
métodos, generalmente  muy  Incompletos, cuyas  principales
caracteristicas se recaogen en la Tabla 1.2. Este hecho es debido a
que buena parte de los trabajos estan orlentados bacla estudios
estructurales y en muchas ocaslones «con datos meramente
cualitativos sobre el comportamiento de estos reactivos como
formadores de quelatos fluorescentes. Generalmente, se reconoce su
potencialidad en el anilisis cuantitativo, aunque la mayor parte de

las veces no pase de una mera posibilidad.

Desde el punto de vista estructural (3.8,13,,22,24,31,38,41) es
de gran importancia el articulo publicado en 1956 por Freeman y
Yhite (8) donde estudian las caracteristicas y tipos de enlaces
necesarios para que se formen compuestos quelatos fluorescentes con
las azometinas, ‘tanto arométicas como alifaticas, y los
correspondientes cationes.

En é] indican que dos grupos OH en posicién orto respecto
del grupo azometinico, son méAs eficlentes que uno solo, cuando se
trata de obtener quelatos fluorescentes. Igualmente demuestran que
la intensidad de fluorescencia del quelato aumenta con la razén
e*/r (cuadrado de la carga 1iénica/radio del 1én). Comprueban
asimismo la Iinfluencia del pH, temperatura y disclvente empleado.

Su aportacién més Interesante la consiguen al demostrar que
"las moleculas que poseen un eje, alrededor del cual pueden girar
dos partes voluminosas de las wmismas, poseen condiciones
apropiadas para producir fluorescencia".

Las bases de Schiff estudiadas por estos autores (8) son:

Saliciliden-o-aminofenol
Benciliden-o-aminofenol
Bis-saliciliden-etilendiamino
Saliciliden-anilo
Bis-saliciliden-o-fenilidendiamina
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asi como otros 12 compuestos intimamente relacionados con los

anteriormente citados.

En 1959 Bozhevol'nov (13) realiza un estudio sobre la
relacién existente entre la fluorescencla y la estructura molecular
de los reactivos e indicadores fluorescentes. En este 'trabajo su
avtor concluye que "la apariciéon de fluorescencia al formarse el
complejo, estd acompafiada de una transformacién de la molécula
hacia un estado coplanar®. Haciendo uso de de estas ideas disefié y

estudié experimentalmente las siguientes bases de Schiff:

Saliciliden-anilina

Benciliden-o-aminofenal
Saliciliden-2-hidroxi-1-naftilamina
(2-Hidroxinaftilmetilen)-o-aminofenol
(2-Hidroxi-naftilmetilen)-2-hidroxi-1-naftilamina

confirmandose en todos los casos las hipétesis previstas

tesricamente.

En su articulo publicado en 1964 Argaver y White (24)
estudian la importancla de los efectos mesomérico e inductivo sobre
la intensidad de fluorescencia en complejos de AI(IID) y Mg(lI) con

azometinas derivadas del Salicilaldehildo.

En la revista Liplds de 1973 aparece un articulo de Malshet
y Tappel (41) en el que se examinan cinco bases de Schiff. Su
interés radica en que sus autores demuestran que "es necesaria la
existencia de un grupo electrén-donante, en conjugacién con el
grupo imino, para que se forme una estructura que favorezca la

fluorescencia del complejo”.
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Con relacién a las aplicaciones analiticas cuantitativas,
solamente las 13 baées de Schiff que se relacionan en en la Tabla
1.1 han sido propuestas para la determincién espectroflucrimétrica
de AI(IID, Be(ll), Ga(IlD, Mg(II) y Zn(II), En la Tabla 1.2 se

resumen las principales caracteristicas de los métodos propuestos.

Tabla 1.1

Base de Schiff Namero
Saliciliden-o-aminofenol I
Saliciliden-o-aminofenal-5-cloro 11
Saliciliden-o-aninofenol-5-carboxilo I11
Saliciliden-o-aminofenol-4-sulfénico Iv
Saliciliden-o-aminofenol-4-carboxilo v
5-Metilsaliciliden-o-aminofenol-4-metilo VI
4-Metilsaliciliden-o-aminofenol-5-metilo VII
5-Metilsaliciliden-o-aminofenol-5-metilo VIII
Saliciliden-o-hidroxibencilamina 1X
Saliciliden-2-amino~3-hidroxifluoreno X
Bis-saliciliden-etilendiamina X1
Bis~-saliciliden-2,3-diaminobenzofurano XII

2,6~Bisl (o-hidroxi) feniliminometill-1-
~hidroxibenceno XIII

T T o o e e e e e e e = e R S o " e ——— T = = — 0 . 1 o e e



Tabla 1.2
Catién Reactivo lexc lem pH Medio Tanpén L, Deteccién Cita
(ne) (na) {ppb)

ALLIID I 410 520 5.6 Acetona(S ¥)  HAc/NH.AC 0,3 21,30,

' I 410 515 55 ODMF(4-8 %) v 0.2 43,49,51,

' l 400 508 5.8 Etanol(2 W) HAc /Nadc 6,020 58,

' I1 405 4% S§3 *+ * HAc/NHaAC 1,2 43,49,51,

' v 05 480 55 * ° v 1.4 43,

' v 400 4% S50 * * v 2 43,

' VIIT 405 S00 55 * °* v 0,2 51,

' IX Filtres 5,0 Etanol(30 ¥)  HAc/Nahc 2.4 40,

' 11 445 525 5.2 Etanol(10 %) HAC/NHGAc 0,2 i,

' IIT 420 525 4.8 Etanol(12 %)  MAc/Nahe 0,1 54,
Be(ID) I 337 440 10,5 OMF(4-8 %) NH«C1/NH3 4 51,

' v U3 30 %7 o+ ¢ £ 15 A4,

' VI 353 45 10,0 *+ * £ o 25 i,

' VI 340 437 95 *+ * . £ 0.8 5,

' VIIT 350 45 95 * ° v 20 i,

' 1¥ Filtros 5,0 Etanol(30 %)  HAc/Nahe 1 40,
Gal1l I 420 520 4.0 Acetonat5 %) HAC/MClAc/NHa 6,3 27,

' I 410 515 4,0 DWF(4-8 %) HAC/NHeAC 8 49,51,

' 11 820 50 35 0+ ¢ Lo 10 43,

' V 00 4% 35 * ° v 8 43,

' VII 420 510 40 * ° v 4 51,
Rg(1D) 11 395 439 DNF Isobutilamina/ 0.2 12,

HAt
! Y11 475 545 10,5  Metanol(50 %) Dietilamina/HCl | 29,33,

nd 1) IX Filtros 8,75 Dioxano(50 %)  NH.C1/NHs 2 40,
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De la observacién de la anterior Tabla 1.2 merece destacar
los bajos limites de deteccién que poseen la mayor parte de los
métodos propuestos. Sin  embargo, los autores no son  muy
exhaustivos en los estudios realizados pues, como indicabamos
anteriormente, defan varlables sin estudilar o lo bhacen muy
superficialmente, como es el caso de las Interferencias, donde solo
se tratan, en los excasos trabajos en que se I1nvestigan, de una

forma meramente cualitativa.

En otro orden de cosas, segun hemos indicado en péginas
anteriores, en la aplicacién de métodos para el andlisis de trazas,
de elevada sensibilidad, basados en la formacién de complejos
fluorescentes, influyen declsivamente tanto su sensibilidad
intrinseca como la metodologia analitica aplicada. De tal forma esta
afirmacién es clerta, que son muy numerosos los procedimientos
analiticos cuantitativos con limites de deteccién medios que han
sido aplicados al andlisis de trazas mediante el emplec de una
adecuada técnica de preconcentracién. Las experienclas realizadas
en este campo por F. CapitAn y col. han permitido proponer una
nueva técnica, la Espectrofluorimetria de Cambio Iénico (58),
técnica muy similar, en fundamento, a la Espectrofotometria de
Cambio Ioénico desarrcllada por K. Yoshimura y col. (48), y que
basicamente consiste en afladir una cierta cantidad de resina de
cambio iénico a un gran volumen de disolucién que contlene el
elemento traza a determinar en forma de quelato fluorescente.
Mediante la agitacién conveniente del sistema, el complejo
fluorescente se 1ncorpora al sustrato sélido aumentando la
intensidad de fluorescencia emitida al baber experimentado un

proceso de concentracién.

Todos los hechos anteriormente descritos unido a que en el
Departamento de Quimica Analitica de 1la Universidad de Granada

desde hace afios se viene trabajando en una linea de investigacién
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dedicada a estudiar el comportamiento y aplicaciones analiticas de
bases de Schiff, fruto de la cual ha sido la realizacién de 5 Tesis
Doctorales, 9 Memorias de Licenciatura y 38 articulos publicados en
diversas revistas, nos bhan inducido a proseguir su estudio

seleccionando para ello el siguiente grupo de compuestos:

I.-  Saliciliden-o-aminofenol (SOAF)

11.- 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol (S-C1SOAF)
I111.- 5-Bromosaliciliden—c-aminofenol (5-BrSOAF)
IV~ 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol (5-OHSOAF)
V.- 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol (5-NeOSOAF)
V1.~ GSaliciliden-anilina (SA)

V11.- Benciliden-o-aminofenol (BOAF)



CAPITULO I

SINTESIS E IDENTIFICACION DE LAS
BASES DE SCHIFF OBJETO DE ESTUDIO
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SINTESIS E IDENTIFICACION DE LAS BASES DE SCHIFF.

PARTE EXPERINENTAL.

Aparatos y condiciones operatorias.-

- Los puntos de fusién se han determinado en un aparato para

tal fin BUCHI Pat. 320388.

-~ Los anAlisis cuantitativos de C, H y N se han realizado en
un horno de combustién CARLO ERBA (Elemental Analyzer mod.

1106).

- Los espectros IR se registraron en un espectrofotémetro IR
PERKIN-ELMER mod. 983 entre 4000 y 300 cm', usando 1la

técnica de pastilla de KBr.

- Los espectros de RMN de protones se registraron en un

espectrometro BRUKER mod. WP 80SY. El disolvente utilizado

fue DMS y la referencia interna TMS.

Froductos empleados en las sintesis de las bases de Schiff.-

- o-Aminofencl para sintesis MERCK.

- Salicilaldehido para sintesis MERCK.

- 5-Bromosalicilaldehido GC EGA-CHIMIE.
- 5-Hidroxisalicilaldehido GC EGA-CHIMIE.
- 5-Metoxisalicilaldehido GC EGA-CHIMIE.
- Benzaldehido para sintesis MERCK.

— Anilina para analisis MERCK. Purificada siempre antes de

SuU uso por destilaclén a vacio.
- Etanol PANREAC del 99.5 % bidestilado.



SINTESIS DE LOS REACTIVOS.

Todas las bases de Schiff objeto del estudio fueron
sintetizadas tomando como base el método general propuesto por
Freeman y WVhite (8), consistente en la condensacién de los
aldehidos y aminas correspondientes en medio etanélico, segin la

sigulente reaccién general:

X Y Y
’»CHO +H2N @ — CH=N@
R R

Para ello se mantiene a reflujo durante 30 minutos una mezcla
equimolecular de aldehido y de la amina correspondientes. Tras su
condensacién se enfria la mezcla, se recoge el precipitado, se lava
y se recristaliza.

A continuacién se comenta la sintesis detallada de cada uno

de estos reactivos.
Sintesis del Saliciliden—-o-aminofenol.~

Se disuelven 0.51 g (0.0047 moles) de o-Aminofenol en 10 mL
de etanol del 99.5 % hirviente.

A continuacién, se afiaden 056 g (0.0047 moles) de
Salicilaldehido (liquido) sobre la disolucién de amina, se adicionan
10 mL de etanol del 99.5 % hirviente y se mantiene la mezcla a
reflujo a una temperatura de 95-100 °C durante 30 minutos.

Una vez tramscurrido este tiempo, se enfria la mezcla en un
bafio de hielo con lo que se consigue que aparezca el producto
s6lido, el cual se filtra a través de un crisol de vidrio molido y
se lava con etanol del 99.5 % frio.

El caompuesto obtenido es de aspecto cristalino, en forma de

agujas brillantes de color naranja-rojizo, forma que persiste tras
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su recistalizacién por 2 veces en etanol del 99.5 % y posterior
desecacién a vacio.

El rendimiento para esta reaccién de sintesis fué del 77 %.
Sintesis del 5-Clarosaliciliden-o-aminofenol.-

Par“a la obtencion de esta azometina fue necesario sintetizar
previamente el 5-Clorosalicilaldehido, por no ser éste un producto
comercial. Tal obtencién se llevo a cabo mediante reaccién directa
entre el Salicilaldehido y el Cloro:

OH OH
CHO +Clp; === CHO + HCI

Cl

A tal fin, se hizo pasar una corriente de cloro por 10 mnL de
Salicilaldehido hasta conseguir la formacién de un abundante
precipitado de 5-Clorosalicilaldehido. La reaccién se d& por
finalizada en el momento en que se comprueba, con la ayuda de de un
papel indicador humedecido con agua, que los vapores desprendidos
dejan de ser &cidos.

Se filtra dicho precipitado y se trata con etanol del 995 %
en caliente hasta su total disolucién.

La disolucién obtenida se enfria en bafio de hielo apareciendo
un precipitado blanco de aspecto cristalino, cuyos cristales tienen
forma de agujas.

El compuesto asi obtenido se recristalizé 2 veces mas en
etanol del 99.5 % y se secé en desecador a vacio.

Una vez obtenido el aldehido de partida, se procedié a la
sintesis de la azometina, para lo que se disolvieron 0.63 g (0.0040
moles) de 5-Clorosalicilaldehido en 10 nl de etanol del 99.5 %.

Igualmente, se disolvieron 0.44 g (0.0040 moles) de o-Amino-
fenol en 10 mL de etanol del 99.5 % hirviente.
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A continuacién, se vertié la disolucién del aldehido sobre la
disolucién de la amina y se mantuvo la mezcla a reflujo durante 30
minutos a una temperatura de 95-100 °C.

Transcurrido este tiempo, se enfrié la mezcla en bafia de
hielo, pero al comprocbar que no aparecia producto sélido alguno, se
afiadié agua bidestilada fria gota a gota hasta conseguir un
abundante precipitado, que se filtré en crisol de vidrio. meolido y
se lavé con una mezcla agua-etanol 1:1 fria, recristalizandolo 2
veces a continuvacién

Su aspecto es cristalino y su color amarillo-anaranjado.

El rendimiento para esta reacciéon de sintesis fué del 68 %.

Sintesis del 5-Bromosaliciliden—o—aminofenol.—

Se disuelven 0.69 g (0.0034 moles) de 5-Bromosalicilaldehido
en 10 mL de etanol del 99.5 % hirviente y 0.37 g (0.0034 moles) de
o-Aminofenol en 10 mL de etanol del 99.5 % hirviente tambien.

A continuacién, se adiciona la disolucién del aldehido a 1la
de la amina y se mantiene la mezcla a reflujo durante 30 minutos a
una temperatura de 95-100 °C.

Pasado dicho tiempo, se enfria la mezcla en bafio de hielo al
objeto de que cristalice el producto, despues de lo cual se filtra
en crisol de vidrio molido y se lava con etanol del 99.5 % frio.

El compuesto asi sintetizado es de aspecto cristalino-
algodonoso, y sus cristales muestran forma de agujas muy finas de
color amarillpo-anaranjado, despues de recristalizado 2 veces en
etanol del 99.5 % y secado en desecador a vacio.

El rendimiento de la obtencién fué del 92 %.
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Sintesis del 5-Hidraoxisaliciliden—o-aminofenol.—

Se disuelven 0.60 g (0.0044 moles) de 5-Hidroxisalicil-
aldehido en 10 mlL de etanol del 995 % hirviente y 0.48 g (0.0044
moles) de o-Aminofencl en 10 ml de etanol del 99.5 %.

A continuvacién, se vierte la disolucién del aldehido sobre la
disolucién de la amina y se mantiene la mezcla a reflujo durante 30
minutos a una temperatura de 95-100 °C.

Una vez transcurrido este tiempo, se enfria la mezcla en un
bafio de hielo con lo que se consigue separar el producto sélido, el
cual se filtra en crisol de vidrio molido y se lava con etanol del
99.5 % frio.

El producto obtenido recristalizado en etanol del 99.5 % y
secado en desecador en vaclo es un sbélido formado por cristales
brillantes de color rojo.

El rendimiento para esta sintesis fué del 80 %.

Sintesis del 5-Metaxisaliciliden-o-aminofenol.—

Se disuvelven 0.45 g (0.0041 moles) de o-Aminofenol en 10 mL
de etanol del 99.5 % hirviente.

A continuacién se afiaden 0.63 g (0.0041 moles) de S-Metoxi-
salicilaldehido (liquido)> sobre la disoluciéon de la amina , se
adicionan 10 ml de etanol del 99.5 % hirviente y se mantiene la
mezcla a reflujo a una temperatura de 95-100 °C durante 30 minutos.

Se enfria despues la mezcla en un bafio de hielo con lo que
trancurridos unos minutos aparece un sbélido, el cual, separado por
filtracién y recristalizado en etanol del 99.5 %, se presenta en
farma de cristales brillantes de color rojo-granate.

El rendimiento de esta reaccién de sintesis fué del 74 %
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Sintesis de la Saliciliden—-anilina.-

Se pesan 0.47 g (0.0051 moles) de Anilina, reclen destilada,
y se mezclan con 10 mL de etanol del 99.5 % hirviente.

A continuacién, se afiaden 0.62 g <(0.0051 moles) de Salicil-
aldehido (liquido) sobre la disolucién de la amina, se adiclionan 10
mL de etanol del 99.5 % hirviente y se mantiene la mezcla a reflujo
durante 30 minutos a una temperatura de 95-100 °C.

Transcurrido dicho tiempo, se enfria la mezcla en bafio de
hielo y se afiade gota gota agua bidestilada fria hasta conseguir
una turbidez persistente a la agitaciénm.

Dejada la mezcla en reposo, aparece un sbélido que se filtra
en crisol de vidrio molido y se lava con una mezcla agua-etanol 1:1
fria.

Con las aguas de filtrado se vuelve a repetir la operacién
anteriormente relatada.

El sustancla es de aspecto cristalino, siendo los cristales
brillantes, en forma de agujas muy finas y de color amarillo claro.

El producto obtenido se recristalizé 2 veces siguiendo el
procedimiento habitual y se secé en desecador a vacio.

El rendimiento conseguido fué, en esta ocasién, del 79 %.

Sintesis del Bencliliden—o-aminofenol.—

Se disuelven 0.55 g (0.0051 moles) de o-Aminofenol en 10 mL
de etanol del 99.5 % hirviente y se afladen 0.54 g (0.0051 moles) de
Benzaldehido (liquido) sobre la disolucién de la amina.

Se adicionan despues 10 mL de etanol del 99.5 % hirviente y se
mantiene la mezcla a reflujo durante 30 minutos a una temperatura
de 95-100 °C.

Una vez transcurrido este tiempo, se enfria la mezcla en bafio
de hielo y se affade gota a gota agua bidestilada fria bhasta
aparicién de un abundante precipitado que se filtra en crisol de

vidrio molido y se lava con una mezcla agua-etanol 1:1 fria.
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El compuesto asi sintetizado una vez recristalizado segin la
técnica habitual y desecado es de aspecto cristalino-algodonoso.
Los cristales tienen forma de agujas muy finas de color blanco.

El rendimiento fué del 78 %.



CRITERIOS DE PUREZA E IDENTIFICACION.

PUNTOS DE FUSION.

En la Tabla 1.1 se recogen los valores de los puntos de

fusién obtenidos para los distintos productos sintetizados, asi

como los encontrados en bibliografia.

Tabla 1.1
Azometina Punto de Fusién (°C)
Experimental Bibliografia

I 184.5-185 185-185.5 (&)
I1 184-185 184.5-185 (&
ITI 188.5 188-188.7 (&)
Iv 246.5 246-247 (8
v 155-156 155-155.6 (8)
VI 50.5-51 51 59
VII 89

Tambien se determind el punto de fusién del 5-Clorosalicil-

aldehido, sintetizado para la obtencion de la base de Schiff 1I, que

resulté ser 98.5-99 °C, coincldente con el citado en la bibliografia

(98-99.5 *C) (B60).



ANALISIS ELENENTALES.

Se han realizado los anélisis elementales (C, H, N) de los

ocho productos sintetizados, comprobandose en todos los casos que

los datos experimentales coinciden con los calculadaos teéricamente.

Los resultados expuestos como experimentales corresponden a

la media de tres anAlisis efectuados a tres muestras diferentes de

cada uno de los productos obtenidos.

En la Tabla 1.2 se recogen los datos obtenidos y se comparan

con los calculados tedricamente.

Tabla 1.2
Azometina
I Experimental...........
Cal, para CizHy120zN. ...
II Experimental...........

Cal. para CizH1002NC1..
II1 Experimental...........
Cal. para CizHi00=zNBr..

Iv Experimental...........
Cal. para CizH..0s8....
v Experimental...........
Cal. para C..H,30sH....
VI Experimental...........

Cal. para CizH.:0N.....

VII Experimental...........

Cal. para CizH.:ON.....
5-Clorosalicilaldehido:

Experimental...........

Cal. para C+Hs0=Cl.....

% C % H % N
73.09 5.01 6.39
73.24 5.16 6.57
63.01 3.82 5.53
63.03 4,04 5.66
53.62 3.34 4.61
53.42 3.42 4.79
67.90 4.58 5.92
68.12 4.80 6.11
69.10 5.42 5.63
69. 14 5.35 5.76
79.36 5.68 7.04
79.19 5.58 7.11
79.29 5.39 7.18
79.19 5.58 7.11
53.48 03 -
53.67 19 -

- = o =t i = e et o e e e S



ESPECTROS INFRARROJOS.

Los espectros infrarrojos fueron registrados entre 4000 y
300 cm~' usando la técnica de pastilla de KBr.

En la bibliografia consultada hemos encontrado bastantes
datos acerca de los espectros infrarrojos de bases de Schiff de
tipo aromatico (61-66), lo que nos ba sido de gran utilidad a la
hora de la asignacién de bandas.

A continuvacién se comentan los espectros infrarrojos
obtenidos para cada uno de los productos anteriormente

sintetizados.
Espectro IR del Saliciliden—o-aminofenol.-
En la Figura n? 1.1 se muestra el espectro IR registrado y

en la Tabla 1.3 se han recogido las bandas més significativas del

espectro y sus correspondientes asignacilones.
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Figura n° 1.1. Espectro IR del Saliciliden-o-aminofenol.
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Tabla 1.3

Bandas de Absorcién (cm™') Asignaciones
3047w v(C-H>aromaticos.
2700vw v{(-Ol>
1629s viC=N)azometinica.
1591m v(C=C)aromAticos.
1527s
1484m
1459s §(=CH)en el plano.
1274s v(C-1).
1222s § (C=Clen el plano.
1139s
1022w §(C-H)en el plano.
764m v(C-Haromaticaos
742s fuera del plano.

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil
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Espectro IR del 5-Clarosaliciliden-o-aminafenol.-

En la Figura n? 1.2 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.4 se han recogido las bandas mas significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.4
Bandas de Absarcién (cm~') Asignaciones

3047w v(C-H)aromaticos.
2923w v(=CH)
2700vw v(-0OH)

1627s v(C=N)azometinico.
1507s v(C=C)aromaticos.
1457s 6§ (=CH)en el plano.
1269s v(C-¥,

1222s §(C=C)en el plano.
1143s '

1128s

1112s

1031m §(C-H)en el plano.
878w § (=CH) fuera del

plano.

826s - v(C-H)aromaticos
755s fuera del plano.
686m v(C~-Cl)simétrica
639w

T T T T T T T e e e e e e e e e e e e e i e e e e

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil.
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Espectro IR del 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol.-

En la Figura n? 1.3 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.5 se han recogido las bandas mas significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.5
Bandas de Absorcién (cm ) Asignaciones
3047w v(C-H)aromaticos.
2923w v(=CH>
2700vw v(-0l
1625s v(C=Nazometinico.
1504s v(C=Claramaticas.
1457s §(=CH)en el plano.
1271s v(C-1.
1221s §(C=C)en el plano.
1142s '
1029m §(C-H)en el plano.
878w 6§ (=CH) fuera del
plano.
823m v(C-H)aromaticos
754s fuera del planao.
669m v(C-Brisimétrica
621im

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil.
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Figura n? 1.3. Espectro IR del 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol.
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Espectro IR del 5-Hidroxisaliciliden—o-aminofenol.-

En la Figura n? 1.4 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.6 se han recogido las bandas mas significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.6
Bandas de Absorcién (cm—') Asignaciones
o 047 vo-aromticos.

2923w v(=CH)
2700vw v{(-0H)
1637s v(C=Nazometinico.
1598m v(C=C)aroméaticos.
1547m
1460s §(=CH)en el plano.
1278m v(C-N),
1204s ' §(C=C)en el plano.
1135s
1033m 6§ (C-H)en el plano.
751s v(C-Haromaticos

fuera del plano.

T o o o o o e e e o e e e e et o e e e e e e e e o o 0w e e . . e W T e S T o i

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil,



Figura n2 1.4. Espectro IR del 5~Hidroxisaliciliden—o-aminofenol.
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Espectro IR del 5-Netaxisaliciliden—-o-aminofenol.-

En la Figura n? 1.5 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.7 se han recogido las bandas més significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.7
Bandas de Absorcién (cm "> Asignaciones
 swmw wo-Baromstices.

2923w v(=CH)
2850w v(~OCHz)simétrica.
2700vw v(~0W
1626s v{C=Dazometinico.
1526s v(C=Claromaticos.
1492s
1458s §(=CH)en el plano.
1255s v(C-1D.
1142s § (C=Clen el plano.
1038m §(C-Men el plano.
786m v(C-Daromaticos
740s fuera del plano.

e e i . o o ot B o T e o o ot e e . o e o o T e o ot St S e P e o Ak o b o e

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil,



Figura n? 1.5. Espectro IR del 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol.

@

[x}

P}

i

D)
Tt

i

ol
2
1

)

h
o
[

[

4339



-67-

Espectro IR de la Saliclliden-anilina.-

En la Figura n? 1.6 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.8 se han recogido las bandas mas significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.8
Bandas de Absorcién (cm') Asignaciones
3054w v(C-Haromaticos.
2900w v(-0H
1615s v(C=Nazometinicao.
1587s v(C=C)aromaticos.
1568s
1479s
1449s §(=CH)en el plano.
1275s v(C-F).
1185s §(C=C)en el plano.
1149s '
1026m §(C-H)en el plano.
979m
895s § (=CHYfuera del
plano
756s v(C-H)aromaticos
690s fuera del plano.

T e e e e e o e s v =~ e o e e o b e = o o — " = S —— e = = o S A o o

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil.
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Espectro IR del Benciliden-o-aminofenol.

En la Figura n? 1.7 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.9 se han recogido las bandas mas significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.9

Bandas de Absorcién (cm™ ") Asignaclones
1622s v{C=N)azometinica.
1579s v(C=C)aromaticos.
1478s
1285m v(C-ID.
1166w §(C=C)en el plano.
1025m §(C-H)en el plano.
967m
764s v(C-D)aromaticos
689s fuera del plano.

T o e e e e e e e o et et o o e o o e e s o = e e . . S S S o . e e e n e

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil
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Figura n2 1.7. Espectro IR del Benciliden-o-aminofenol.
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Espectro IR del 5-Clarusalicilaldehido.-

En la Figura n? 1.8 se muestra el espectro IR registrado y
en la Tabla 1.10 se han recogido las bandas mas significativas del

espectro y sus correspondientes asignaciones.

Tabla 1.10
Bandas de Absorcién (cm ') Asignaciones
3250w v(-0H)
2900-2800w v{(C-H)grupo aldehidico.
1658s v(C=0).
1565m v(C=0C).
1468s §(=CH>.
1277s v(C-0.
1212m §(C=C)en el plano.
1171s
1114m
885m § (=CH)fuera del
plano.
830s v(C-Haromaticos
768s fuera del plano.
699s v(C-Cl)simétrica.
644s

s = fuerte, m = mediana, w = débil, vw = muy débil.
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Figura n2 1.8. Espectro IR del 5-Clorosalicilaldehido.



CONENTARIOS GENERALES A LOS ESPECTROS INFRARROJOS.-

De la observacién de las anteriores Figuras n2 1.1-1.7 y de

las Tablas 1.3-1.9, donde se resumen los datos esenciales de

aquellas, puede deducirse:

L

2)

Todos 1los espectros muestran las bandas de los grupos
funcionales caracteristicos existentes en las distintas

moléculas.

El grupo azometinica (-CH=N-), que es el mas caracteristico
de todas las moléculas en estudio, presenta su banda de
tensién en el intervalo comprendido entre 1615 y 1637 cm',

Yy que hemos resumido en la Tabla 1.11.

Tabla 1.11

Azometina v(C=N) (cm ')
I 1629
11 1627
III 1625
Iv 1637
v 1626
VI 1615
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ESPECTROS DE RESUNANCIA NAGNETICA NUCLEAR DE FROTONES.

Se han registrado los espectros de RMN de protones en
Dimetilsulfésido (DMS) usando Trimetilsilano (TMS) como referencia
interna, de las bases de Schiff obtenidas anteriormente.

A continuacién se comentan los espectros obtenidos para cada

una de las azometinas en estudio.

Espectro de RNN del Saliciliden-o-aminofenol.—

En la Figura n2 1.9 se representa el espectro de RMN de
protones obtenido.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto

podemos hacer las siguientes asignaciones:

El H azometinico resuena a 8.97 ppm dando un singlete
intenso.

Los H correspondientes a los dos anillos fenilicos aparecen
en un multiplete comprendido entre 65 y 8.0 ppm. La integral de
dicho multiplete corresponde a 8 protones.

A 969 y 13.72 ppm aparecen dos singletes, el primero de
mediana intensidad y el segundo de baja intensidad y ancho, cuya
integral corresponde a 1 protén, en cada caso, y que nosotros
atribuimos a los H de los dos O-H fenélicos existentes en la

molécula.
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Figura n? 1.9. Espectro de RMN del Saliciliden-o-aminofenol.
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Espectro de RNN del 5-Clorosaliciliden—-o-aminofenol.-

En la Figura n? 1.10 se representa el espectro de RMN de
protones obtenido.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto

c H H

podemos hacer las siguientes asignaciones:

Los H de los anillos fenilicos aparecen en un multiplete

comprendido entre 6.4 y 8.5 ppm. La integral de dicho multiplete
corresponde a 7 protones.
7 A 8.72 ppm y 8.94 ppm aparecen dos singletes. Al objeto de
conocer cGal era la sefial correspondiente al H azometinico, la
disolucién muestra se agité con agua deteurada y se volvidé a
realizar el espectro de RMN, comprobandose en este caso que se
mantenia el singlete que aparecia a 8.72 ppm, y que nosolros
asignamos al H azometinico, y que el singlete que aparecia a 8.94
ppm desaparece, por lo que dicha sefial la hemos atribuido al H
de un grupo fenélico.

Es de resaltar el desplazamiento hacia campos mas bajos que
sufre el H azometinico en comparacién con el espectro de RMN del

Saliciliden-o-aminofenol, debido quiza a la presencia del Cl.



77—

!

Lo

ppm

-

j-CN

-

1

Figura n2 1.10. Espectro de RXN del 5-Clorosaliciliden—o~aminofenol.

10



78~

Espectro de RNN del 5-Bromosaliciliden—-o-aminofenol.-

En la Figura n2 1.11 se representa el espectro de RMN de

protones obtenido.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto '

Bf N

podemos hacer las sigulentes asignaciones:

El H azometinico resuena a 8.97 ppm dando un singlete
intenso.

Los H correspondientes a los dos anillos fenilicos aparecen
en un multiplete comprendido entre 6.5 y 8.5 ppm. La integral de
dicho multiplete corresponde a 7 protones.

A 9.75 y 13.81 ppm aparecen dos singletes, ambos de mediana
intensidad, cuya integral corresponde a 1 protén, en cada caso, y
que nosotros atribuimos a los H de los dos 0-H fenélicos

existentes en la molécula.
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Figura n? 1.11. Espectro de RMN del 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol.
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Espectro de RMN de 5-Hidroxisaliciliden-o-aminfenol.-

En la Figura n? 1.12 se representa el espectro de RMN de
protones obtenido.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto

podemos hacer las siguientes asignaciones:

El H azometinico resuena a 8.86 ppm dando un singlete
intenso.

Los H correspondientes a los dos anillos fenilicos aparecen
en un multiplete comprendido entre 6.4 y 7.6 ppm. La integral de
dicho multiplete corresponde a 7 protones.

A 9.00, 961 y 13.72 ppm aparecen tres singletes, los dos
primeros de mediana intensidad y el tercero de baja intensidad y
ancho, cuya integral corresponde a 1 protén, en cada caso, y que
nosotros atribuimos a los H de los tres O-H fenclicos existentes en

la molécula.
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Figura n? 1.12. Bspectro de RMF del 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol.
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Espectro de RAN del 5-Netoxisaliciliden-o-aminofenol.-

En la Figura n? 1.13 se representa el espectro de RMN de
protoneé obtenido.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto

O-CH; H H H

podemos hacer las siguientes asignaciones:

Los H correspondientes al grupo metoxilo aparecen a 3.78 ppm
dando un singlete muy intemso y cuya integral corresponde a 3
protones.

El H azometinico resuena a 8.97 ppm dando un singlete
intenso.

Los H correspondientes a los dos anillos fenilicos aparecen
en un nmultiplete comprendido entre 6.4 y 8.0 ppm. La integral de
dicho multiplete corresponde a 7 protones.

A 9.72 ppm aparece un singlete, ancho y de baja intensidad,
cuya 1integral corresponde a 1 protén y que nosotros hemos
atribuido a un H de los dos O-H fenélicos existentes en 1la
aplécula.



Figura n? 1.13. Bspectro de RMN del 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol.



Espectro de RNN de la Saliciliden—anilina.-
En la Figura n? 1.14 se representa el espectro de RMN de

. protones obtenido.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto

O—H H H

X
"
z
I

H

podemos hacer las sigulentes asignaciones:

El H azometinico resuena a 8.97 ppm dando un singlete
intenso.

Los H correspondientes a los dos anillos fenilicos aparecen
en un nmultiplete comprendido entre 6.7 y 8.0 ppm. La integral de
dicho multiplete corresponde a 9 protones.

A 12.10 ppm aparece un singlete de intensidad media, cuya
integral corresponde a 1 protén, y que nosotros hemos atribuido
al H del O-H fendlico existente en la molécula,
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Figura n? 1.14. Espectro de RN de la Saliciliden-anilina.
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Espectro de RMN del Benciliden-o-aminofenol.-
En la Figura n® 1.15 se representa el espectro de RMN de

protones obtenida.

Teniendo en cuenta la férmula del compuesto

H H-—0, H

I—0
"
=z
o

podemos hacer las sigulentes asignaciones:

El H azometinico resuena a 8.97 ppm dando un singlete
intenso.

Los H correspondientes a los dos anillos fenilicos aparecen
en un multiplete comprendida entre 6.3 y 8.0 ppm. La integral de
dicho multiplete corresponde a 9 protones.

A 9.75 ppm aparece un singlete ancho y de baja intensidad,
cuya integral corresponde a 1 protén y que nosotros atribuido al

H del O-H fenélico existente en la molécula.
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Figura n? 1.15. Espectro de RMN del Benciliden-o—aminofenol.
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ESPECTROS DE ABSORCION UV-VIS EN FUNCION DEL pH.

EXPERIMENTAL.

Aparatos utilizados.-

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

- pH-metro digital CRISON mod. 501, provisto de electrodo
combinado INGOLD.

Disoluciones empleadas.—

- Disoluciones 10-* M de la azometina correspondiente en
mezcla etanol:agua (1:1) (v/v). Preparadas en el momento de
ser utillzadas.

- Disoluciones de HCl y NaOH de diversas concentraciones en

mezcla etanol:agua (1:1) (v/v).

Nétodo operatorio.—

En un matraz aforado de 250 nlL se introdujo la cantidad
necesaria de la correspondiente base de Schiff para que al enrasar
con etanol del 50 % (v/v) la concentracién de la misma sea 10-4 M.

La disolucién se transfirié a un vaso de precipitados y el pH
se fue modificando convenientemente mediante la adicién de pequefias
cantidades de HCl o ¥aOH diluidos de modo que la concentracién del
reactivo no se modificase de forma apreciable.

Los espectros se registraron en la zona 300-500 nm, siendo
la velocidad de registro 100 nm/min.

En todos los casos las disoluciones de referencia (blancos)

fueron etanol al 50 % (v/v).



RESULTADOS OBTENIDOS.

Saliciliden-o-aminofenol.—

En la Figura n? 2.1 se muestran los espectros de absorcién

UV-VIS de esta azometina en funcién del pH.

3
Al0
pH: 12.60
" 600 pH: 10.50
500 pH: 9.70
LOOt pH: 9.40
pH : 9.20
300 pH:8.90
pH: 8.70
200 | ;
pH: 8.20
100 + pH: 6.00
° 50
A(hm)

Figura n2 2.1. Saliciliden-o-aminofenol
Espectros de absorcién UV-VIS en funcién del pH.



5-Clorosaliciliden—o—-aminofeno].-

En la Figura n? 2.2 se muestran los espectros de absorcién

UV-VIS de esta azometina en funcién del PH.

A0

pH: 1170
600 +

pH: 9.60
S00 | pH: 9.20

pH: 880
L0 pH: 8.60

pH: 840
300

pH: 820
200 |

pH: 7.80
100} pH: 6.10

0 L n 1 1
300 350 400 450

Figura n2 2.2. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol
Espectros de absorcién UV-VIS en funcién del pH.



5-Bromosaliciliden—-o-aminofenol.-

En la Figura n? 2.3 se muestran los espectros de absorcién

UV-VIS de esta azometina en funcién del pH.

A0

600 - pH: 10,65
pH:9.30

500
pH: 8.80

L0
= pH:8.40

300+ /

\ pH:8.20
\ \ pH: 7.80
\\\\\\ pH:7.40

100
\\ pH: 6.00
Q 1 — S

Figura n? 2.3. 5-Bromosaliciliden—o-aminofenol
Espectros de absorcién UV-VIS en funcién del pH.

300 3580 400 450 (nm) 500
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5-Hidroxisaliciliden—o-aminofencl.~

En las Figuras n? 2.4 y 2.5 se muestran los espectros de

absorcién UV-VIS de esta azometina en funcién del pH.

3
Al0
— pH:1090
500+ '
4001 030
300f pH: 980
200 pH: 9.40
pH: 9.10
100k pH: 8.00
0 )
500

m)

Figura n? 2.4. 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol
Espectros de absarcién UV-VIS en funcién del pH.



A0
60001
5001
pH:1120
4001 pH:11.40
3001 pH:11.60
PH:11.80
2001
pH:12.00
0 i i i
' 300 350 )\(nm) 500

Figura n? 2.5. 5-Hidroxisaliciliden—o-aminofenol
Espectros de absorcién UV-VIS en funcién del pH.



5-Netaxisallclliden-o-aminofenol .~

En la Figura n® 2.6 se muestran los espectros de absorcién

UV-VIS de esta azometina en funcién del pH.

3
Al10
= pH:12.60
700 N
pH:10.80
600+ pH:10.20
500 | pH:9.80
pH:9.60
N
LOOF \\\‘\\ \
,’—""‘-\\ N
P R S pH:9.30
PSS \\ ‘.'\'\\ e
- \\‘. \ \ \‘\'
300 — \\\\\\\\\ pH:$.00
‘ \\\ N \\' \\
200 “"“‘\\\\.\\\\;\ pH:8.80
- \-—“\ \\‘\\‘\
==\
100
0 1

j I L :
300 350 400 450

Figura n® 2.6. 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol
Espectros de abseorcién UV-VIS en funcién del pH.
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Saliciliden—anilina.-

En la Figura n? 2.7 se muestran los espectros de absorcién

UV-VIS de esta azometina en funcién del pH.

3
A0 pH: 1250
600+ pH: 100
500} pH:1010
400t pH: 970
3m -
pH = 930
2001 pH : 890
pH . 850
100
pH: 700
0 o —— sy ——

Figura n? 2.7. Saliciliden-anilina

Espectros de absorcién UV-VIS en funcion del pH.
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Benciliden-o-aminofenol .-

Esta azometina no presenta absorcién en el intervalo de
longitudes de onda comprendidas entre 300 y 500 nm, a ninguno de

los valores de pH de los ensayados.
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En la Tabla 2.1 se reunen los datos mas impertantes de los
espectros de absorcién UV-VIS en funcién del pH de las azometinas

en estudio.

Tabla 2.1
Amax (nm) rmax (nm)

Azometina m. Acido m. basico riscbh (nm)
SOAF 322 379 340
5-C1S0AF 336 390 352
5-BrSOAF 336 389 352
5—-QHSOAF 359 410 377
366 387
5-MeOSOAF 357 408 370
SA 323 378 339
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

La observacién de las anteriores Figuras n? 2.1-2.7, donde se
muestran los espectros de absorcién UV-VIS de las azometinas en
estudio, y de la Tabla 2.1, donde se resumen los datos esenciales

de aquellos, nos permite llegar a las siguientes conclusiones:

1.- De las siete azometinas estudiadas tan solo una, el BOAF,
no presenta actividad éptica alguna en el intervalo de PH
estudiado (6.0-13.0) y margen de longitudes de onda
registrado (300-500 am).

2.~ Todas las restantes azometinas, a excepcién del 5-OHSOAF,
presentan dos formas épticamente activas, cuyos méaximos de
absorcién estan comprendidos en los intervalos de 322-359
nm y de 378-410 nm, segin el pH del medio sea débilmente
basico o fuertemente basico, respectivamente.

La existencia de estas dos especies épticamente activas se
pone de manifiesto por la aparicién de un punto isobéstico

para cada sistema, respectivamente.

3.- El 5-OHSOAF presenta tres formas épticamente activas
Cuya respectiva existencia depende del pH del medio. Asi, a
pH inferior a 9 existe fundamentalmente la especie cuyo
maximo de absorcién aparece a 359 nm. Para pH comprendidos
entre 10.1 y 114 existe mayoritariamente la especie que
presenta méximo de absorcién a 410 nm. A pH superior a 11.5
se observa ya perfectamente la especie cuyo méximo de
absorcién aparece a 366 nm.

La existencia de estas tres especies se pone de manifiesto
por la aparicién de dos puntos isobésticos a 377 nm y 387

nm.






Determinacién de las Constantes de

Disociacién Acida.






Hemos abordado la determinacién de las constantes de
disociacién de los reactivos en estudio por tres vias y varios
métodos: potenciométricamente por los métodos directo, algebraico
directo, de Bjerrum, de Irving y Rossottl y de Schwarzenbach,
mediante espectrofotometria por el método de Vilson y Lester y par
espectrofluorimetria vtilizando el método de Schulman y col.
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DETERMINACION POTENCIOMETRICA DE LAS CONSTANTES DE
DISOCIACION ACIDA.

INTRODUCCION.

Las moléculas en estudio presentan dos tipos de grupos
funcionales con caracteristicas acido-base netamente diferentes.
Por una parte los OH fenslicos, que se comportan generalmente como
acidos débiles o muy débiles, y el nitrégeno de la agrupacién
azometinica que es suceptible de protonarse, si el PH del medio es
suficientemente bajo, comportandose por tanto como una Dbase,
generalmente, muy débil.

Con estas premisas hemos abordado 1la determinacién
potenciométrica de las distintas constantes de disociacién acida de
los reactivos en estudio. Para ello hemas aplicado er primer lugar
el método directo, que aunque nuy simple en su fundamento, nos
orienta acerca del orden de magnitud de las diferentes constantes y
en consecuencia poder, a continuacién, aplicar el método adecuado

para cada caso concreto.
EXPERIMENTAL.
dparatos utilizados.-

- Potenciégrafo METROHM-HERISAU E-536, provisto de bureta
autématica E-535 y célula de valoracién E-495.

Disoluciones empleadas.-

~ Disolucién etanélica 0.01 M de la caorrespondiente
azometina. Las disoluciones se prepararon en el momento de
ser utilizadas.

- Disolucién 0.02 M (f = 0.875) de NaDH en etanol al 50 %
(v/v).

~ Disolucién acuosa de HC10. 0.01 M (f = 0.999).

~ Disolucién acuosa de NaClO. 1 M.
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Curvas de valaracilén.—-

Como se indicé anteriormente, el caracter débilmente basico
del nitrégeno del grupo azometinico determina que éste se protone a
valores del pH suficientemente bajos, los cuales sélamente se
pueden conseguir mediante la presencia de un &cido mineral fuerte.
Este hecho nos ha inducido a obtener las curvas de neutralizacién

en dos condiciones diferentes:

1.~ En ausencia de acldo mineral fuerte.

2.~ En presencia de &cido mineral fuerte.

Curvas de valoracién en ausencia de acido mineral fuerte.—

Para ello en una célula de 20 mL se pipetearon 5 nL de
disolucién etanélica 0.01 M de la azometina correspondiente, 4 nlL
de disolucién de NaClOa 1 M, 1 mL de agua bidestilada y etanol al
50 % (v/v) hasta el volumen final.

Como puede apreciarse, la fuerza iénica se mantuvo constante
en 0.2 M.

Efectuamos la valoracién con NaOH 0.02 M (£ = 0.875) en
etanol al 50 % (v/v) en una célula de dobles paredes por entre las
que circulaba una corriente de agua, al abjeto de mantener
constante la temperatura e igual a 25 * 0.1 °C, y en atmosfera
inerte de nitrégeno, para lo cual se cerraba aquella herméticamente
por medio de un tapén con 5 orificios, por los que entraban
respectivamente el electrodo de vidrio, el de calomelanos, la
microbureta, un tubo para la entrada del nitrégeno y un termémetro.

Para cada una de las azometinas se repitié la experiencia
tres veces.

Los resultados obtenidos para la primera curva de valoracisén

de cada reactivo se muestran en las Figuras n® 2.8-2.14.
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Curvas de valoracién en presencia de &cido mineral fuerte.-

Cada experiencia consté de dos valoraciones: una del Acido
mineral (HC10.) solo; y otra de dicho é&cido mineral mas la
correspondiente base de Schiff.

Las soluciones a valarar, cuyo volumen final fué de 20 mL,
estaban compuestas por:

a) 5 mlL de HC1lD. (0.01 M), 4 mL de NaClOs (1 M), 1 mL de HzO y

10 mL de etanol.

b) 5 nL de HC10. (0.01), 4mL de NaClO. (1M>, 1 mL de Hz0, 5 mL
de etanol y 5 ml de disclucién etanélica de la base de Schiff

(0.01 M.

La fuerza iénica se mantuva constante en 0.2 M mediante la
adicién de la cantidad adecuada de NaClO. 1 M.

La valoracién se realizé con NaOH 0.02 ¥ (¢ = 0.875), en
etancl al 50 % (v/v), en las mismas condiciones operatorias
especificadas anteriormente.

Para cada una de las azometinas se repitio la experiencia
tres veces.

Los resultados obtenidos para la primera experiencia de cada

reactivo se muestran en las Figuras n2 2.15-2.21
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Figura n? 2.8. Saliciliden-o-aminofenol
Curva de valoracion.
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Figura n® 2.9. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol

Curva de valoraci6n.
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Figura n? 2.10. 5-Bromosaliciliden~o-aminofenol

Curva de valoracién.
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Figura n? 2.11. 5-Hidroxisaliciliden—-o-aminofenol

Curva de valoracién.
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Figura ne 2.12. 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol

Curva de valoracién.
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Figura n? 2.13. Saliciliden—anilina

Curva de valoracién.
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VNaOH
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Figura n? 2.14: Benciliden-o-aminofenol

Curva de valaracién.

VNaOH
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Figura n? 2.15. Curva 1: valoracién de HC1O.
Curva 2: valoracién de SOAF + HC1Oa
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Figura n2 2.16. Curva 1: valoracién de HC1O.
Curva 2: valoraciéon de 5-ClSOAF + HClOa

Figura n2 2.17. Curva 1: valoracién de HC1O.
Curva 2: valoracién de 5-BrSOAF + HC1O.
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VNaOH
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0 L 3 i

4 § s 10 112 pH

Figura n® 2.18. Curva 1: valoracién de HC1Oa4
Curva 2: valoraciéon de 5-0OHSOAF + HC10a

VNaOH
{mL

Figura n® 2.19. Curva 1: valoracién de HC1O.
Curva 2: valoracién de 5-MeOSOAF + HC1O.
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VNaOH
{mL)

1 1
4 3 8 10 12 pH

Figura n? 2.20 . Curva 1: valoracién de HC1O.
Curva 2: valoracion de SA + HC10.

0 )
& 6 8 10 12 pH

Figura n? 2.21. Curva 1: valoracién de HC1O.
Curva 2: valoracién de BOAF + HClO.
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METODO DIRECTO.

Aunque muy simple en su fundamento, pues sélo considera las
especies implicadas en cada etapa concreta de disociacién,
suministra los datos necesarios para orientar acerca del orden de
magnitud de las correspondientes constantes de disociacién &cida y
poder aplicar en consecuencia el método mas adecuado para su
determinacién.

Como es sabido, en este método directo, los valores de pKa se
obtienen leyendo sobre la curva de valoracién (Figuras n® 2.8-2.14)
el valor de pH correspondiente a a = 0.5, 1.5 ... etc.

En la Tabla 2.2 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 2.2
Azometina pPK= PK= PKa
SOAF 9.09+£0.03  11.00x0.03 -~
5-C1S0AF 8.1940.03  11.15+0.03 ==
5-BrSOAF 8.14+0.01  11.00+0.03 ==
5-0HSOAF 9.57£0.09  11.40£0.03 11.75%0.03
5-MeOSOAF 9.15+0.03 °© 11.00+0.03 -—=
SA 9.32+0.01 -== -=-
BOAF 10.70%0.03 == -

T T T T T T o o e o e e e e e o e o e ot o o e e e e e e e e e 2 . e e et . o o 0 o o o o

Los resultados obtenidos nos indican, en una primera
aproximacién, que todos los valores de pKa estan lo suficientemente
alejados como para poder determinarlos por aplicacién de 1los
métodos Algebraico Directo (67) y de Bjerrum (68). Para establecer
los valores de los pKs y pKa del S5-OHSOAF convendra aplicar otros
métodos. Seleccionamos para tal fin el método de Schwarzenbach
(70). Por otra parte, para el calculo del pKa correspondiente al
nitrégeno azometinico protonado y que denominamos PK. aplicaremos
el método de Irving y Rossotti (69) a las curvas de valoracién de
las distintas azometinas obtenidas en presencia de &cido mineral

fuerte.
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METODO ALGEBRAICO DIRECTO. (67)

FUNDAMERTO TEORICO.

La disociacién de un 4cido diprético podemos expresarla

segun los equilibrios:

AHz === AH- + H*

AH- === A~= + B~

y sus constantes de disoclacién serén:

X,
Kz

(AH") [H*] / [AHz] (1)
[A-=] [H*] / [AH") 2)

Si K. fuera mucho mayor que K=, cada etapa de disociacién
podria considerarse por separado.

Denominando “"a" al numerc de moles de base agregada en cada
instante por mol de acido presente y “Ca" a la concentracién total

de especles aclidas, tendremos:

a=YVb b / Va Ma y Ca =VoMa/ Vo + V'
donde:

Vo es el volumen inicial del acido.

V' es el volumen de base afiadido.

Cuando el valor del pH sea bajo, es decir, el medio

suficientemente &cido, se cumplira:

Ca = [AH=z) + [AH"] (3)

Aplicando la condicién de electroneutralidad:

aCa + [H*) = [AH™] ¥



-121-

Despejando [AHz) en (3) y sustituyendo en (1):

K: = [AB~] [B*) / Ca - [AB™)

y teniendo en cuenta (4)

{H*1 (aCa - [(H*1)
K, =

Ca ~ (aCa + [H*])

expresién que nos permite el calculo de la primera constante de
disaciacién.

Cuando el valor del pH sea alto, la [AH:] es despreciable
frente a la [AH"] y a la [A~2], por lo que las ecuaciones (3 y 4

se convierten en:

Ca = [AH") + [A—=] 5)
(a-1)Ca + [H*) = [AH") + 2[A~2) + [OH"} (6)

sustituyendo (6) en (5) y despejando (AH"] tenemos:

[AH™) = Ca - [A"*] = Ca - {(a-1)Ca + [H*1) / 2 (7

sustituyendo en (2), (8) y (7) resulta:

(Ca(3-a) - {OR"1)
2 [B*] {Ca - }
2

K2 =
Ca(3-a) - (OH"]

Hemos aplicado este método a las curvas de neutralizacién de

todas y cada una de las azometinas en estudio (Figuras n2 2.8-2.14)
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RESULTADOS OBTENIDOS.

Saliciliden-o-aminofencl.—

En las Tablas 2.3 y 2.4 se resumen los datos obtenidos para

la primera valoracién.

Tabla 2.3
Vnaon pH [H*1x10'© a Cax10 Kzx10'© pK=
1.4 9.05 8.912 0.490 2.336 8.39 9.08
1.5 9.10 7.943 0.525 2.326 8.59 9.07
1.6 9.20 6.310 0.560 2.315 7.81 9.11
1.7 9.25 5.600 0.595 2.300 7.90 9.09

e e e e i i o o L e e . . T T S . iy o AT i i i e S i S Mt e o e B i . M ) g e e e e e B e S s

Valor medio: pKz = 9.090.02

Tabla 2.4
Vumonw  pH  [H*IX10'= a Cax10® [OH"1x10% PKa
4.0 11.00 1.000 1.400 2.083 1.000 11.10
4.1 11.05 8.913 1.435 2.075 1.122 11.07
4.2 11.10 7.943 1.470 2.066 1.259 11.03
4.3 11.15 7.079 1.505 2.058 1.413 10.98
4.4 11.20 6.310 1.540 2.049 1.585 10.92

e e . e " ot o e Rt e e . e i .t e S . D S e e i o T A e e B S . P o s P S A S S T e . e S A

Valor medio: pKz = 11.02%0.07
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5-Clorosaliciliden-o-aminofenol.—

En las Tablas 2.5 y 2.6 se resumen los datos obtenidos para

la primera valoracién.

Tabla 25
Vuean pH [H*1x10= a Caxl0= K=x102 K=
1.3 8.05 8.913 0.455 2.347 7.426 8.13
1.4 a8.15 7.080 0.490 2.336 6.853 8.16
1.8 8.25 5.623 0.525 2.326 6.196 8.21
1.6 8.35 4.4067 0.560 2.315 5.675 8.25

o e e e e e e o i e s e e 2 e o~ e o S S o e . T o Wt R e i T . . 2 — o A " i P —

Valor medio: pK= = 8.2110.08

Tabla 2.6
Vnaow  pH  [H*1x10'= a Cax10® [OH 1x10= PKa=
4.1 11.10 7,943 1.435 2.075 1.259 11.06
4.2 11.15 7.079 1.47¢0 2. 066 1.413 11.02
4.3 11.15 7.079 1.505 2.058 1.413 10.98
4.4 11.20 6.310 1.540 2.049 1.585 10.92

Valor medio: pKs = 11.00+0.06
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5-Bromosaliciliden—-o-aminofenol. -

En las Tablas 2.7 y 2.8 se resumen los datos obtenidos

para la primera valoracién.

Tabla 2.7
Vuaaw pH  [H*1x10® a Cax102 Kzx10® PK=
1.2 7.95 11.220 0.420 2.358 8.11 8.10
1.3 8.03 9.333 0.455 2.347 7.78 8.11
1.4 8.10 7.943 0.490 2.336 7.61 8.12
1.5 8.20 6.310 0.525% 2.326 6.96 8.16

o o e it e it o e A oy A = e e e it A S . e S S A o e o e . M ot ot e s o e e e

Valor medio: pKz = 8.14+0.04

Tabla 2.8
Vuaow  pH  [H*Ix10'2 a Cax10® [OH 1x10® pK=
4.1 10.90 12.590 1.435 2.075 0.794 11.06
4.2 10.95 11.220 1.470 2.066 0.891 11.04
4.3 11.00 10.000 1.505 2.058 1.000 11.01
4.4 11.05 8.913 1.540 2.049 1.122 10.97

e e e e e e et o . ot i A e o o = T T Y T a0 U o o P S T S Sl . S B D e e e

Valor medio: pKs = 11.0240.04
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S-Hidroxisaliciliden—o-aminofenol.-

En la Tabla 2.9 se resumen los datos obtenides para la

primera valoracién.

Tabla 2.9
Vauson pH  [H*)1x10'© a Cax10®  Kzx10'© pK=
1.1 9.30 5.012 0.385 2.370 3.02 9.52
1.2 9.40  3.980 0.420 2.358 2.76 9.56
1.3 9.50  3.162 0.455 2.347 2.50 9.60
1.4 9.63  2.344 0.490 2.336 2.09 9.68

o e e o e e e s et o o e et B T o e B e . e e e . e . o i A e . . ke . = . . e D . S . B A o . it S . e St . o e T

Valor medio: pKz = 9.5910.07
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5-Netoxisaliciliden—-o—aminofenol.—

En las Tablas 2.10 y 2.11 se resumen los datos obtenidos

para la primera valoracién.

Tabla 2.10
Vnaonw  pH [H*)Ix10'© a Cax10® K=x10° PK=
1.3 ©.00 10.000 0.455 2.347 8.20 9,09
1.4 9.10 7.943 0.490 2.336 7.47 9,13
1.5 9.20 6.310 0.525 2.326 6.78 9.17
1.6 9.25 5.623 0.560 2.315 6.94 9.16
Valor medio: pK= = 9.1410.04
Tabla 2.11
Vuaon pH  [H*1x10'= a Cax10® [OH"1x10” PK=
4.1 10.90 12.590 1.435 2.07% 0.794 11.06
4.2 11.00 10.000 1.470 2.066 1.000 11.04
4.3 11.00 10.000 1.505 2.058 1.000 11.01
4.4 11.05 8.913 1.540 2.049 1.122 10.97

e o et o e e o e o = = A o S o o o = St o) T e o e =~ o T = e e o o

Valor medio: pKs = 11.0210.04
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Saliciliden-anilina.-

En la Tabla 2.12 se resumen los datos obtenidos para la

primera valoracién,

Tabla 2.12

Vnwon  pH [H*)x10'© a Cax10* K=x10'% pK=
9.05 8.912 0.385 2.370 5.47 9.26
9.10 7.943 0.420 2.358 5.63 g.25
9.20 6.390 0.455 2,347 5.19 9.28
9.30 5.012 0.490 2.336 4,65 9.33

Valor medio: pKz = 9.28+0.04

Benciliden-o-aminofenol.-

En la Tabla 2.13 se resumen los datos obtenidos para la

primera valoracién.

Tabla 2.13

Vnaow  PH  [H*1x10% a Cax10®  Kx10"' PK=
1.1 10.50 3.162 0.385 2.370 1.06 10. 97
1.2 10.55 2.818 0.420 2.358 1.04 10.98
1.3 10.60 2.512 0.455 2.347 1.00 11,00
1.4 10.65 2.239 0.490 2.336 0.95 11,02

T T T T e e o e e e e e e o et o o e o i e iy et (ot e o ot 1 . o B e e i e i 0 . 2 . e et i . o e e e et s o o e

Valor medio: pK= = 10.9940.02
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En la siguiente Tabla 2.14 se muestran y resumen los

resultados obtenidos.

Tabla 2.14. Constantes
algebraico directo

acida. Método

e e o o e . At e A i e D o P o e o ot e i S o o S o L e D o L e i o

SOAF 12 9.09

22 S.11

32 9.08

5-C1S0AF 12 8.21
22 8.25

32 8.17

5-BrSOAF 12 8.14
22 8.11

32 8.17

5~0HSOAF 12 9.59
23 9.61

32 9.64

5-MeOSOAF 12 9.14
28 9.16

32 9.19

SA 12 9.28

28 9.32

32 9.36

BOAF 12 10.99

22 10.97

de disociacién
p_;: pK=
11.02
9. 09+0.02 11.00
11.04
11.00
8.211+0.04 11.04
11.01
11.02
8.14+0.03 11.00
11.06
9.61+0.03
11.02
9.16+0.03 11.05
11.07
9.32+0.03
10.9910. 02

11.02+0.02

11.02+0. 02

11.03+0.03

11. 05+0. 03

e e e . e o o A o o St S ! kT A s P o o i R S o R P i ok e e e o S A2
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METODO DE BJERRUKM. (68)

FUNDAMENTO TEORICO.

En este método, Bjerrum considera a la sustancia acida, a 1la
que se desea determinar las constantes de disociacién acida, como
un complejo en el que el hidrégeno es el ligando y la molécula
azometinica el ién central. De esta forma, el nimero de moles de

ligando complejado por mol de ién central *fi* se define como:

2[AH=] + [AH™)

Los valores de n representados en funcién del pH, nos daran
para i = 0.5 y n = 1.5 los valores de pKz y pK=z.
Para el «calculo de § se tienen en cuenta dos

simplificaciones:

a) Para valores del pH suficientemente bajos, de todas las
especies en equilibric posibles (AHz, AH- y A~2), solamente son

significativas las concentraciones de AHz y AH-.

b) Para valores de pH suficientemente altos, la contribucién

de la concentracion de AHz es despreciable.

Teniendo en cuenta las premisas anteriores y operando

convenientemente se llega a las siguientes expresiones:

10-2eH — 1014
2-a) - 7V
Ca 10—+

1]
1}

aCa ~ [OQH™]

B

1]
]

Ca
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RESULTADOS OBTEKIDOS.

Saliciliden—o-amincfenol.—

En las Tablas 2.15-2.16 y Figuras n? 2.22-2.23 se muestran

los datos obtenidos para la primera valoracién (Figura n? 2.8).

Tabla 2.15
Vnaon pPH a n
1.0 8.75 0.350 1.65
1.1 8.85 0.385 1.62
1.2 8.90 0.420 1.58
1.3 8.95 0.455 1.55
1.4 9.05 0.490 1.52
1.5 9.10 0.525 1.48
1.6 9.20 0.560 1.45
1.7 9.25 0.595 1.41
n
161
pK2= 9.07
1.5
141
N\ i i
85 9 95 pH

Figura n? 2.22. Saliciliden-o-aminofenol
Método de Bjerrum. Calculo de pK=.
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Tabla 2.16
Vinaon pH a Cax10*® [OH-1x10= o)
5.0 11.25 1.750  2.000 1.778 0.86
5.2 11.35 1.824 1.980 1.995 0.81
5.4 11.40 1.894 1.970 2.512 0.62
5.6 11.45  1.960 1.950 2.818 0.51
5.8 11.50  2.030 1.938 3.162 0.40
6.0 11.55  2.100 1.923 3.548 0.25
n
08}
a5 pK;= 1145
. r !
0.4}
[ _L [l
" 15 12 pH

Figura n? 2.23. Saliciliden-o-aminofenol
Xétodo de Bjerrum. Calculo de pKa.
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5-Clorpsaliciliden-o-aminofenol.—

En las Tablas 2.17-2.18 y Figuras n? 2.24-2.25 se muestran

los datos obtenidos para la primera valoracién (Figura n2 2.9).
Tabla 2.17

Vaar pH a n

1.1 7.85 0.385 1.62
1.2 7.90 0.420 1.58
1.3 8.05 0.445 1.55
1.4 8.15 0.490 1.51
1.5 8.2% 0.525 1.48
1.6 8.36 0.560 1.44
1.7 8.50 0.595 1.41
n
161
pKz: 8- 22
15F
AT
| i 1
75 8 85 pH

Figura n? 2.24. 5-Clorosaliciliden—o-aminofenol
Xétodo de Bjerrum. Calculo de pKz.
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Tabla 2.18
Vnzon pH a Caxl1l0® [OH~1x10= gl
4.4 11.25 1.540 2.049 1.778 0.68
4.6 11.30  1.610 2.033 1.995 0. 63
4.8 11.35 1.680 2.016 2.239 0.57
5.0 11.45 1,750 2.000 2.818 0.34
5.2 11.50 1.824 1.980 3.162 0.22
n
06
pK; =1137
04}
Q2
1 1 |
1 15 12 pH

Figura n? 2.25. 5-Clarosaliciliden-o-aminofenol
Kétodo de Bjerrum. Chlculo de pKa.



5~Bromosaliciliden—o—aminofenol. -

En las Tablas 2.19-2.20 y Figuras n? 2.26-2.27 se muestran

los datos obtenidos para la primera valoracién (Figura n? 2.10).

Tabla 2.19

1.1 7 0.385 1.62
1.2 7.95 0.420 1.58
1.8 8.03 0.445 1.9
1.4 8.10 0.490 1.51
1.5 8.20 0.525 1.48
1.6 8.30 0.560 1.44
1.7 8.40 0.585 1.41
n
16+
pK,=8.13
15+
14k
1 | 1
75 8 85 pH

Figura n® 2.26. 5-Bromosaliciliden—-o-aminofenol
Método de Bjerrum. Chlculo de pK=.
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Tabla 2.20
Viaon pH a Cax10% fOH-1x10% n
4.6 11.12 1.610 2.033 1.318 0.96
4.8 11.20 1.680 2.016 1.585 0.89
5.0 11.28 1.750 2.000 1,905 0.80
5.2 11.35 1.824 1.68¢0 2.239 0.69
5.4 11.40 1.894 1.970 2.515 0.62
5.6 11.48 1.960 1.950 3.020 0.41
n
OCBP
pKy = 11.45

O,Gr
O.Ior

1 ] 1

1" 15 12 pH

Figura n? 2.27. 5-Bromosaliciliden—-c-aminofenal
Kétodo de Bjerrum. CAlculo de pKs.
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5-Hidroxisaliciliden-o—aminofenol.—

En la Tabla 2.21 y Figura n® 2.28 se muestran los datos

obtenidos para la primera valoracién (Figura n? 2.11).

Tabla 2.21
Vinaon pH a ol
1.2 9.40 0.420 1.59
1.3 9.50 0.455 1.56
1.4 3.63 0.490 1.53
1.5 9.75 0.525 1.49
1.6 9.85 0.560 1.47
1.7 10.00 0.9595 1.45
n
26|
pK2= 9.70
25
24}
| | 1
9 95 10 pH

Figura n? 2.28. 5-Hidroxisaliciliden—o-aminofenol
Método de Bjerrum. Célculo de pK-=.
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5-Netoxisaliclliden—-o-aminofencl.-

En las Tablas 2.22-2.23 y Figuras n? 2.29-2.30 se muestran

los datos obtenidos para la primera valoracién (Figura ne 2.12).

Tabla 2.22
Vnaon pH a T
1.1 8.85 0.385 1.62
1.2 8.90 0.420 1.58
1.3 9.00 0.455 1.55
1.4 9.10 0.490 1.52
1.5 9.20 0.525 1.48
1.6 9.25 0.560 1.45
1.7 9.30 0.585% 1.41
n
16
pK,=9.15
15
14
1 } L
85 9 9 pH

Figura n? 2.29. 5-Netoxisaliciliden-c-aminofenol
Nétodo de Bjerrum. CéAlculo de pK=.
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Tabla 2.23
VnaoH pH a Cax10®  [OH™Ix10% T
4.6 11.10 1.610 2.033 1.259 0.99
5.4 11.35 1,894 1.970 2.239 0.76
5.8 11.43 2.030 1.938 2.691 0.64
6.2 11.%0 2.175 1.910 3.162 0.52
6.4 11.52 2.240 1.894 3.310 0.49
7.0 11.60 2,45 1.850 3.981 0.30
n
0.7F
PK,= 1151
05H
03F
1 ! 1
" 115 12 pH

Figura n2 2.30. 5-Metoxisaliciliden—o-aminofencl
Método de Bjerrum. Calculo de pKa.
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En la sigulente Tabla 2.24 se reune la totalidad de los

resultados obtenidos por aplicacién del método de Bjerrum.

Tabla 2.24. Coonstantes de disociacién &8cida. Método de

Bjerrum.
Azometina Experiencia pK=z pKz pKa pﬁa
SOAF 12 07 11.45
22 9.09 9.08+0.02 11.43 11.45%0.02
3a 10 11.47
5-C1S0AF 12 8.22 11.37
2a 8.25 8.22+0.03 11.40 11.40%0.03
32 8.19 11.42
5-BrSOAF 12 8.13 11.45
22 8.11 8.13+0.02 11.44  11.45+0.02
32 8.15 ' 11.47
5-0HSOAF 12 9.70
2a 9.68 9.68%0.02
32 9.67
5-MeOSOAF 12 9.1% 11.51
28 9.13 9.15%0.03 11.48 11.5010,02
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METODO DE IRVING Y ROSSOTTI. (69)

FUNDAMERTO TEORICO.

Como premisa esencial de su método Irving y Rossotti
consideran a la sustancia &cida H,A como un complejo formado por
el ligando A¥~ y el hidrégeno (H*).

Como punto' de partida para el calculo de las constantes de
disociacién de un compuesto por este método, los autores el

concepto de la funcién na que definen como:

concentracién total de H* unido a ligando

concentracién total de ligando

Las constantes de disociacién se obtiene facilemnte de la
representacién del pH en funcién de n., para valores de na: 0.5;
15; 2.5; ..., respectivamente.

Como se deduce de su definicién, na,se puede expresar como:
na = (Ch - [H*1) / Ca (1)

donde:
Cn: es la concentracién analitica de protones (4cldo) en disolucién.

C.i: es la concentracién analitica de ligando.

El término desconocido de (1) es el numerador, ya que, si
bien se conoce Cn, la concentraciéon de protones, [H*], puede variar
bastante, y su variacién hara variar, a su vez, a Cn.

Para evaluar na. es por ello necesario recurrir pues a un
artificio operatorio.

Si a wuna determinada cantidad de Aacido mineral de
concentracién E, se afiade una cantidad suficiente de ligando, se
origina la formacién de un complejo del tipo H,4, dando lugar a una

concentracion tatal de ligando Cs.
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Ahora, la concentracién total de protones, inicialmente sers
E + yCi, y durante el transcurso de una valoracién con hidréxido

sédico resultara:

Crn = E + yCr - [Na*) + [OH-} 2)

El cadlculo de n. mediante la ecuacién (1) requiere un exacto
conocimiento de [H*], lo que puede presentar dificultades. Si el
dato se toma a partir de un unico valor de PH de una curva de
valoracién de Acido mineral y ligando, tal que [Na*] y [OH-] sean
despreciables y ademas E >> C:, entonces [H*] es aproximadamente
igual a E. El valor calculado pues para Cn - [H*] serd muy sensible
a pequeflos errores cometidos en la medida de [H*].

Para subsanar esta dificultad se recurre a un método
operatorio que consiste en hacer una valoracién potenciométrica del
dcido mineral solo y otra del acido mineral mAs el ligando,
representando los correspondientes valores de pH frente al volumen
de base afladido. Colocadas las dos curvas sobre los mismos ejes de
coordenadas, resulta una representacién como la que se muestra en

la siguiente figura:

la curva 1 representa la valoracién ‘del Acido mineral, la
curva 2 la valoracién del acido mineral y ligando.

Se elige un valor para la ordenada (pH) y se traza una
paralela al eje de abscisas que cortard a las dos curvas con lo que
Se establecen sobre el eje de abscisas unos volumenes determinados

de base.
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Para la curva de valaracién del acido mineral se cumplira
que:
[H*)* = E*' + (OH") - [Ha*}' (3
y para la de acido mineral y ligando, de la misma forma

[H*}* = E* + [OH~1" - [Na*1* + yC: - naGCs 4

Para una misma ordenada, de la figura anterior, y sl la

fuerza iénica de ambas disoluciones es la misma ocurrirad que:
(H*)* = (H*)* y [OH"1* = [(OH™}"

Restando la ecuacién (3) de la (4) y despejando n. se
obtiene:
na = {(E* -E') - ([Na*1" - [Na*1') + yCi} / Cu (5)

Suponiendo un volumen iniclal de disolucién V=, umnas
concentraciones iniclales de acido mineral y ligando E® y Gi°,
respectivamente, las mismas en cada valoraciéon y que loé volumenes
v' y v* de base de concentracién ‘N fueran afladidos en los puntos

respectivos A y B, entonces:
E* = (V= E=) / (V= + v E'= (Ve E=) /7 (V= + ¥
(Na*1* = (v* K) / (V= + v*) (Na*l = (v* H) / (V= + v
cy = (V= Cy=) / (Vo + v

Sustituyendo estos valores en la ecuacién (5) obtenemaos,

después de simplificar y reagrupar que:
Da =y + {(v' -V / (V° + ¥} (U +E) / =)

De la representacién del pH frente a na gbtenemos los

valores de los pK, para valores de ma: 0.5; 1.5; 2.5 ...



-143-

RESULTADOS OBTENIDOS.
Saliciliden—-o-aminofencl.—-
Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura

n? 2.15) se muestran en las siguientes Tablas 2.25-2.26 y Figuras
2.31-2.32

=}
[[+]

Tabla 2.25
pH \A v Na

4.00 2,050 0.15 2.69
4.10 2.050 0.30 2.64
4.20 2.100 0.45 2.60
4.30 2.100 0.55 2.56
4.40 2.125 0.70 2.52
4 .50 2.150 0.90 2.45
4.60 2.175 1.05 2.41
4.70 2.200 1.20 2.36

na

2.7+

23

1 | 1

L "
4.00 4.20 4.40 460 pH

Figura n° 2.31. Saliciliden-o-aminofenol
Xeétodo de Irving y Rossotti. Calculo de pK..



Tabla 2.26
pH Vl V“ na
8.70 2.500 3.30 1.72
8.80 2.500 3.45 1.66
8.90 2.500 3.60 1.61
9:00 2.525 3.75 1.57
9.10 2.550 3.90 1.52
9.20 2.550 4.00 1.49
9.30 2.575 4.15 1.44
9.40 2.600 4 .30 1.40
8.50 2.600 4.45 1.35
Na

17

15}F

13

1 L 1 1
870 8.90 9.10 930 pH

Figura n2 2.32. Saliciliden-o-aminofennl
Nétodo de Irving y Rossotti. Célculo de pK-.
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5—Clamsa11c111den~o—am1nafenal.—

Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura

n? 2.16) se muestran en las siguientes Tablas 2.27-2.28 y Figuras

n? 2.33-2.34.
Tabla 2.27
PH v' v Na

3.70 1.800 0.15 2.61
3.80 1.900 0.30 2.58
3.90 1.950 0.45 2.5%5
4.00 2.000 0.60 251
4.10 2.025 0.70 2.48
4.20 2.050 0.85 2.44
4.30 2.075 1.00 2.39
4.40 2.100 1.10 2.36

na

27F

25 k- pK, = 402

2'.3 B

1 1 i

3.70 3.90 410 430 pH

Figura n? 2.33. 5~-Clorosaliciliden-oaminofenol
Método de Irving y Rossotti. Calculo de pPKa.
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Tabla 2.28
PH \A v Na

8.20 2.400 3.625 1.56
8.30 2.400 3.725 1.53
8.40 2.400 3.800 1.50
8.50 2.400 3.850 1.48
8.60 2.425 3.950 1.46
8.70 2.450 4.000 1.45
8.80 2.450 4.050 1.43

na

L7 -

L5

3

, 1
8.20 8.40 8.60 8s0 pH

Figura n® 2.34. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol
Método de Irving y Rossotti. CAlculo de pK=.
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5-Bromosaliciliden-c-aminofencl.~

Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura

n2 2.17) se muestran en las siguientes Tablas 2.29-2.30 y Figuras

=}
[{e]

2.35-2.36.

Tabla 2.29
pH v' v Na

4.00 2.000 0.15 2.67
4.10 2.050 0.25 2.65
4.20 2.075 0.40 2.61
4.30 2.100 0.55 2.56
4.40 2.125 0.70 2.52
4.50 2.150 0.85 2.47
4.60 2.150 1.00 2.42
4.70 2.175 1.15 2.37

na

27

25

2.3

| I 1

4.00 4.20 4.40 460 pH

Figura n? 2.35. 5-Bronmosaliciliden-o-aminofenol
Método de Irving y Rossotti. Calculo de PK».
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Tabla 2.30
pH v' v" Da
7.90 2.450 3.40 1.66
8.00 2.450 3.55 1.61
8.10 2.475 3.65 1.58
8:20 2.500 3.80 1.54
8.30 2.500 3.90 150
8.40 2.500 4.00 1.47
8.50 2.500 4.10 1.43
8.60 2.525 4.15 1.42
na
17+
pK2= 8-30
1.5 F
1.3k
1 B ] L 1
7.90 8.10 8.30 g8s0  pH

Figura n? 2.36. 5-Bromosaliciliden—o-aminofenol
Método de Irving y Rossotti. Calculo de pK=.
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5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol.-

Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura
ne 2.18) se muestran en las siguientes Tablas 2.31-2.32 y Figuras
2.37-2.38.

=
[[e]

Tabla 2.31
pH v' v" Na

4.00 2.00 1.10 3.66
4.10 2.05 1.20 3.62
4.20 2.05 1.30 3.54
4.30 2.10 1.40 3.51
4.40 2.10 1.50 3.43
450 2.15 1.60 3.40
4.60 2.15 1.65 3.36
4.70 2.15 1.70 3.33

na

3.7k

351

33}

| 1 I 1

4.00 4.20 4.40 460 pH

Figura n¢ 2.37. 5-Hidroxisaliciliden~o-aminofenol
Nétodo de Irving y Rossotti. Calculo de pKa.
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Tabla 2.32
pH V. V“ N

0.30 2.625 3.15 2.66
6.40 2.650 3.25 2.58
S50 2.700 3.35 2.54
9.60 2.700 3.40 2.51
90.70 2.700 3.45 2.47
9.80 2.725 3.50 2.45
$.90 2.750 3.55 2.44

Na

2.7

pK,=9.62
25
23
1 1 | |
930 950 970 990 pH

Figura n? 2.38. 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol
Método de Irving y Rossotti. Calculo de pK=z.
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5-Netoxisaliciliden—-o-aminofenol.-

Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura
n2 2.19) se muestran en las siguientes Tablas 2.33-2.34 y Figuras
n? 2.39-2.40.

Tabla 2.33
pH v! v N
3.80 2.000 0.25 2.64
3.90 2.050 0.40 2.60
4.00 2.075 0.55 2.55
4.10 2.100 0.65 2.53
4.20 2.100 0.80 2.47
4.30 2.100 0.95 2.42
4.40 2.150 1.10 2.38
4.50 2.150 1.20 2.34
na
27 -

2.5

231

380 400 4,20 440 pH

Figura n2 2.39. 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol
Nétodo de Irving y Rossotti. Calculo de pK-.
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Tabla 2.34
pH A v N
8.80 2.475 3.45 1.65
8.90 2.500 3.55 1.63
9.:00 2.500 3.70 1.57
9.10 2.500 3.80 1.54
9.20 2.500 3.90 1.50
9.30 2.500 4.00 1.47
9.40 2500 4.15 1.41
0.50 2.525 4.25 1.39
na
1.7k
pK,=9.20
15|
13-
1 ) 1 | 1
8.80 9.00 9.20 o0 pH

Figura n? 2.40. 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol
¥étoda de Irving y Rossotti. Calculo de pK=.
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Saliciliden-anilina.-

Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura
n? 2.20) se muestran en las siguientes Tablas 2.35-2.36 y Figuras
ne 2.41-2.42,

Tabla 2.35
pH v! v N

3.90 2.00 0.35 1.60
4.00 2.05 0.50 1.56
4.10 2.10 0.65 1.53
4.20 2.15 0.85 1.47
4.30 2.20 1.00 1.43
4.40 2.20 1.120 1.40
4.50 2.20 1.25 1.34

na.

\7r

1.5 F pK, =414

1.3

1 1 1 i
390 410 430 450 pH

Figura n2 2.41. Saliciliden—anilina
Método de Irving y Rossotti. Célculo de pPKa.



Tabla 2.36
pH v' v" N

9.20 2.650 3.800 0.59
9.30 2.650 3.900 0.56
940 2.650 4.000 0.52
950 2.650 4.100 0.49
9.60 2.675 4.200 0.46
9.70 2.700 4.27% 0.44
9.80 2.700 4.350 0.42

nda.

07

05

03

A | 1

1
9.20 9.40 960 9.60 pH

Figura n? 2.42. Saliciliden—anilina
Xétodo de Irving y Rossotti. Calculo de pK=.
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Benciliden-o-aminofenol.—

Los resultados obtenidos para la primera valoracién (Figura
n? 2.21) se muestran en las siguientes Tablas 2.37-2.38 y Figuras

n® 2.43-2.44

Tabla 2.37
pH v' v N

4.00 2.05 0.00 1.74
4.10 2.05 0.20 1.67
4.20 2.10 0.34 1.63
4.30 2.10 050 1.58
4.40 2.15 0.65 1.54
450 2.15 0.85 1.47
4.60 2.15 1.00 1.42
4.70 2.15 1.15 1.36

na,

7

pK|=lL46
15 -
13
I L 1 . 1
4,00 4.20 440 460  pH

Figura n? 2.43. Benciliden-o-aminofenol
Método de Irving y Rossotti. Calculo de pKa.



nda.

0.7

Qs

03
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Tabla 2.38
pH v' v n
10.50 2.65 3.50 0.70
10.60 2.70 3.70 0.65
10.70 2.70 3.90 0.58
10.80 2.75 4.10 0.53
10.90 2.80 4.25 0.49
11.00 2.90 4.40 0.48
11.10 3.00 4 .60 0.44
pK2= 10.85
i 1

1050 1070 1090 o pH

Figura n? 2.44. Benciliden-o-aminofenol
Método de Irving y Rossotti. Calculo de pK=.
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En la siguiente Tabla 2.39 se muestran los resultados
obtenidos.

Tabla 2.39. Constantes de disociacién acida. NMétodo de Irving

¥ Rossotti.
Azometina Experiencia pK; pKs pK: | pKz

SOAF 18 4.42 5.16
28 4.43  4.4240.02 g.18 9.17+0.02

32 4.40 18

5-C1S0AF 13 4.02 8.40
2a 4.02 4.02%0.01 8.45 8.43%0.03

3a 4.01 43

5-BrSOAF 12 4.42 8.30
22 4.38 4.40+0.02 8.31 8.31%0.01

32 4.40 31

5-0OHSOAF 1a 4.31 ' 9.62
28 4.34 4.3210.02 5.67 9.6440. 03

32 4,31 64

5-MeOSOAF 12 4.15 9.20
22 4.21  4.18%0.03 9.21 9.20+0. 01

3a 4.17 8.20

SA 12 4,14 9.47
22 4.22 4.18x0.04 9.52 9.4710.05

32 4,17 9.42

BOAF 1a 4.46 10.85
2a 4.48 4.48%0.03 10.86  10.85%0.01
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METODO DE SCHVARZENBACH. (70)

FUNDANENTO TEORICO.

Este método es adecuado para el calculo de constantes de
disociacién Acida cuyos valores sean del mismo orden de magnitud,
razén por la cual nosotros lo hemos aplicado a la determinacién de
pK= y pKa del 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol.

Sea un Acido triprético cuyo primer grupo &cido se encuentre

desprotonado, luego los equilibrios de disociacién serén:

[AH-=)1 [H*] / [AHz"]
[A-=] [H*] / [AH"=]

AHz~ “=—= AH"% + H* K=
AH2 —= A-®= + H* Ks

Ca = [AH="1 + [AH=1 + [A~2]
La condicién de electroneutralidad conduce a la expresién:
[OH-] + [AH=~1 + 2[AH-=] + 3[A~=] = [H*] + aCa

Sustituyendo en esta 0ltima expresién [AHz~), [AH"2] y [A~=]

y operando convenientemente se llega a la expresién:

Ca(a-2) - (0H] 1 [H*] (Ca(1l-a) + [CH-))

Ks = - - -
(3-a)Ca [OH-) K= (3-a)Ca  [OH-]
———————— + -— +
[H*] [H*) [H*] [H*)

ecuacién que puede resolverse conociendo cada pareja de valores

experimentales de “"a" y pH o bien gréficamente si se expresa en la
forma:
1/K= = K5 (A/B) - B donde:
Cata-2) - [OH"] Ca(a-2) - [OH™]

(3-a)Ca + [OH™) (3-a)Ca + [OH™1]
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RESULTADOS OBTEXNIDOS.

Este método se ha aplicado exclusivamente a la determinacién
de pKs y pKa del 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol.
En la Tabla 2.40 se resumen los datos obtenidos, operando

sobre la primera curva de valoracién (Figura n2 2.11).

Tabla 2.40
pH a Cax10= (H*1x10%= {OH~1x10® Ax10*= Bx10—
11.22 1.26 2.119 6.026 1.660 3.64 4,83
11.25 1.33 2.100 5.623 1.778 3.34 5.22
11.30 1.40 2.083 5.012 1.695% 3.05 5.57
11.38 1.47 2.066 4.169 2.399 2.62 5.87
11.40 1.58 2.040 3.980 2.512 2.48 6.34

Representandc la recta correspondiente a cada pareja de A y
B se obtiene un haz de rectas buya interseccién (Xo,Yo) es 1la
solucién de la ecuacién (1), pudiendose calcular, conocido este

punto, los valores de pKz y pKa. ya que:

1
Yo = -—- Xo = Ka
Ks

En el caso que nos ocupa, como puede apreciarse en la Figura
2.45, las coordenadas del punto de interseccién del haz de rectas
resultan ser Xo = 1.50x10~'% e Yo = 2.85x10"".

Realizados los correspondientes calculos, teniendo en cuenta

las anteriores expresiones, resulta para la primera valoracién:

PKs = 11.45 y PEK. = 11.82



a=133
a=140

0 1 i 1
0 1 2 3 V A.10"
\\ \ a=1.26
a=158

Figura n? 2.45. 5-Hidroxisaliciliden—-c-aminofenol
Método de Schwarzenbach. Célculo de pKzs y pKa.

En la Tabla 2.41 se resumen los datos obtenidos en las tres

valoraciones realizadas.

Tabla n° 2.41. Constantes de disociacién Acida. Nétodo de

Schwarzenbach.
Experiencia PK= PKs pKa PKa
12 11.45 11,82
28 11.43 11.45+0.02 11.84 11.82+0.03

32 11.47 11.79
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

1.- Se han determinado las constantes de disociacién acida
de teodos 1los grupos funcionales con propledades Acido-base
existentes en las azometinas en estudio, por los métodos
potenciométricos Algebraico Directo, de Blerrum, de Irving y
Rossotti y de Schwarzenbach, encontrando resultados plenamente
concordantes.

En la Tabla 2.42 se resumen los resultados obtenidos.

2.~ La comparacién de los valares de pK obtenidos para cada
reactivo, que se muestra en la citada Tabla 2.42, permite, con
elevado grado de fiabilidad, su asignacién a un grupo Acido
concreto y como consecuencia el poder proponer la secuencia de
disociaciones correspondiente. Son vAlidas, a nuestro entender, las
siguientes afirmaciones:
a) Los valores de pKa m&s bajos, que en todos los casos
oscilan alrededor de 4, corresponden a la disociacién del
grupo azometinico protonado.
b) Los valores de pKz de la Saliciliden-anilina (pKz = 9.32)
y del Benciliden-o-aminofenol (pK= = 10.99), nos indican
claramente (veAse pAgina 128) que el OH en posicien X tiene
mayor facilidad para disociarse que si esta en posicién Y.
Hecho este que puede hacerse extensiva a las demas
azometinas estudiadas.
¢) En el 5-Hidroxisaliciliden-oc-aminofenol el pKa = 11.82
debe corresponder a la disociacién del grupo OH en posicion
R, ya que, si el pKz, segin la consideracién anteriar,
corresponde a la disociacién del grupo OH en posicién X, la
desprotonacién de un nuevo OH en el mismo anillo bencénico

en posicién para entrafiaria gran dificultad.

3.~ Las anteriores consideraciocnes nas permiten proponer el
sigulente esquema general de disociacién para las azometinas

estudiadas que se muestra en la Figura n2 2.46.
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En la sigulente Tabla 2.42 se reunen todos los valores
hallados para las constantes de disociacién de las azometinas en

estudio, establecidos mediante métodos potenciométricos.

Tabla 2.42. Constantes de disoclacién acida. Nétodos

potenciométricos.
Azometina nétodo pK pKz pKs pKa
SOAF  Alg, Directo --- 9,09£0,02  11,0240,02 ---
Bjerrum --- 9.08£0,02 11,4540 ,02 ---

Irving y Rossotti 4,4210,02 9,1710,02 -—- —

5-C1SDAF  Alg, Directo --- 8.2110,04 11,0240,02 ---
Bjerrum --- 8,2240,03 11,4040,03 ---
Irving y Rossotti 4,0240,01  §,4320,03 - ---

5-BrSDAF  Alg, Directo --- 8,1440,03  11,0310,03 ---
Bjerruam --= 9,2240,03  11,4540,02 -=-
Irving y Rossotti 4,40:0,02 8,3110,0! === ---

5-OHSDAF  Alg. Directo -~- 9,61:0,03 -~ —-=

Bjerrum --- 9,6840,02 === ===

Irving y Rossotti 4,3240,02 9,6410,03 --- -
Schwarzenbach --= -=- 11,4540,02  11,8240,03

5-M20S0AF  Alg, Directo - 9,1620,03  11,0540,03 ---

Bjerrum --- 9,1520,06 11,5040,02 -

Irving y Rossotti 4,1810,03 9.2010,01 -— -——

SA Alg, Directo - 9,3240,03 - ——
Irving y Rogsotti 4,1840,04 9,4740,05 -— -

BOAF  Alg, Directo “=- 10,9940,02 - ——
Irving y Rossotti 4,48%0,03 10,85£0,01 - S

- Y - = > D e o S e o e e i A e O e e B A o e e
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(X) OH HO, (Y)
cr«:rt« _
H +
pK(NHT)
(R) OH
o= -0
CH=N pse]
pKR(OH)
o-
Figura n2 2.46.

Esquema general de disociacién de
azometinas en estudio,

OH HO,
OH

pr(OH)
o~ HO
OH
plqOH)

o~ -0,
OH
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DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LAS CORSTARTES
DE DISOCIACIOR ACIDA.
METODO DE WILSON Y LESTER. (710

FUNDAMERNTO TEORICO.

Sea un acido débil, que se ioniza segin el proceso:

AH == A~ + H* (1) Ka = (Ca- [H*1) / Can 2>

Los métodos espectrofotométricos de  determinacion de
constantes de disociaclén se basan en la medida de la modificacién
que sufre la absorbancia del compuesto en funcién del pH, a una
longitud de onda apropiada.

Al medir la absorbancia a los distintos valores de pH, se

mide la absorbancia debida a la forma AH y la debida a la forma A~
A = Aan + An- (3
Esta ecuacion se puede expresar en funcién de los indices de

absorbancia molar y de las concentraciones de ambas especies,

quedando:

Ay = €nn Cam t €a- Ca- €y

donde se bha supuesto que el espesor de la solucién absorbente

(espesor de la cubeta de medida) es 1 cm y siendo
Can + Ca- = Cr = concentraciéon analitica (5
En medio basico el equilibrio (1) estaréd desplazado hacia la
derecha (Ca- =~ Cr) y podemos suponer que la absorbancia sera

debida unicamente a la forma basica (An = Aa-), por tanto

€ = An- / Cr
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De forma anAloga, cuando el medio es suficientemente acido
Can = Cr | An = Aan y €an = Aan / Cr

Sustituyendo en (4) y reordenando

Av Cr = Aan Coan t+ An- Ca- (6)
De las eguaciones G) y (6) tenemos que:

A + Aw (Ca- / Car) = Aan t+ Aa- (Ca- / Caw)

de donde

(Ca- / Can) = (Aanm - Aw) / (Aw - Aa-) (7)

Operando convenientemente, tras adoptar la ecuacién (2) 1la

forma cologaritmica, teniendo en cuenta la ecuacién (7) y sabiendo
que R = (Aan - Aw) / (Aw - An-) resulta:

pKa = -log R + pH (8)
luego
log R = pH - pKa (9)
Representando log R frente al pH, para log R = 0 se cumple
que pH = pKa.

RESULTADOS OBTERIDGS.

Para la determinacién de las constantes de disociacién acida
de los reactivos en estudio hemos utilizado los espectros
registrados de sus disoluciones en etanol-agua al 50 % (v/v) en
funcién del pH, que han sido comentados anteriormente en este

capitulo.
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Saliciliden—-o-aminofenol.-

En la Figura n? 2.47 se muestran los valores de absorbancia

en funcién del pH a una » = 379 nm, obtenidos de la Figura n2 2.1.

A103

700 -

600 -

500 |-

400

300

T

200 -

100r

Figura n® 2.47. Saliciliden~o-aminofenol
Representaciéon de A frente al pH a X\ = 379 nm.
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En la Tabla 2.43 se recogen los valores de pH, A, R y log R
utilizados para el calculo del pKa de la azometina en estudioc y que

han sido representados graficamente en la Figura n2 2.48.

Tabla 2.43

pH A R log R

9.70 0.485 2.50 0.40

9.50 0.430 1.56 0.20

9.30 0.385 1.12 0.05

9.10 0.330 0.74 -0.13

8.90 0.285% 0.52 -0.28

8.70 0.230 0.32 -0.50
06
04
02 -

pKa =925
lOg, R 0 1 1 I ]

8 9 10 1 pH
02
-04 F
-06

Figura n® 2.48. Saliciliden—-o—aminofenol
Xétodo de Vilson y Lester.
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5-Clorosaliciliden—-o-aminofenol.—

En la Figura n? 2.49 se nuestran los valores de absorbancia

en funcién del pH a una X = 390 nm, obtenidos de la Figura n® 2.2.

A 103

600 |-

500

400 -

T

300

200 |

100

Figura n? 2.49. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol
Representaciéon de A frente al pH a X = 390 nm.
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En la Tabla 2.44 se han reunido los valores de pH, A, R vy log
R utilizados para el calculo del pKa de la azometina en estudio y

que permiten el trazado de la Figura n? 2.50.

Tabla 2.44
pH A R log R
9.00 0.475 1.78 0.25
8.80 0.440 1.43 0.15
8.60 0.390 1.06 0.03
8.40 0.330 0.74 -0.13
8.20 0.260 0.48 -0.32
8.00 0.200 0.31 -0.51
06 -
04|
02
pKa = 8.61
l@ R 0 i 1 1 1
7 8 9 10 pH
-Q2
-04
-06

Figura n? 2.50. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol
Xétodo de Vilson y Lester.
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5-Bromosaliciliden—o-aminofenol.—

La Figura n?2 2.51 muestra graficamente la variacién de los
valores de absorbancia en funcién del pH a una X\ = 389 nm, tomados

de la Figura n? 2.3.

A103

700 -

600 -

500 -
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300

T
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Figura p? 2.51. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenal
Representacion de A frente al pH a A = 389 nm.
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La Tabla 2.50 contiene los valores de pH, A, R y log R
utilizados para el célculo del pKa de la azometina en estudio y que
han sido utilizados para trazar la grafica que aparece en la Figura

n? 2.52.

Tabla 2.50

pH A R log R

8.60 0.385 1.73 0.24

8.40 0.340 1.24 0.09

8.20 0.275 0.78 -0.11

8.00 0.220 051 -0.29

7.80 0.170 0.33 -0.48

7.60 0.130 0.22 -0.66
04
02+

pKa =832
logR © ' ' L
S 7 8 9 10 pH

-02}
-04
'0.6 -

Figura n® 2.52. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol
Método de Vilson y Lester.
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5-Hidraoxisaliciliden—o-aminofenol.

En la Figura n? 2.53 se muestra como varian los valores de
absorbancia en funcién del pH a una )\ = 410 nm, obtenidos de las

Figuras n2 2.4-2.5,

A 10°

500

T

400

T

200

100

10 n 12 13
pH

Figura n? 2.53. S-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol
Representacién de A frente al pH a X = 410 nm.
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En las Tablas 2.51-2.52 se recogen los valores de pH, A, R y
log R wutilizados para el calculo de los pKa de esta azometina

(Figuras nf 2.54-2.55).

Tabla 2.51

pH A R log R

10.20 0.410 3.40 0.53

10.00 0.355 1.84 0.26

2.80 0.300 1.10 0.04

9.60 0.240 0.63 -0.20

9.40 0.190 0.38 -0.43

9.20 0.150 0.22 -0.65
04+
0,2r-

pKa=9,76
logR o ' L ' '

g 8 9 10 n pH
- 002'-
_0'[. -

Figura n? 2.54. 5-Hidroxisaliciliden-c-aminofenol
Método de Vilson y Lester.
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Tabla 2.52
pH A R log R
11.80 0.270 3.43 0.54
11.60 0.345 1.14 0.06
11.40 0.420 0.41 -0.3%
11.20 0.470 0.15 -0.83
08F
-
0,1.r—
pKa=z11,57
loaR 0 1 ) ! ]
9 10 1 12 13 PH
04t
081

Figura n? 2.65. 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol
Nétodo de Vilson y Lester.
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5-Netoxisaliciliden-o-aminofenol.-

En la Figura n? 2.56 se muestran los valores de absorbancia

en funcién del pH a una X = 408 nm, obtenidos de la Figura n? 2.6.

A103

800

700
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400
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i 1 | 1

o

9 10 1 12
pH

Figura n? 2.56. 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol
Representacién de A frente al pH a X\ = 408 nm.
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En la Tabla 2.53 se hallan reunidos los valores de pH, A, R y
log R que han sido utilizados para el calculo del pKa de 1la

azometina en estudio a través de la Figura n? 2.57.

Tabla 2.53
pH A R log R
9.70 0.470 1.61 0.21
9.60 0.440 1.31 0.12
9.50 0.410 1.07 0.03
9.40 0.380 0.88 ~0.06
9.30 0.350 0.71 -0.15
9.20 0.320 0.88 -0.24
2.10 0.300 0.50 ~0.30
02+

0.1 L

pKa=9.46
log.R o 1 1 ' '
8 9 10 n pH
0.1}
-0.2 |-
03}

Figura n® 2.57. 5-Netoxisaliciliden—o-aminofenol
Nétodo de Vilson y Lester.
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Saliciliden—-anilina.

En la Figura n? 2.58 se muestran los valores de absorbancia

en funcién del pH a una X = 378 nm, obtenidos de la Figura n2 2.7.

A103

700 |

600 -

400 -

200

100 -

10
pH

Figura n? 2.58. Saliciliden-anilina
Representacién de A frente al pH a X = 378 nm.
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En la Tabla 2.54 se recogen los valores de pH, A, R y log R
utilizados para el calculo del pKa de la azometina en estudio

(Figura n? 2.59),

Tabla 2.54
pH A R log R
10.10 0.480 2.67 0.43
9.90 0.430 1.87 0.27
9.70 0.365 1.24 0.09
9.50 0.300 0.83 -0.08
9.30 0.230 0.53 -0.27
9.10 0.170 0.35 -0.46
8.90 0.130 0.25 -0.61
04
0.2
pKa = 9,60
logR 0 ] ! I ]
8 9 10 n pH
-02 -
04
-06 -

Figura n® 2.59. Saliciliden-anilina
Método de Vilson y Lester.
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DISCUSION DE LOS RESULTADGS.

En la siguiente Tabla 2.55, se han reunido los valores de pKa

obtenidos espectrofotométricamente por el método de Vilson y

Lester.

Tabla 2.55

Azometina

5-C1S0AF

8.61

8.66

5-BrSOAF

.62

8.32

8.34
8.32

5-0HSOAF

9.76

9.69
9.83

5-MeOSOAF

SA

9.46
.54
.46

9.34+0.

8.6310.

8, 3310.

9. 7610.

9.4910.

9.62+0.

09

03

01

07

05

09

11.57
11.52
11.57

11.55+0. 03
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La comparacién de la anterior Tabla 2.55, en la que se
muestiran los valores de pKa obtenidos espectrofotométricamente, con
los obtenidos por métodos potenciométricos (pagina 162), nos induce
a pensar que los cambios observados en los espectros de absorcién
UV-VIS de las azometinas estudiadas en funcién del pH, se deben a
la disociacién del grupo OH en posicién 2 en el anilleo salicilico.

El 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol muestra ademis otro pKa
de valor superior, que atribuimos asimismo a la disociacién del

grupo OH en posicién 5 en el mismo anillo salicilico.
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DETERMINACION ESPECTROFLUORIMETRICA DE LAS CONSTANTES
DE DISOCIACION ACIDA.
METODO DE SCHULMAN Y COL. (72)

FUNDAMENTO TEORICO.

En un sistema fluorescente A&cido-base, la intensidad de
fluorescencia F, a cualquier pH, es la suma de las intensidades de
fluorescencia del &cido y su base conjugada a la longitud de onda
analitica de emisién.

Veller demostré (73) que los compuestos hidroxi-arométicos
son invariablemente mAs &cidos en el estado excitado que en el
estado fundamental. Consecuentemente existen valores del pH para
los cuales al excitar el é&cido, puede tener lugar, en alguna
extensién, un proceso de fotodisociacién del acido excitado para
dar lugar a su base conjugada y por tanto observarse fluorescencia
por parte de esta Gltima ain cuando el pH de la disolucién sea
suficiente &cido como para que la unica especle existente en el
estado fundamental sea el acido libre y por tanto la tnica capaz de
absorber.

A bajas concentraciones de analito, la intensidad de

fluorescencia F seré:

F=2.3%6a lacalAl 1 + 2.3 g 1o €a [AY 1
+ 2.3 ge° Is €e (Bl 1 (1)

En el segundo términb de la ecuacién (1), el primer sumando
corresponde a la fluorescencia que resulta de excitacién directa de
A, en el caso de disoclacién en el estado excitado, el segundo
sumando corresponde a la fluorescencia de B, como resultado de la
lonizacién del estado excitado, cuando se excita directamente A, y
el tercer sumando corresponde a la fluorescencia que resulta de la

excitacién directa de B.

I

intensidad de la luz incidente a la longitud de

onda de excitacién.
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[4) y [B] =

fa Y #s =
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longitud del camino éptico de la muestra.
absortividad wmolar del 4cido y su Dbase
conjugada, respectivamente, a la longitud de onda
analftica de excitacién.

concentraciones de equilibrio en el estado
fundamental, a un determinado pH del &cido y su
base conjugada respectivamente.

rendimentos cuéanticos de fluorescencia de A y B,
cuando tiene lugar la transferencia de protones
en el estado excitado (primer estado singlete
excitada).

rendimiento cuantico de fluorescencia de B en
ausencia de transferencia de protones en el

estado excitado.

Si se definen Fa® y Fe= como las intensidades de

fluorescencia cuando la solucién es suficientemente acida o basica

como para considerar que todo el analito se encuentra en al forma

A 6 B, respectivamente, tendremos que:

Fa=

P~

2.3 fa® lo €n Cr 1 )

2.3 fe° lo € Cr 1 (32

donde C+ es la concentracién analitica (C+ = [A) + [BD

la combinacién de las ecuaciones (2) y (3) con la ecuacién

(1) da:

F = Fa® (ga/ga=) ([A1/C+) + Fa® (Se/ge) ([A)/Cv) (en’/ew)

+ Fe= (IB)/Co) 4

Por otro lado, las fracciones de A y B presentes en el

sistema, a un valor de pH dado, estan relacionadas con la

concentracién de protones [Hs0*] y la constante de disociacién

4cida Ka por:
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(Al / Cr = [Hs0*) / ([Hz0*] + Ka) , 5)
[Bl / CGr = Ka / ([H:0*] + Ka) (6)
Combinando estas ecuaciones con 1la ecuacién 4), 'y

reordenando los términos queda que:

Ka = (F - Fa™ (Ja/fa) ~ Fe™ (Pu/fs) (€al€e)) [Hz0%) / (Fe® - F)
(7)

Schulman y co0l.(72) proponen dos métodos alternativos para
la determinacién de las constantes de disociacién acida:

1) For excitacién selectiva de la base conjugada

2) Utilizando como longitud de onda de excitacisn, la

correspondiente al punto Isobéstico de los espectros de

absorcién UV-VIS.

Nosotros hemos utilizado el segundo método, porque el estudio
espectrofotometrico en funcién del pH de las azometinas de gue nos
venimos ocupando nos puso de manifiesto la existencia de puntos
isobésticos.

Puesto que para todo punto isobéstico €a = €=, Si se excita a
la longitud de onda de un punto isobéstico la ecuacién (7) se

convierte en:

Ka = (F - Fa*® ($alga=) - Fe- (fs/ge=)) [Hz0*) / (Fg= - B) (8.

En el caso en que no haya transferencia proténica en el

estado excitado ga/fa= 2+ 1 y ge/fe + 0, por lo que:

Ka = (F - Fa®=) [Hs0*) / Fe® - B) Q)

expresién  andloga a la utilizada en la  determinacién
espectrofotométrica de Ka (71).

Cuando hay transferencia proténica en estado excitado Ka
puede ser determinada fluorimétricamente o no, dependiendo de la
constante de protonacién y del tiempo de vida media del primer

estado singlete excitado de la base conjugada.
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VYeller (74) ha demostrado, por medio de métodos cinéticos a
tiempo fijo, que si ocurre transferencia protéonica en el estado

excitado en compuestos hidroxi-arométicos:

§a/8e® = (1 +K 7a [Hs0"D) / (1 + K 7o + Kk 7 [HzO"D

K1/ 1 + ¥ 7 + % 1= [(HsO*)

b/ g

donde ¥ y ¥ son las constantes de velocidad de disociacién del
acido excitado y de protonaciéon de la base conjugada excitada,
respectivamente.
Ta ¥ Te SOn los respectivos tiempos de vida media de los estados
singletes excitados mas bajos del &cido y de la base conjugada en
ausencia de transferencia proténica.

Los valores méximos para k y k son del orden de 10'¢ s' y
10 M~ s~ ', respectivamente.

Los valores maximos para Ta y Te son del orden de 1077 s.

Consecuentemente los valores maximos posibles para k 7a ¥y
k 1= son del orden de 10® y 10® M~', respectivamente.

Usualmente a pH > 4, k 7= [Hz0*] << 1, por lo que ga/fa™ y

$s/¢== son virtualmente independientes del pH, por lo que:

17 A + % 1)

(Ba/da™)cta

Pa/fsVere T K Ta / (1 + K Ta)

La independencia de ga/ga™ y gu/fe= con la [Hz0*1 a pH > 4
se manifiesta por la independencia de 1la intensidad de
fluorescencia del &4cido y de la base conjugada con el pH en el
intervalo 4 ( pH < pKa -2

51 se define como Fas** = Fa® {(ga/fa™) ¥y

Fac** = Fa® (fa/f=*), la ecuacién (8) quedaria:

Ka = (F - Fac** - Fg°**) [Hz0*1 / (Fe® - F) 10)



fluorescencia de la forma basica
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En nuestro caso, lo que medimos es la intensidad de

tanto la ecuacién (10) se transforma en:

Ka = (F - Fest**) [H30*] / (Fe™ - F)

que reordenando:

Ka = [Hs0%) ((F -Fg<*=*) / (Fg= - F))

Yy tomando -log quedaria:

donde

luego

-log Ka = -log [Hs0*) - log ((F - Fact*) / (Fe= - F))

pKa = pH - log S

s = (F - Fa<t) / (Fa= - F)

log S = pH - pKa

Representando log S en funcién del pH, para log S

cumple que pH = pKa

EXPERINENTAL

Aparatos utilizados.~

- Espectrofluorimetro PERKIN ELMER LS 5

» por lo que Fa<** = 0, y por

= 0, se

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

combinado INGOLD
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Disoluciones empleadas.-

- Disoluciones 104 M de la azometinas correspondientes en
etanol-agua 1:1 (v/v). Preparadas en el momento de ser
utilizadas.

- Disoluciones de HCl y NaOH de distintas concentraciones.

Nétodo operatorio.-

En un matraz aforado de 250 mL se introduce la cantidad
necesaria de la base de Schiff correspondiente, para que, al
enrasar, la concentracién de la misma sea 107% M, se afiade etanol
al 50 % (v/v), se agita hasta conseguir la total disolucién de la
azometina y se enrasa con etanol al 50 % (v/v).

Esta disolucién se transfirié a un vaso de precipitados y el
pH se fue modificando convenientemente mediante la adicién de
pequefias cantidades de disoluciones diluidas de HCl o NaOH, de modo
que la concentracién del reactivo, asi como el porcentaje etanédlico,
no se modificasen de forma apreciable.

La Xawxe fue en cada caso la longitud de onda del punto
isobéstico de los espectros UV-VIS en funcién del pH de la
correspondiente azometina.

las  hem fueron seleccionadas por el aparato mediante un
“pre-scan* de emisién realizado a disoluciones de las
correspondientes bases de Schiff, que tenian un pH suficlentemente
basico.

Las medidas de la intensidad de fluorescencia se realizaron
puntualmente, siendo el factor de sensibilidad 1 y las rendijas de

excitacién y emisién de 2.5 nm.
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RESULTADOS OBTENIDOS.

Saliciliden—-o—aminofenol.-

Las medidas de la intensidad de fluorescencia se realizaron a
una iew de 469 nm siendo la lawe = 340 nm.
En la Figura n® 2.60 se representa la variacién de la

intensidad de fluorescencia (IFR) con el pH.

IFR(A

50

40

T

30

20

T

10}

Figura n® 2.60. Saliciliden-o-aminofenol
Representacién de IFR frente al pH a lew = 469 nm.

12
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En la Tabla 2.56 se recogen los valores de pH, 8 y log S, que

han sido utilizados para el céalculo del pKa (Figura n? 2.61).

Tabla 2.56
pH S log S
9.50 1.61 0.21
9.40 1.09 0.04
9.30 0.92 -0.04
6.20 0.70 -0.16
9.10 0.46 -0.34
9.00 0.33 -0.49
03t
02t 1
o1 ’
pKa =934
p
log.s 0 1 1 1 1
8 9 o 10 1 pH
-0_] L.
[
-0-2 L
-Q3}
[
-04 f
-05 }-

Figura n2 2.61. Saliciliden-o-aminofenol
Método de Schulman y col.
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5-Clorosaliciliden-o-aminofenol .~
Las medidas de la intensidad de fluorescencia se realizaron a

una iesw de 510 nm, siendo la hawe = 352 nm.

En la Figura n® 2.62 se representa la variacién de la

intensidad de fluorescencia (IFR) con el pH.

IFR(%)

T

S0
80
70 :
60
50
40
30

20

10}

0 1 1 ] ! 1 1 1

9 10 1 12
PH

Figura n? 2.62. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol
Representacion de IFR frente al pH lew = 510 nm.
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Los valores de pH, S y log S, que han sido utilizados para el
calculo del pKa de esta base de Schiff se recogen en la Tabla 2.57.

(Figura n? 2.63).

Tabla 2.57
pH ) log S
8.80 2.39 0.38
8.60 1.54 0.19
8.40 0.97 -0.01
8.20 0.65 -0.19
8.00 0.40 -0.40
04}
03F
02}
0
pKa =841
l S 0 L 1 1 1
iy 6 7 8 9 10 PH
-01 .
-02
-03}
-QA -

Figura n? 2.63. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol

Método de Schulman y col.
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5-Bromosaliciliden-o-aminofenol.—
Las medidas de la intensidad de fluorescencia se realizaron a
una A, de 508 nm siendo la Auwe = 352 nm.

En la Figura n? 2.64 se representa la variacién de la

intensidad de fluorescencia (IFR) con el pH.

1FR (%)
90

80

T

70

60 -

50

40 F

30

20

Figura n® 2.64. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol
Representacién de IFR frente al pH a )dem = 508 nm.



-194-

En la Tabla 2.58 se hallan los valores de pH, S y log S, que

han sido utilizados para el cAlculo del pKa de dicha azometina

(Figura n? 2.65).

Tabla 2.58
pH ) log S
8.60 2.94 0.47
8.40 1.63 0.21
8.20 1.03 0.01
8.00 0.66 -0.18
7.80 0.34 -0.47
7.60 0.20 -0.70
06 -
04
02
loa.S pKa=8.19
Og. 0 1 L 1 !
7 8 9 10 pH
-Q2 +
-04 +
_Qs -
-08
Figura n? 2.65. 5-Bromosaliciliden-o~aminofenol
¥étodo de Schulman y col.
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Saliciliden-anilina.-

Las medidas de la intensidad de fluorescencia se realizaron a
una Aew, de 500 nm, siendo la dewe = 339 nm.
En la Figura n2 2.66 se representan la variacién de la

intensidad de fluorescencia (IFR) con el PH.

IFR (°/o)

60

T

50

40

20

Figura n2 2.66. Saliciliden-anilina
Representacién de IFR frente al pH law = 500 nm.
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En la Tabla 2.59 se encuentran los valores de pH, S y log S,
utilizados para el célculo del pKa de esta base de Schiff (Figura
n2 2.67).

Tabla 2.59
pH S log S

10.00 2.21 0.35

9.90 1.90 0.28

9.70 1.20 0.08

2.50 0.76 -0.12

9.30 0.48 -0.32

9.10 0.29 -0.54
04
Q3 F
Q2
ol r

pKa=9.63
lO . A 1 I 1 1
gS0 8 9 10 " 12 pH

-0+
-0.2 |
-03}
-04F
-5 F

Figura n? 2.67. Saliciliden—anilina
Xétodo de Schulman y col.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS.
Los valores de pKa, obtenidos espectrofluorimétricamente por

el método de Schulman y col. se han resumido en la siguiente Tabla
2.60.

Tabla 2.60
Azometina pKa pKa
SQAF 9.34
9.40 9,331+0. 09
9.25
5-C1S0AF 8.41
8.50 8.45%0.05
8.4%
5-BrSOAF 8.19
8.21 8.2010.01
8.20
SA 9.63
9.56 9.5910. 04
9.58
BOAF - -

Fota.- En el 5-OHSOAF y 5-MeOSOAF no se han podido
determinar los pKa debido a la aparicién de fendmenos
hidroliticos.
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La comparaciéon de la anterior Tabla 2.60, donde se muestran
laos resultados de pKa obtenidos espectrofluorimétricamente, con los
obtenidos potenciométricamente, nos permite afirmar que, en todos
los casos, las especles que muestran fluorescencia son aquellas en
las que el grupo OH en posicién 2 en el anillo salicilico se
encuentra disociado. Esta hipétesis la corrobora el hecho de que el
Benciliden-o-aminofenol es la unica molécula de las estudiadas por

nosotros que no presenta fluorescencia a ningén valor del pH.
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ESTUDIO DEL TIPO DE TRANSICIONES ELECTRONICAS.

INTRODUCCION.

El tipo de tramsicién electréonica que produce cada upa de las
bandas de absorcién de las azometinas en estudio se ha estudiado
en base a los trabajos de Kosower (75,76), analizando la influencia
que la polaridad del disolvente ejerce sobre el desplazamiento de
sus méximos de absorcién.

En dichos trabajos, Kosower define una nueva variable Z como
medida standard de la polaridad de un disclvente. Los valores de Z
para 1los distintos disolventes fueron asignados por el autor a las
energias de transicién del complejo que forma el iém yoduro con la
1-eti1—4—carbometoxipiridina, en dichos disolventes.

Fainberg y Vinstein (77) han demostrado que la constante
dieléctrica de un disolvente no es una medida cuantitativa de 1la
polaridad de dicho disolvente, por lo que no es de extrafiar que no
exista una relacién entre los valores de Z y la constante

dilectrica de un disolvente (Tabla 2.61).

Tabla 2.61

Disovente € A
Cloroformo 4.81 63.2
Acetona 20.70 65.5
Dimetilformamida 36.71 68.4
Acetonitrilo 37.90 71.3
Dioxano 2.21 76.7
Etanol 24.55 79.6
Metanol 32.70 83.6
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Los valores de <Z dependen, en cierto modo, de la
concentracién del electrolito y, de forma general, cuanto mas bajo
sea el valor de Z mayor es la sensibilidad a la concentracién de
dicho electrolito.

En los disolventes de la serie ROH, el alargamiento del
radical R produce una disminucién en el valor de Z, como se puede
observar al comparar los valores de dicha variable para el Metanol
(Z = 83.6) y para el Etanol (Z = 79.6).

Z es una medida microscopica de 1la interaccién soluto-
disolvente, mientras que la constante dieléctrica es una medida
macroscépica del comportamiento del disolvente en un campo
eléctrico.

De este hecho deriva la gran utilidad del estudio de 1la
influencia del disolvente sobre 1los espectros de absorcién al
objeto de conocer el tipo de transicién electrénica que tiene lugar.

La representacién de los valores de las energias de

transiciéon Er calculados a partir de la expresidn:

Er = 2.859x1072 ¥

donde Er se expresa en Kcal/mol y ¥ en cm™’

en funcién de los valores de Z para los distintos disolventes, nos
pone de manifiesto el tipo de transicién electréonica que tiene
lugar.

51 dicha representacién es una recta de pendiente negativa,
podemos atribuir la banda en estudioc a una tramsicién x + n* y, si
por el contrario la representacién es una recta de pendiente

positiva la transicién electronica que tiene lugar es n 4+ m* (76).
EIPERIMENTAL.
Aparatos utilizados.-

- Espectrofotémetro BAUSCH & LOMB mod. Spectronic 2000,
provisto de registrador X-Y HOUSTON mod. 33-35-08.
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Disoluciones y disolventes empleados.-

- Disoluciones 8x10-% M de las distintas azometinas en
estudio en los diversos disolventes usados. Las demas
disoluciones utilizadas fueron preparadas a partir de éstas
por dilucién.

- Cloroformo, Acetona, Dimetilformamida, Acetonitrilo,
Dioxano, Etanol y Metanol MERCK, reactivos para analisis.
Estos disolventes fueron purificados por destilacisén (a vacio

cuando fué necesario).

RESULTADOS.

En las Figuras n? 2.68-2.74, se muestran los espectros de
absorcién UV-VIS de las bases de Schiff objeto de estudio en los
diferentes disolventes empleados.

Los espectros han sido registrados en la zona 500-300 nm de
longitud de onda y frente a un blanco de referencia que era el
respectivo disolvente.

La velocida de registro, en todos los casos, fue de 100

nm/min.
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Figura n2 2.68. Espectros de absorcion UV-VIS de las

azometinas en Cloroformo.
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Figura p? 2.69. Espectros de absorcién UV-VIS de 1las

azometinas en Acetona.
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Figura n? 2.70. Espectros de absorcién UV-VIS de las
azometinas en Dimetilformamida.
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Figura n2 2.71. Espectros de absorcién UV-VIS de 1las

azometinas en Acetonitrilo.
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Figura n? 2.72. Espectros de absorcién UV-VIS de las

azometinas en Dioxano.
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Figura n2 2.73. Espectros de absorcién UV-VIS de las

azometinas en Etanol.
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Figura n® 2.74. Espectros de absorcién UV-VIS de las

azometinas en Metanol.
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En la Tabla 2.62 se recogen las longitudes de onda de los
maximos de absorcién UV-VIS de las azometinas en estudic en los

diferentes disolventes empleados.

Tabla 2.62

\ndx, (nm)

Azometina Cloroformo Acetona Dimetilformamida Acetonitrilo Dioxano Etanol Metanal

SOAF 350 345 349 43 36 345 34
5-C1504F 359 353 354 352 351 354 353
5-BrS0AF 360 354 383 363 354 354 353
5-0HSOAF 373 368 3n 366 369 366 362

5-Me0SOAF 373 366 368 365 367 363 362
A 335 333 33 3 334 333 331
BOAF 346 343 344 k] ] 346 340 338

A continuacién, se han realizado los calculos de Er para las
longitudes de los maximos de absorcién UV-VIS de las azometinas en
los diferentes disolventes, resultados que se muestran en las
Tablas 2.63-2.69 y que han sido representados frente a Z en las
Figuras n? 2.75-2.81.
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Saliciliden—o-aminofenol.-

En la Tabla 2.63 se recogen los datos mas importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.63
dm™
emax (——---- )

Dispolvente amax (nm) mol cm E+r (Kcal/mol?
Cloroformo 350 10175 81.69
Acetona 345 9850 82.87
Dimetilformamida 349 13350 82.04
Acetonitrilo 343 10138 83. 47
Dioxano - 346 8088 82.63
Etanol 345 7925 82.87
Metanol 344 7425 83.283

ET
(Kaal/maol)
83+
8l
J
0 1 I 1 1

60 70 80 %0 Z

Figura n? 2.75. Saliciliden—o-aminofenol

Representacion de Ev frente a Z.
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5-Clorosaliciliden—-o-aminofenol.—

En la Tabla 2.64 se recogen los datos mAs importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.64
dm®
emédx (——~---— )

Disolvente Amax (nm) mol cm E+ (Kcal/mol)
Cloroformo 359 3425 79.75
Acetona 353 9263 80.99
Dimetilformamida 354 6850 80.76
Acetonitrilo 352 101060 81.11
Dioxano 351 6388 81.45
Etanol 354 7363 80.76
Metanol 353 5075 80.99

ET
(Kcal/mol)

81

79 n-—=m°*
4’
0 1 1 1 ]
60 70 80 0 7

Figura n? 2.76. 5-Clorosaliciliden—o-aminofenol
Representacién de Ev frente a Z.
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5-Bramosaliciliden-o-aminofenol.-

En la Tabla 2.65 se recogen los datos més importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.65
dm*®
€max (-—---- )

Disolvente . Amax (om) mol cn E+ (Kcal/mol)
Claoroformo 360 2875 79.42
Acetona 354 7750 80.76
Dimetilformamida 353 7863 80.99
Acetonitrilo 353 9750 80.99
Dioxano 354 8850 80.76
Etanol 354 8388 80.76
Metanol 353 7625 80.99

Er

(Keal/ma)

81

191

0 ! 1 1 1

60 70 80 0 7

Figura n? 2.77. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol

Representacién de Er frente a Z.



-215-

5-Hidroxisaliciliden—o-aminofenol.-

En la Tabla 2.66 se recogen los datos més importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.66
dm
Emax (-—---- >
Disolvente amax (nm mol cm Er (Kcal/mol)
Cloroformo 373 4225 76.65
Acetona 368 9825 77.69
Dimetilformamida 372 8975 76.85
Acetonitrilo 366 8750 78.11
Dioxano 369 8788 77.48
Etanol 366 9200 78.11
Metanol 362 5500 78.98

—),

0 1 1 I |
60 70 80 80 7

Figura n° 2.78. 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol
Representacién de E+ frente a Z.
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5-Netoxisaliciliden—o-aminofenol.—

En la Tabla 2.67 se recogen los datos més importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.67
dm=
emax (——---- )

Disolvente amax (nm mol cn E+ (Kcal/mol)
Cloroformo 373 8600 76.65
Acetona 366 9263 78.11
Dimetilformamida 368 10013 77.69
Acetonitrilo 365 8525 78.33
Dioxano 367 7275 77.90
Etanol 363 9050 78.76
Metanol 362 5350 78.98

Er
(Kal/mol)
78}
76} n—em*
0 L L 1

|
60 70 80 90 Z

Figura n® 2.79. 5-Metoxisaliciliden—-o-aminofenol
Representacién de Er frente a Z.
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Saliciliden-apnilina.-

En la Tabla 2.68 se recogen los datos mas importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.68
dm™
EMax (——-—--- )

Disolvente Amax (nm) mol cm Ev (Kcal/mol)
Cloroformo 335 12725 85.36
Acetona 333 12388 85. 86
Dimetilformamida 334 11938 85.60
Acetonitrilo 331 11150 86.37
Dioxano 334 9050 85.60
Etanol 333 9675 85. 86
Metanol 331 9900 86.37

Er
{ Kal/mol)
87

85|

N—1T

A\
2\

0 i 1 ] 1
60 70 80 90 7

Figura n® 2.80. Saliciliden-anilina

Representacién de Er frente a Z.
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Benciliden-o-aminofenol.-

En la Tabla 2.69 se recogen los datos méas importantes de los

espectros UV-VIS de esta azometina en los diferentes disolventes.

Tabla 2.69
dmi.:.l
€max (~——--- )

Disolvente rmax (nm mol cm E+ (Kcal/mol)
Cloroformo 346 8025 82.63
Acetona 343 7500 83.35
Dimetilformamida 344 6250 83.11
Acetonitrilo 341 9300 83.96
Dioxano 346 7563 82.63
Etanol 340 5388 84.09
Metanol 338 5875 84.59

ET
(Kal/mol)

84r

82
n ——TT’
P2
0 ] N I |
60 70 80 0 7

Figura n? 2.81. Benciliden-o-aminofenol
Representacién de Er frente a Z.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

De la abservacién de las Figuras n? 2.75-2.81 podemos
deducir que en todos 1los casos la transicién electrénica,
correspondiente al maximo de absorciéon que muestran los espectros

UV-VIS de las azometinas en estudio, es del tipo n 2 x*.






CAPITULO IITXI

REACCIONABILIDAD CUALITATIVA FLUORESCENTE
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REACCIONABILIDAD CUALITATIVA FLUORESCENTE

EXPERINENTAL.

Disoluciones Empleadas.-

-Disolucién de la azometina correspondiente de 1 g/L en
etanol del 99.5 %.

-Discluciones de A&cido clorhidrico de concentracignes 2; 0.2
y 0.02 M.

-Disoluciones de Acido acético de concentraciones 2; 0.2 y
0.02 M.

-Disoluciones de amoniaco de concentraciones 2; 0.2 y 0.02 .
-Disoluciones de hidréxido sodico de concentraciones 2; 0.2 y
0.02 M.

-Disoluciones de cationes de 1 g/L en catisén preparadas por

disolucién de las sales que se indican en la Tabla 3.1.

Técnica empleada en los ensayos realizados.-

Realizadas numerosas experiencias preliminares se adopté, por
ser el mas adecuado, el siguiente método operatorio:

Cada catién se ha ensayado en los intervalos de pH
comprendidos entre 1-3 (HC1). 3~6 (HAc), 6~8 (Neutra), 8-10 (NHx) y
10-12 (NaOH), en medio hidroalcohélico del 50 %.

Para ello en 5 tubos de ensayo de 1 cm de didmetro y 155 cm
de longitud se introducian 10 gotas (0.5 =nL) de disolucién
etanélica de 1 g/L de la base de Schiff en estudio y 10 gotas (0.5
mL) de disolucién del catién correspondiente.

A continuacién se ajustaba el pH aparente al valor deseado
mediante la adicién de la cantidad necesaria de HCl, HAc, NH=(ac.) &
NaOH y se diluia con una mezcla de etanol-agua destilada (1:1)
hasta un volumen final de 2 mL, comprobandose de nuevo en cada

ocasion el valor del pH aparente por medida potenciométrica.
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La observacién de los fenémenos originados se realizé bajo
iluminacién con luz ultravioleta (lampara UVATOM que permite la
observacién a dos longitudes de onda: 360 y 245 nm).

En cada ensayo se compardé la reaccién frente a un ensayo en
blanco que contenia las mismas sustanclas, en idénticas
concentraciones, a excepcién del catién objeto de estudio.

Las sensiblidades se determinaron de idéntica forma a partir
de disoluciones de catién cada vez més diluidas, hasta alcanzar la
méxima dilucién para la cual la reaccién era todavia claramente
perceptible. Se confirmé por ultimo el limite de dilucién repitiendo
el ensayo tres veces. Solo en el caso de que todos los ensayos de
esta serie resultasen positivos se tomé como definitvo el limite de

dilucién.
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Tabla 3.1. Sales empleadas en las disoluciones de catiomes.

Cation Sal empleada Catién Sal empleada
Ag(D AgNOs VW) NHaVOs

Pb(ID Pb(ND=) = Be(ID Be (NO=)=. 4H=0
Hg(ID) Hg (NOz) z. 2Hz0 (%) Co(ID Co (NO=) . 6H=0
T1(D T1NO= Th(IV) Th(NOz)a.5H=0 (¥)
TI(IID) TiCls Zn(1D Zn(NOs)=.6H=0
Hg(ID) HgCl= Mn(ID MnS0a. H20

Bi<IID Bi (NOz)s.5H=0 (%) NiCID) Ni (NOs)=.6H=0
V(VD Na=WV0..5H:0 Ca(ID Ca(NOx)=. 4H=0
CudI Cu(NQx)=z.6Hz0 Sr(1D Sr(NOs)>=. 4H=0
PA(ID) P4Cl= (%) Ba(IID) Ba (NOsz) =

Cd(ID Cd (NOx)=. 4HzO Mg (1D Mg (HO:) =, 6H=0
As(IID Asz0s Li(D LiNO=

As(\) Na-HAsQa.. 7Hz0 Rb (D) RbNO:

Sb(IID SbClx (%) Sn(ID) SnClz. 2H:0 € D)
Mo (VD (NHa) M070z4. 4H=0 YIID Y (NO=):=. 6H=0
Au(IID) AuCls © In(IID) InCla : )
Fe(ID Fe (NHa)2(S04)=. 6Hz0 Rh(IID) RhCls

Fe(IID) Fe (N0z)s. 9Hz0 Os(VIID) 0s0a

AICIID Al (¥0sz) . 9Hz0 Ce (IV) Ce(804)=.4Hx0 (%)
Cr(IlD Cr (NO=)=. 9Hz0 Sc(IID Sc (N0z) =

TiIW TiCla €)) Se (IV) Na=5e0=

U0 (1D V0= (CH+-C00) = Pt (IV) HzPtCls.6H=0 (%)
La(IID La (NOz) . 6H=0 Ga(lID Ga (NOs)s.8H=0

Zr (I ZrCla, 8H=0 Cs(D CsNOs

Fa(I) NaNOs NHa (DD NHaNOs

Ce(IID Ce (N0z):=.6H=0 Ge (IM - GeO=

(#) Sales disueltas en el &cido correspondiente al anién.
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RESULTADOS OBTENIDOS.

REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DEL SALICILIDEN-o-AMINOFENOL FRENIE
A CATIONES INORGANICOS.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.2,
figurando la sensiblidad de la reaccién como pD (cologaritmo de la
concentracién limite).

Tabla 3.2

Medio HC1 (pH 1-3).-

AYCIIDY fluorescencia amarillo-verdosa pD: 7.3

Ga(IID fluorescencia anarillo-naranja pD: 6.4

Medio HAc (pH 3-6).-

AY(IID) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 7.3

Ga(IIl)  fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.4

Medio Neutro (pH 6-8).-

ALCIID) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.5
Be(ID) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 5.1
Ga(llD fluorescencia amarillo-verdosa pD: 5.7
In(IIDD fluorescencia amarillo-verdosa pD: 5.0
Sc(IID) fluorescencia naranja pD: 6.0
TI(IID fluorescencia amarilla ph: 6.1
Zn(ID) precipitado con fluorescencia

amarilla pb: 4.5
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Medio NHs (pH 8-10).-

Be(ID) precipitado con fluorescencia
blanco-azulada pD: 4.7
Zn(ID fluorescencia amarillo-naranja ph: 5.0

De la observacién de la anterior Tabla 3.2 se deduce 1la
selectividad de este compuesto ya que tan solo presenta reaccién
con slete cationes de los ensayados.

Salvo en los casos en que son los precipitados los que
muestran la fluorescencia, las sensibilidades de las reacciones
fluorescentes son, en general, elevadas, destacando la reaccién con
el catién Al(IID) en los medios HCl y HAc con un pD de 7.3 en
ambos casos. La reaccién con Ga(IlII) en los mismos medios y pD de
6.4, Sc(IIl) en medio neutra y pD de 6.0 y T1(III) en medio neutro
con un pD de 6.1.
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REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DEL 5-CLOROSALICILIDEN-o-ANINOFENOL
FRENTE A CATIONES INORGANICOS.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.3.
Tabla 3.3
Nedio HC1 (pH 1-3).-

Ga(IID fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.1
Medio HAc (pH 3-6).-

Ga(l1D) fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.1

In(III) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 7.0

Nedio neutro (pH 6-8).-

Al (III) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 7.3

Be(ID fluorescencia amarillo-verdosa pD: 5.3

Ga(IID) fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.0

Sc(IID fluorescencia naranja pD: 6.1

Medio NHs (pH 8-10).-

Be(ID) precipitado con fluorescencia
blanco-azulada pD: 4.5

En la Tabla 3.3 se observa que el reactivo en estudio solo
muestira reaccién fluorescente con cinco de los iones ensayados, lo
que pone de manifiesto su elevada selectividad.

Son de destacar por su sensibilidad las reacciones con
Ga(IIID e In(II) en medio HAc y las reacciones con Al(IID) y

Sc(III) en medio neutro, todas ellas con un pD superior a 6.0.
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REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DEL 5-BRONOSALICILIDEN~0-
ANINOFENOL FRENTE A CATIONES INORGANICOS.

En la Tabla 3.4 se resumen los datos obtenidos.
Tabla 3.4
Medio HC1 (pH 1-3).-
Ga(IID fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.0
Nedio HAc (pH 6.8).~-

ALCIIDD fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.8

Ga(IID fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.1
Nedio neutro (pH 6-8).-

AY(IID) fluorescencia amarillo-verdosa pD:WG.S
Ga(lID fluorescencia amarillo-naranja pD: 5.5
In(IID) fluorescencia amarillo-verdosa muy débil
Sc(IID fluorescencia naranja pD: 5.7

Zn(ID fluorescencia naranja muy débil
Nedio NHs (pH 8-10).-

Zn(ID) fluorescencia amarillo-naranja pD: 5.7

En la Tabla 3.4 podemos aobservar que la azometina en estudio
solo reacciona con cinco de los cationes ensayados, mostrando pues,
una elevada selectividad.

Son de destacar, por su sensibilidad las reacciones con
AIKIID 'y GadID en medio HAc, con pD de 6.8 y 6.1,

respectivamente.
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REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DEL 5-HIDROXISALICILIDEN-o-
ANINOFENOL FRENTE A CATIONES INORGANICOS.

Los resultados aobtenidos se recogen en la siguiente Tabla
3.5.

Tabla 3.5 .
Nedio HC1 (pH 1-3).-

Al1CIID) fluorescencia naranja-rojizo muy débil
Medio HAc (pH 3-6).-

AL(IID) fluorescencia amarillo-verdosa  pD: 6.7

Ga(IID fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.0
Medlo neutro (pH 6-8).-

AICIID) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.4
Ga(IID fluorescencia amarillo-naranja pD: 5.7

Zn(ID) fluorescencia naranja muy débil

Como se puede observar en esta Tabla 2.5, el 5-Hidroxi-
saliciliden-o-aminofenol presenta reaccion fluorescente con tan
solo tres cationes inorganiceos: AL(IID), Ga(IIl) y Zn(ID) en medio
neutro, Cuando el medioc es &cido el reactivo se hace mas selectivo
dejando de reaccionar el Zn(II). Las sensibilidades de 1las
reacciones son medias exceptuando el caso de Zn(Il) que es muy
baja.
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REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DEL §5-NEBTOXISALICILIDER-o-
ANINOFENOL, FRENTE A CATIONES INORGAKNICOS.

En la Tabla 3.6 se resumen los resultados obtenidos.
Tabla 3.6
Nedio HCl (pH 1-3).-

Ga(IID) fluorescencia amarillo-naranja | pD: 5.4
Medio HAc (pH 3-6).-

A1CIID) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.4

Ga(IID fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.0

Nedio Neutro (pH 6-8).-

Al1CITD) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.6
Be (1D fluorescencia amarillo-verdosa pD: 5.2
Ga(IID) fluorescencia amarillo-naranja pD: 6.0
In(IID fluorescencia blanco-azulada pD: 6.5
Sc(IID fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.0
Th(IV) fluorescencia blanco-azulada pD: 6.5
Zn(ID fluorescencia amarillo-verdosa pD: 5.0

Medio NHs (pH 8-10).-

A1CIIDY fluorescencia amarillo-naranja muy débil

Be(ID precipitado con fluorescencia
blanco-azulada pD: 4.7
Ga(Ill» fluorescencia naranja muy débil

Zn(ID) fluorescencia naranja muy deébil
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De los resultados de la Tabla 3.6, se deduce que este
compuesto solo presenta reaccién con siete de los cationes
ensayados.

Son de destacar por su sensibilidad las reacciones con

In{III> y Th(IV) en medio neutro, con pD de 6.5.
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REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DE LA SALICILIDEN-ANILINA FRENTE A
CATIONES INORGANICOS.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7

Nedio Neutro (pH 6-8).-

Al(CIID) fluorescencia blanco-azulada muy débil
Be(ID) fluorescencia amarillo-verdosa pD: 6.8
Ga(IID) fluorescencia blanco-azulada muy débil

Sc(III) fluorescencia amarillo-verdesa pD: 5.0

Zn(ID fluorescencia amarillo-verdosa muy débil

Nedio NHs (pH 8-10).-~

Be(ID precipitado con fluorescencia
blanco-azulada pD: 4.6

Mg (1D precipitado con fluorescencia
blanco-azulada pD: 4.3

Zn(ID> fluorescencia blanco-azulada pD: 5.0

Como se puede observar en la Tabla 3.7, la Saliciden-anilina
no presenta reaccién fluorescente con ninguno de los cationes
ensayados en medios HCl y HAc.

En medio neutro reacciona con cinco de los cationes

ensayados, presentando un pD de 6.8 la reaccién con Be(II).
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REACCIONABILIDAD FLUORESCENTE DEL BENCILIDEN~o~ANINOFERUL FRENTE
A CATIONES INORGANICOS.

Este reactivo no presenta reaccionabilidad fluorescente
frente a las cationes indicados anteriormente en ninguno de los

medios ensayados.
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En la siguiente Tabla 3.8, se resumen, para mayor claridad,
los resultados obtenidos en 1los ensayos de reaccionabilidad
cualitativa fluorescente de las azometinas en estudio frente a

cationes inorgéanicos.

Tabla n® 2.8

Azometina pH (1-3) pH (3-6> pH (6-8) pH (B8-10)
I Al(7.3) A1(7.3) A1(6.5) - Be(4.7)
Ga(6.4) Ga (6.4 Be(5.1) Zn.0
Ga(5.7>
In5.0
Sc(6.0)
Zn(4.5

11 Ga®.1» Ga(6.1) A1(7.3) Be(4.5)
In(7.00 Be(5.3)
Ga(6.0»
Sc(6.1)

111 Ga (6.0) AL (6.8 Al (6.5 Zn®.7)
Ga(.1> Ga(5.5>
Sc(B6.m
In,Zn

IV Al A1(6.7) Al6.4) -
Ga(6.0) Ga (5.7
Zn

v Ga(5.4> Al(6.4) A1(6.6) Be(4.7)
Ga(6.0) Be(5.2) Al,Ga,Zn
Ga(6.0)
In(6.5>
Sc6.0)
Th(6.5)
Zn(5.0)

VI - - Be(6.8) Be(4.6)
Sc (5.0 Mg (4.3)
A1,Ga,Zn Zn(5.0)

Nota.- La sensibilidad se indica entre paréntesis, como pD, después

de cada simbgolo.
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OBSERVACIONES DEDUCIBLES DE LOS DATOS QUE ANTECEDEN.

Podemos observar dos tipos de influencia en los ensayos de

reaccionabilidad realizados:
1.~ Influencia del medio operatorio.-

La observacién de las anteriores tablas demuestra la
influencia que el medio ejerce sobre la reaccionabilidad cualitativa

fluorescente de los reactivos en estudio. Asi:

- Medio Clorhidrico (pH 1-3).- »

Dan reaccién positiva cinco de las azometinas ensayadas:
5-C1SOAF, 5-BrSOAF y 5-MeOSOAF reaccionan con Ga(III), 5-OHSOAF
reacciona con A1(III) y el SOAF reacciona con ambas cationes.

las sensibilidades son elevadas presentando un pD igual o
superior a 6 las reacciones SOAF-ALCIID (pD = 7.3), SOAF-Ga(lIlD
(pD = 6.4), 5-C1SOAF-Ga(IID) (pD = 6.1) y S5-BrSOAF-Ga(IID(pD = 6.0).

~ Nedlo Acético (pH 3-6).-

Dan reaccién positiva las mismas azometinas que 1o hacen en
medio clorhidrico. Todas reaccionan con los cationes Al(IID ¥y
Ga(III) excepto la 5-ClSOAF que no lo hace con Al(IID y si con
In(IID.

las sensibilidades son asimismo elevadas. El pD en todas

ellas es superior a 6.

- Medio Neutro (pH 6-8).-

Dan reaccién positiva las azometinas que lo hacian en medio
acético y ademads el 5-Metoxisaliciliden-o-aminofenol y la
Saliciliden-anilina. En este medio puede apreciarse una disminucién
de la selectividad de todas las azometinas pues aumenta el niumero
de cationes que originan reaccién fluorescente y que no lo hacian
en medio Acido. La mAxima reaccionabilidad la presentan el SOAF y
el 5-MeOSOAF que reaccicnan con 7 de los cationes ensayados y la

minima el 5-OHSOAF que solo reacciona con 3.



-237-

Las sensibilidades son medias o altas destacando las
reacciones del 5-ClSOAF con Al(IID(pD = 7.3), y con Sc({IID(pD =
6.1>, del 5-Me0OSOAF con In(IID(pD = 6.5), y con TRV (D = 6.5, y
la de la SA con Be(ID (pD = 6.8).

- Medio Amoniacal (pH 8-10).-

Reaccionan en este medio las mismas azometinas que lo hacen
en medio neutro, apreclandose un considerable aumento de
selectividad. Asi el 5-BrSOAF reacciona especificamente con Zn(ID) y
el 5-C1SOAF con Be(ID). El compuesto que mayor reaccionabilidad
presenta en este medio es el 5-Me0OSOAF que lo hace con AlCIID),
Ga(IID>, Be(ID y Zn(ID.

En las sensibilidades se observa una notable disminucién
respecto al medio neutro, ya que el pD de la mas sensible que es
la reaccién 5-BrSOAF-Be(ID) solo es de 5.7.

2.~ Influencia de los Grupos Funcionales presentes.—

Como se indica en la pagina las azometinas eétudiadas
presentan la misma estructura, la de la Benciliden-anilina,
diferenciandose en los grupos funcionales que ocupan las posiciones
L YyR

Azometina X Y R
SOAF Of OH H
X Y 5-C1SOAF O OH cCl
5-BrSOAF Oif ©OH Br
CH=N 5-OQHSOAF OH OH OH
5-MeOSOAF Of OH OCHs
SA OF H H
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La presencia de los distintos grupos funcionales
seleccionados en la estructura azometinica en estudio, condiciona su
reaccionabilidad cualitativa. La observacién de la anterior Tabla

3.8 nos permite llegar a las siguientes conclusiones:

1.- la reacciocnabilidad de la Saliciliden-anilina (SA) y la
ausencia de reaccionabilidad del Benciliden-oc-aminofenol
(BOAF), nos demuestra que es necesaria la presencia de um
grupo OH en la posicién X para que estos reactivos actuen
como agentes quelantes. Tal hecho se justifica admitiendo que
este OH permite la posibilidad de originar quelatos con
anillos de seis miembros de suficiente estabilidad. Sin
enbargo si el mismo OH estuviese en la posicién Y los
anillos serian de cinco miembros y las probables tensiones
originadas no favorecerian su formacién. Eata afirmacién ha
sido corroborada mediante la construccién de modelos

moleculares a escala.

2.~ Las azometinas que poseen grupos OH en las posiciones X
e Y vpresentan reaccionabilidad similar en los medios
clorhidrico y &cetico. La existencia en estas moléculas de un
grupo  electronegativo en posicién R  disminuye 1la
reaccionabilidad en los medios neutro y amoniacal. Este
aumento de la selectividad es particularmente acusado en el
caso de que R sea un grupo OH, pues solo reacciona con
Al1(IID) y Ga(IIID y muy débilmente con Zn(II) en medio
neutro, no presentando reaccionabilidad alguna en medio

amoniacal.
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De todas las reacciones fluorescentes observadas hemos
selecionado para un estudio mas detallado, por sus caracteristicas

de sensibilidad, selectividad e interés analitico las siguientes:

- 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga (I11)
- 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III)
Saliciliden-anilina-Be (II)
Sallciliden-o-aminofenol-Ga (III)






CAPITULO IV

ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTENA
5-BROMOSALICILIDEN-o0~-AMINOFENOL-Ga<(III)
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ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTENA
5-BROMOSALICILIDER-0-AMINOFENOL-Ga(III).

INTRODUCCION.

En el estudio de la reaccionabilidad cualitativa del 5-Bromo-
saliciliden-o-aminofenol realizado y cuyos resultados se comentan
en la Tabla 3.4, se observa que este sustancia reacciona con el
catién Ga(IID) formando un producto -un quelato muy probablemente-
que muestra fluorescencia amarillo-anaranjada de elevada
sensibilidad (pD = 6.1), y que en medio &cido es especifica para
dicho catién. Estos hechos nos han inducido a realizar el estudio

detallado que a continuacién se resume.

EXPERIMENTAL.

Disolucicnes empleadas.-

- Disolucién de Ga(IID> 10-% M, preparada por pesada directa
de la cantidad necesaria de Ga(NOz)=.8Hz0 MERCK, reactivo
para anAlisis. Esta disolucién fue contrastada
complexometricamente (f = 1.005). Todas 1las demas
discluciones de Ga(III) fueron preparadas a partir de ésta
por dilucién.

- Disoluciéon de 5-BrSOAF 10-* M en etanol del 99.5 %.

- Disoluciones reguladoras NaAc/HAc 05 M de diferentes

valores de pH.

Aparatos utilizados.-

- Espectrofluorimetro PERKIN-ELMER LS 5, provisto de
registrador X-Y HOUSTON mod. OMNIGRAPHIC.

- pH-metro digital CRISON mod. 501, provisto de electrodo
combinado INGOLD.

- Termostato BRAUN MELSUNGEN mod. Thermomix 1441.
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Espectros de Excitacién y Emisién.—

Se han registrado los espectros de excitacién y emisién del
sistema 5-BrSOAF-Ga(III) en relacién molar 1:1 y en concentracién
4x10-% M, en disolucién hidroalcohélica al 50 % <(v/v) a pH* 6.10,
una vez comprobada que a este valar de pH* el sistema es
fluorescente.

Para ello, en un matraz aforado de 50 mL se introdujeron 2

nl de disolucién etanélica de 5-BrSOAF 107 M, 2 mlL de

disolucién de Ga(lII> 10-* M, 5 mlL de disolucién reguladora

NaAc/HAc 05 M de pH 5.00, 5 mlL de etanol del 995 % y se

enrasé con etanol al 50 % (v/v). '

las longitudes de onda de los maximos de excitacién y
emisiéon se han obtenido realizando en primer lugar un “pre-scan®
secuencial de excitacién y emisién, lo que nos permite conocer en
una primera aproximacion las longitudes de onda de los maximos de
excltacion y emisién. A continuacién se realizaron "pre—séan" de
excitacién y emisién alternativos hasta conseguir una pareja de
valores que se repitiesen un numero de veces representativo;

Una vez realizada esta operacién orientadora se registraron
los correspondientes espectros de fluorescencia del sistema en
estudio. Para la obtencién del espectiro de excitacién se utilizo uma
e = 520 nm y para la del espectro de emision una lawec = 425 nm.

En ambos casos se usaron rendijas de excitacién y emision de
25 nm y un factor de sensibilidad de 1.

La Figura n? 4.1 nos muestra los espectros obtenidos. Los
espectros de fluorescencia correspondientes al reactivo en
idénticas condiciones experimentales no se han registrado dado que
éste no presenta una fluorescencla apreciable.

El espectro de excitacién presenta un méaximo a una longitud
de onda de 425 nm, mientras que el espectro de emision tiene un
méximo a una longitud de onda de 520 nm, lo cual representa un
desplazamiento de Stokes de 4298.64 cm™'.
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Figura n? 4.1. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga (IID).
Espectros de excitacién y emisién.
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Influencia del pH.-

Para conocer la influencia que sobre 1la intensidad de
fluorescencia del sistema en estudio ejerce la acidez del medio y
determinar el pH éptimo de fluorescencia del mismo, se preparé una
serie de matraces aforados de 50 nlL que contenian 1 mL de
disoluciéon etanélica 10~= M de 5-BrSOAF, 1 mL de disclucién 10-= M
de Ga(IIID), 5 mL de disclucion reguladora NaAc/HAc 0.5 M de
distintos pH, y las cantidades de etanol del 99.5% y agua
bidestilada adecuadas para que en todos los casos el porcentaje de
etanol fuera del 50 % (v/v).

A continuacién se registraron los espectros de excitacién y
emisién a una temperatura de 20 °C, usando una e« = 520 nm y una
haxe = 425 nm, respectivamente, una vez comprobado que el valor de
éstas es 1independiente del pH. Por otra parte las rendijas
empleadas fueron de 25 nm en todos los casos y el factor de
sensibilidad 1.

En la Tabla 4.1 se recogen los datos obtenidos que han sido

representados en la Figura n2 4.2.

Tabla 4.1
pH* IFR (%)
4.46 42.5
4.69 50.5
4.88 57.5
5.00 77.0
5.12 84.0
5.36 84.5
5.60 85.5
5.84 81.5
6.08 63.5
6.31 50.0
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En la Figura n? 4.2 se puede observar que la intensidad de
fluorescencia aumenta progresivamente hasta alcanzar un valor
maximo para el intervalo de pH* comprendido entre 5.10 y 5.80.

A valores superiores de pH* la intensidad de flucrescencia
disminuye.

Para experiencias posteriores se fijé en 5.60 el valor del pH
aparente (pH*) de trabajo, valor de pH* que se consigue mediante la
adicién de 5 mL de disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH
4.50.

IFR (%)
100

1

80

60

40

1

20

4 5 6 7 pH*

Figura n? 4.2. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(IID).
Influencia del pH.
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Estabilidad del sistema 5-BrSOAF-Ga(IID).-

Habiendo observado incidentalmente que la intensidad de
fluorescencia del sistema se intensifica con el transcurso del
tiempo, creimos conveniente estudiar como afecta el tiempo a ésta
antes de pasar a experiencias posteriores.

Con tal fin preparamos una disolucién que contenia, en un
volumen final de 50 mL, 1 mlL de disolucién etanélica de 5-BrSOAF
107 ¥, 1 mL de disolucién de Ga(III) 10-* M, 5 mL de disolucién
reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 4.50 y las cantidades necesarias de
etanol del 995 % y agua bidestilada para que al enrasar el
porcentaje etanélico del medio fuera del 50 %(v/v).

Se registraron los espectros de emisién del sistema,
excitando a una Xane = 425 nm, a intervalos regulares de tiempo,
usando rendijas de excitacién y emisién de 2.5 nm y un factor de
sensibilidad de 1.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.2 y en la

Figura n® 4.3.

Tabla 4.2
Tiempo (min) IFR(%) Tiempo (min) IFR (%)
5 63.2 30 84.1
6 68.1 39 84.4
7 71.83 40 85.0
8 73.5 45 85.1
9 75.6 50 85.2
10 76.4 55 85.4
12 78.5 60 85.5
15 80.6 65 85.5
20 82.5 70 85.7
25 83.4 150 86.4
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Figura 4.3. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(IIII)
Influencia del tiempo sobre la intensidad de fluorescencia.

En la anterior Figura n? 4.3, que muestra la variacién de la
intensidad de fluorescencia a la longitud de onda del méxima de
emisién (ew = 520 nm), puede observarse que durante los primeros
20 minutos ésta aumenta con el tiempo, alcanzandose un valor
méximo que permanece estable al menos durante dos horas y media.

Es pues conveniente esperar un tiempo, que hemos fijado en

30 minutos, antes de efectuar las medidas espectrofluorimétricas.
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Influencla del Orden de adicién de los reactivos.—

Al abjeto de conocer cual era el orden de adicién éptimo de
los reactivos para conseguir que la intensidad de fluorescencia del
sistema 5-BrSOAF-Ga(lIl) fuese méaxima, se realizé la siguiente
experiencia:

En una serie de 6 matraces aforades de 50 mL se introdujeron

1 mL de disolucién etanélica de 5-BrSOAF 10* M, 1 nL de

disolucién de Ga(III> 10-* M, 5 nL de disolucién reguladora

NaAc/HAc 05 M de pH 450 y cantidades de etanol del 995 %

y agua Dbidestilada adecuadas para que al enrasar el

porcentaje etandlico de todas las muestras fuese del 50 %

(v/v), cambiando en cada uno de los matraces el orden de

adicién en la forma que se especifica en la Tabla 4.3

Las condiciones operatorias en todos los casos fueron: laxc =
425 nm, lan = 9520 nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de
emisién de 2.5 nm, factor de sensibilidad 1 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 4.3 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 4.3

Muestra Orden de adicién IFR (%)
1 5-BrSOAF + Ga(III) + Tampén 85.5
2 5-BrSOAF + Tampén + Ga(lID 42.2
3 Ga(III) + 5-BrSOAF + Tampén 85.8
4 Ga(III) + Tampén + 5-BrSOAF 84.0
5 Tampén + 5-BrSOAF + Ga(IID 47 .4
6 Tampén + Ga(III) + 5-BrSOAF 83.1
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Como se puede observar en la Tabla 4.3, las muestras en las
que la base de Schiff se mezcla con la disolucién tampén antes de
hacerlo con el Ga(III) (muestras 2 y 5) presentan una intensidad de
fluorescencia menor que las restantes.

Esta disminucién de 1la intensidad de fluorescencia puede
atribuirse a que el 5-BrSOAF se hidrolice parcialmente a dicho pH*,
por lo que al disminuir la concentracién real de base de Schiff, la
cantidad de sistema fluorescente formado seria menor.

En los dem&s casos la variacién de la intensidad de
fluorescencia no es significativa, por lo que el orden de adicién de
los reactivos es indiferente. Sin embargo hemos seleccionado para
futuras experiencias el correspondiente a la muestra 1, es decir:
5-BrSOAF + Ga(III) + Tampén.
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Influencla de la relaclén Etanol/Agua del medio.-

Con aobjeto de determinar el porcentaje etandlico éptimo en el
disolvente, se llevé a cabo una experiencia en la que se midio la
intensidad de fluorescencia de disoluciones 2x10~= M en 5-BrSOAF y
Ga(IIl), manteniendo en todos los casos el valor del pH* en 5.60,
mediante la adicién de las cantidades necesarias de disoluciones
diluidas (0.5 M) de HAc y NaOH y variando las proporciones de agua
y etanol. .

A continuacién se registraron los espectros de excitacién y
emisién en las sigulentes condiciones experimentales: huwc = 425
nm, lew = 520 nm, rendija ‘de excitacién de 2.5 nm, rendija de
emisién de 2.5 nm, factor de sensibilidad 1 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 44 y en la Figura n? 4.4 se muestran los
valores de intensidad de fluorescencia frente al porcentaje

etandlico del medlio.

Tabla 4.4

% Etanol IFR (%)
20 52.4
30 66.2
40 74.9
50 85.5
60 91.4
70 9z.2
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Figura n? 4.4. 5-Bromosaliciliden—oc-aminofenol-Ga (IID).
Influencia del porcentaje etanélico del medio.
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Como puede apreciarse en la Figura n? 4.4, se observa una
clara dependencia de la intensidad de fluorescencia del sistema en
estudio con el porcentaje etanélico del medio, pudiendose destacar
los siguientes hechos:

1.- Al ir aumentando la cantidad de etanol en el medio tiene

lugar un aumento progresivc de la  intensidad de

fluorescencia, hasta llegar a un porcentaje del 60 % (v/v).

2.~ Para porcentajes de etanol superiores al 60 % (v/v) no se

observa una variacién apreciable de 1la intensidad de
fluorescencia.

De estos hechos se deduce la necesidad de controlar el
porcentaje etanélico del medio.

Para futuras experiencias lo hemos fijado en el del 60 %
(v/v).

Por otra parte, hemos comprobado que la posicién de los
maximos de excitaclén y de emisién del sistema no depende del
porcentaje etanélico del medio. Este hecho nos sugiere:

- Que no tienen lugar cambios sustanciales en la polaridad

de las moléculas del sistema con la excitacién (78).

- Que la energia de solvatacién de dichas moléculas no

difiere apreciablemente de uno a otro disolvente (79).

En el caso en que alguno de estos dos hechos tuviese lugar,
se traducirian en cambios en la energia relativa de los estados
fundamental y excitado de la molécula del sistema en un disolvente
con respecto a otro, es decir, en desplazamientos en los méximos de

excitacion y/o emisién.
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Influencia del pH. Optimizacién del pH* de trabajo para un
porcentaje etanélico del 60 % (v/v).-

Dado que los resultados obtenidos en la experiencia anterior,
nos indicaron que se debe trabajar a un porcetaje etanélica del
60 % (v/v), nos propusimos comprobar si el rango de pH* 4ptimo
establecido con anterioridad se mantenia para este nuevo porcentaje.
Para ello, se introdujeron en una serie de matraces aforados de 50
mL 1 mL de disolucién etansélica de 5-BrSOAF 10 M, 1 mL de
disolucién de Ga(III) 10~= M, 5 mlL de disolucisn reguladora
NaAc/HAc 0.5 M de diferentes valores de PH y las cantidades de
etanol del 995 % y agua bidestilada adecuadas para conseguir en
todos los casos que al enrasar el porcentaje etandlico de las
muestras fuese del 60 % (v/v).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: lewc = 425 nm, rem = 520 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 1 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 4.5 se muestran los resultados obtenidos, que han

sido representados gréficamente en la Figura n? 4.5,

Tabla 4.5

ph* IFR (%)
4.56 67.0
4.73 77.2
4.96 91.5
5.14 106.1
5.35 110.2
5.58 100.3
5.80 92.1
6.06 70.3
6.32 52.2
6.53 34.5
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En la Figura n? 4.5 se puede observar que el rango de pH*
6ptimo para este porcentaje de etanol (60 % (v/v)) es mas estrecho
que en el caso de un porcentaje etanélico del 50 % (v/v), aunque se
encuentra comprendido en el intervalo de pH* éptimo encontrado
para este ultimo porcentaje de etanol en el medio.

De acuerdo con los resultados obtenidos se decidié que el pH™
de trabajo fuese el de 5.35, conseguido por la adicién de 5 nl de
disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 4.00.

IFR(%5)

100

80

60

20

|

Figura n? 4.5. 5-Bromosaliciliden—-o-aminofenol-Ga(IID.
Influencia del pH para un porcentaje etanélico del 60% (v/v)
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Inflvencia de la Temperatura.-

Sabido es que la temperatura afecta, en general, notablemente
a la intensidad de fluorescencia.

Para comprobar si en nuestro caso existia tal dependencia y
de ser asi en qué grado, planificamos la siguiente experiencia.

Se preparé una disolucién que, en un volumen final de 50 mlL,
contenia 1 mL de disolucién etanélica de 5-BrSOAF 10-2 M, 1 mL de
displucién de Ga(III> 10~ M, 5 mL de disoluci@n reguladora
HaAc/HAc 0.5 M de pH 4.00 y las cantidades necesarias de etanol
del 995 % y agua bidestilada para que al enrasar el porcentaje
etanélico del medio fuera del 60 % (v/v).

A continvacién se midié la intensidad de fluorescencia de la
displucién a diferentes temperaturas, utilizando un termostato,
siendo las condiclones operatorias: hawe = 425 nm, Aewm = 520 nm,
rendija de excitacion de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm y
factor de sensibilidad 0.6.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.6 y han

sido representados graficamente en la Figura n2 4.6.

Tabla 4.6
Temperatura (°C) IFR(%)
10 65.7
15 66.2
20 65.1
25 64.8
30 60.2
35 52.6
40 41.2
45 30.6
50 19.2
55 13.1
60 9.3

e e e ot e - A
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Figura n2 4.6. 5-Bromosaliciliden-c-aminofenol-Ga(IID.
Influencia de la Temperatura.
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La Figura n? 4.6 nos muestra que para valores de temperatura
inferiores a 26 °C, ésta no influye de manera apreciable sobre la
intensidad de fluorescencia. Pero sin embargo, a partir de los
30 ‘C se produce una notable disminucién de la fluorescencia al
aumentar la temperatura.

Este comportamiento se puede explicar dependiendo de cual de
los dos principales procesos que compiten en la desactivacién no
radiativa de las moléculas excitadas del sistema, sea el que
predomine.

Asi, para temperaturas inferiores a las 25 °C podemos pensar
que el principal proceso de desactivacién no radiativa sea el cruce
entre sistemas (Si A T,), proceso qQue es esencialmente
independiente de la temperatura, para pasar posteriormente al
estado fundamental por desactivacién colisional.

Para temperaturas superiores a 1los 30 °C, donde 1la
temperatura afecta notablemente a la intensidad de fluorescencia,
posiblemente sea la conversién interna t.:I proceso que predomine en
la desactivacién no radiativa de las moléculas excitadas, por ser
ésta marcadamente dependiente de la temperatura (80).

Como consecuencia de los datos obtenidos, para posteriores
experiencias, se ha optado por termostatar las cubetas de medida a
20 £ 05 °C, ya que pequefias oscilaciones de 1la ‘temperatura no
afectan de manera apreciable a la intensidad de fluorescencia y
porque esta temperatura es facil de controlar dado que es del orden
de la ambiental.
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Influencia de la concentraclén del 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol.—

La influencia de la concentracién del reactivo (5-BrSOAF>
sobre la intensidad de fluorescencia del sistema en estudlo, se ha

establecido siguiendo dos métodos operatorios:
1.~ A concentracion de Ga(III) constante.

Para ello se preparé una serie de matraces de 50 mL que
contenidn 1 mL de disolucién de Ga(IIIdD 5x10% M, 5 mnL de
disolucién reguladora ¥aAc/HAc 05 M de pH 4.00, cantidades
crecientes de disolucién etandélica de reactivo 2x10~> N y
cantidades adecuadas de etanol del 99.5 % y agua bidestilada para
conseguir que al enrasar los matraces el porcentaje etanélico en
todos ellos fuese del 60 % (v/wv).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: e = 425 nm, lawm = 520 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 5 nm, factor de
sensibilidad 1 y temperatura 20 °C. |

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.7 y se

han representado gréaficamente en la Figura n¢ 4.7.

Tabla 4.7

[5-BrS0AF] IFR (%)
1.0x10—% 135
2.0x10~# 24.2
3.0x10~% 33.1
4.0x10°% 41.9
8.0x10-%® 57.8
1.2x10-4 63.3
1.6x10-4 68.1
2.0x10~2 72.2
2.4x10~4 771
2.8x10~4 81.0
3.2x10-4 75.1

3.6x10-4 63.8

—— i s . e o e e e e S A = o
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Figura n? 4.7. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol - Ga(IID).

Influencia de la concentracién de 5-Bromosaliciliden—o-aminofenol.
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En la Figura n? 4.7 puede observarse una marcada dependencia
entre la intensidad de fluorescencia y la concentracién de reactivo,
pudiendose establecer:

1.~ Una primera zona, hasta una concentracién de reactivo de
4x10"% M, en la que al aumentar la concentracién de reactivo
se produce un aumento 1lineal de 1la intensidad de
fluorescencia.
2~ Una segunda zona, comprendida entre 1.2x107* M y
3.2x10-* M, donde la variacién de la intensidad de
fluorescencia varia tambien de forma lineal con la
concentracién de reactivo, pero con una pendiente menor.
3.~ Por encima de una concentracion de reactivo de 3.2x10-4
M, aparece el fenémenc de “inversién de fluorescencia"
probablemente como consecuencia de la absorcién de la luz de
excitaciéon por la moléculas del reactivo. Esto puede deberse
a que el 5-BrSOAF presenta un méximo de excitacién a 425 nm,
aunque de intensidad muy pequefia en comparacién con la que
presenta la banda de excitacién del sistema, hecho que se ba
comentado en el apartado correspondiente a los espectros de
excitaciéon y emisién. La baja concentraciéon de Ga(Ill) usada
en esta experiencia, 10— X, apoya la hipétesis de que 1la
atenuacién de la fluorescencia se deba a las moléculas de
ligando libre y no a las del sistema 5-BrSOAF-Ga(IlD), ya que
una concentracién de éste tan baja seria insuficiente para
producir una alteracién apreciable de la intensidad de
fluorescencia como consecuencia de la reabsorcién de 1la
fluorescencia por las propias moléculas del fluorégeno.

lLa existencia de dos tramos lineales bien diferenciados nos
hace pensar en la posibilidad de existencia de dos complejos
fluorescentes de distinta estequiometria, hecho que se tratara de
corroborar cuando se aborde el estudio de la estequiometria de los

posibles complejos fluorescentes.
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2.~ A concentracion de Ga(III) creciente.

Para su establecimiento se prepararon tres series de 5
matraces conteniendo cada una de ellas la misma cantidad de
disolucién etanélica de S-BrSOAF 10-2 M (1, 2 y 3 nL,
respectivamente) y cantidades crecientes de disolucién de Ga(III)
de 500 ppb (0.5 - 2.5 ml), 5 mL de disolucién reguladora NaAc/HAc
0.5 ¥ de pH 4.00 'y las cantidades adecuadas de etanol del 99.5 % y
agua bidestilada para obtener un porcentaje etanslico del 60% (v/v).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: hawc = 425 nm, lewm = 520 nm, rendija de
excitacion de 2.5 nm, rendija de emisién de 10 nm, factor de
sensibilidad 0.6 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.8 y se

han representado graficamente en la Figura n2 4.8.

Tabla 4.8

[(5-BrSOAF] = 2x10~= X

T o o o o o e o e e e e e e e e e e o e o e o o v e 10 i o . e e e P e e ot e e o e i e e e e

ppb Ga(IID) 5 10 15 20 25
IFR (%) 19.6 29.9 40.0 48.0 58.0
IFR = 1.91 [Ga(IID1} + 10.5 r< = 0,997

[S-BrSOAF) = 4x10-= M

T T T T T T T e e e e e e e e e ———————— e

IFR = 2.03 (Ga(IID>] + 24.0 r< = 0.999



(5-BrSOAF] = 6x10~% M

————— o ———— . S e o o oy i -

"IFR = 1.90 [Ga(III>] + 29.5 r< = 0.999

IFR(°/e)
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Figura n? 4.8. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(III)
Influencia de la concentracién del reactivo a concentraciomes
de Ga(IIl) crecientes.
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La observacién de las anteriores Tabla 4.8 y Figura n? 4.8
nos demuestra que existe una relacién lineal entre la intensidad de
fluorescencia y la concentracién de Ga(III) para las tres
concentraciones de 5-BrSOAF ensayadas.

Las pendientes son muy similares, alcanzandose un valor
maximo de 2.03 cuando se emplea una concentracién de 5-BrSOAF de
4x10-= M.

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en
la experiencia anterior, pues se eligieron deliberadamente tres
concentraciones de reactivo dentro del intervalo que corresponde a
la primera zona de influencia alli definida (la de mayor pendiente)
permitiendonos aqui una mayor precisién en la eleccién del exceso

de reactivo.
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Rectas de Calibrado.-

Teniendo en cuenta 1los resultados aportados por las
experiencias previas de optimizacién se ha establecido la recta de
calibrado en el rango de concentraciones de Ga(III) comprendido
entre 5 y 25 ppb (ug/L), para el cual la intensidad de
fluorescencia del complejo en estudio es una funcién lineal de la
concentraciéon del catién metalico.

Se preparé a tal fin una serie de matraces aforados de 50 mL

en los que se introdujeron 2 mL de disolucién etandlica de

5-BrSOAF 10~ M, de 0.5 a 2.5 mL de disolucién de Ga(III) de

500 ppb, 5 mL de disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH

4.00 y las cantidades de etanol del 99.5 % y agua bidestilada

adecuadas para que al enrasar los matraces el porcentaje

etanélico en todas las muestras fuera del 60 % (v/v).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: laxe = 425 nm, lew = 520 nm, rendija de
excitacién 2.5 nm, rendija de emisién de 5 nm, factor de
sensibilidad 4 y temperatura 20 °C.

La experiencia se repitié ocho veces, al objeto de obtener
las correspondientes rectas de calibrado que nos aportasen 1los
datos suficientes para poder determinar con posterioridad el limite
de deteccién, reproducibilidad y sensibilidad del método.

Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 4.9,

Tabla 4.9

Recta n? 1.

e et o T e 2t . o T o T s o o Ao S e . o e e T e . e o . o T . S o T o o e
e o e e e = . e e i (ot o i A i . Mot Pt onh e e o . o SR e o S . i A oy i = i W e o A o o i o g o Sy

o e o o e T e i o - T o s o s o o S o o o ot e o e et el o e o oS T i e e 7 T ot o

IFR = 2.92 [Ga(III>] + 14.8 r< = 0,999
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Recta n2 2.

mbeamn s 10 18 e
o e e sne e o
 tmeoetmamt s e reeows

ppb Ga(III) 5 10 15 20 25
IFR (%) 28.8 43.2 57.5 71.2 87.6
IFR = 2.91 {Ga(IID)] + 14.0 rZ = 0.999

ppb Ga(IID 5 10 15 20 25

R e sme sea ses s
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Recta n2 5
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Recta n2 6
ppb Ga(III) 5 10 15 20 25
IFR (% 28.7 41.2 57.2 69.6 86.1

ppb Ga(IID) 5 10 15 20 25
IFR (%) 29.2 41.6 57.3 70.0 86.0
IFR = 2.84 [Ga(IID)] + 14.2 r# = 0.998

e e e o e e v ot e P e o . i . = i o o . o o T o R A S e k. Y e e e . . o . e i o s o S

IFR = 2,92 [Ga(IID)] + 14.6 rz = 0.999
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En la Figura n2 4.9 se han representado los datos

correspondientes a la recta de calibrado n? 1.

IFR (%)

90+

30

0 i i | 1 |

0 5 10 15 20 25
ppb Ga (111}

Figura n2 4.9. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(IID).
Recta de calibrado.



-270-

Determipnacién de Gaf(IIl).—

La optimizacién de las variables que influyen sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema 5-BrSOAF-Ga(III), realizada
anteriormente, nos ha permitido proponer el siguiente procedimiento

operatorio para la determinacién de este catién.

Procedimiento operatorio.-

Recta de calibrado.~ La recta de calibrado se obtiene preparando 5
disoluciones con una concentracién de Ga(III) de 5, 10, 15, 20 y 25
ppb <(ug/L), para lo cual en matraces aforados de 50 mL se pipetean
2 nlL de disolucién etanélica de S5-BrSOAF 10 M, se afiaden 0.5;
1.0; 1.5; 2.0 y 25 nL de disolucién de Ga(III) de 500 ppb, 5 mL de
disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 4.00 y las cantidades de
etanol del 99.5 % y agua bidestilada adecuadas para que al enrasar
el porcentaje etanélico sea en todos los casos del 60 % (v/v).
Transcurridos 30 minutos se mide su intensidad de fluorescencia.

La intensidad de fluorescencia se mide a una law =>520 nm,

siendo la Xawc = 425 nm.

Disolucién  problema.~ La  disolucién  problema se  prepara
introduciendo en un matraz aforado de 50 mlL 2 mL de disolucién
etandlica de 5-BrSOAF 10~= M, el volumen necesario de disolucién
problema original como para que la concentracién final de Ga(IID
esté comprendida entre 5 y 25 ppb (ug/L), 5 mL de disoclucién
reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 4.00 y las cantidades de etanol del
995 % y agua bidestilada para que al enrasar el porcentaje
etanélico de la disolucién sea del 60 % (v/v).

Se dejan transcurrir 30 minutos y se mide su intensidad de
fluorescencia en las mismas condiciones operatorias empleadas en la

recta de calibrado.
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Reproducibilidad del método.~

A partir de los datos obtenidos en el establecimiento de las
rectas de calibrado, estudio anteriormente realizado, hemos
seleccionado los correspondientes a un contenido de Ga(IID) de 5,
15 y 25 ppb (pg/L).

Los resultados correspondientes a cada una de las tres

series se encuentran recogidos en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10
IFR (%) IFR (%) IFR<%)
& ppb (15 ppb (25 ppb

29.6 58.6 88.4
28.8 57.6 88.0
28.8 57.5 87.6
28.6 56 .4 86.8
28.9 57.7 86.9
28.7 57.2 86.1
29.2 57.3 86.0
294 58.2 88.2

El céalculo estadistico efectuado con la primera serie de
medidas, correspondiente a un contenido en Ga(IlI) de 5 ppb, nos da
un valor para o¢n-: = 0.4.

Este valor para ¢n-: indica, con una probabilidad del 68 %,
que una medida de intensidad de fluorescencia se encuentra
comprendida en el intervalo IFR + -1, es decir, entre 29.4 y 28.6.

Por consiguiente el error relativo sobre el valor medio sera:

Er = (- / IFR) x 100 = 1.38 %
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Si el anélisis es efectuado sobre un numero “n* de muestras

el Er correspondiente decrece en V 1.

En la Tabla 4.11 se resumen los resultados obtenidos en el

calculo estadistico realizado sobre las tres series.

Tabla 4.11
ppb Ga(IID IFR (%) F1 Er (%)
puestas.

5 29.0 0.4 1.38
15 57.6 0.7 1.22
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Sensibilidad del método.-

La sensibilidad de un procedimiento analitico se define como
la derivada de la magnitud analitica dependiente de 1la
concentracién de analito, respecto de dicha concentracién.

El valor de la sensibilidad, asi definida, coincide con el de
la pendiente de la curva de calibrado.

Utilizando  ‘los datos suministrados por la anterior
experiencia, encaminada a establecer la relacién entre la intensidad
de fluorescencia del complejo en estudio y la concentracién de
Ga(III) (rectas de calibrado), hemos realizado el calculo de la
sensibilidad del nuevo método propuesto para la determinacién de
Ga(IID.

Las condiciones operatorias son las descritas en el apartado
correspondiente al estudio del establecimiento de las rectas de
calibrado.

En la Tabla 4.12 se recogen los valores obtenidos, asi como

su tratamiento estadistico.

Tabla 4.12

R. calibrado s

e et st e e e . e . . e e e e —

0]
"
[\
o
©

Pr—y = 0 -03
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El valor de vn-1 nos indica, con una probabilidad del 68 %,
que una determinacién aislada de la sensibilidad se encuentra
comprendida en el intervalo § * ¢n-1, es decir, entre 2.92 y 2.86
unidades relativas de intensidad de fluorescencia por ppb de
Ga(IID.

Por consiguiente el error relativo sobre el valor medio seré:

Er = (rn—1 / 8) x 100 = 1.04 %
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Limite de deteccién.—

El concepto de limite de deteccién, basado en el tratamiento
estadistico del andlisis del blanco o disolucién de referencia, fue
adoptado por la I.U.P.AC. en 1975 (81) y por el A.C.S. (Subcomittee
on Environmental Analytical Chemistry) en 1980 (82).

El limite de deteccién de un procedimiento analitico se puede
definir como la menor concentracién “C." o cantidad "q" que puede
ser detectada en una disolucién problema con una seguridad
razonable.

El calculo del limite de deteccién se realiza a través de la
expresion:

Co= Koe) /' m

donde:

mn es la sensibilidad analitica o pendiente de la recta de

calibrado.

e es la desviacién estandar calculada a partir de las

medidas de 1la magnitud analitica de al menos siete

disoluciones de referencia preparadas siguiendo el
procedimiento analiticao.

K es un coeficiente que da la probabilidad de que una medida

de la magnitud analitica X ? Xe + o, sea debida a la

presencia de analito en una disolucién problema y no a

fluctuaciones del blanco. Un valor de K = 3 corresponde a una

certeza del 99.86 % (B83).

En nuestro caso, en vez de trabajar sobre las medidas de la
intensidad de fluorescencia de las disoluciones de referencia, el
calculo estadistico se realizé sobre las intensidades de
fluorescencia correspondientes a las ordenadas en el origen de las
rectas de calibrado, ogbtenidas anteriormente,

Este hecho se debe a que la intensidad de fluorescencia que
presentan las disoluciones de referencia (blancos) es ligeramente
menor que los valores de intensidad de  fluorescencia
correspondientes a las ordenadas en el origen de las rectas de

calibradao.
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Es evidente que la adopcién de este criterio pesimista nos
conduce a valores del limite de deteccién menos sugerentes, pero a
nuestro Jjuicio més préximos a la realidad.

Los resultados obtenidos, asi como su tratamiento

estadistico, se muestran en la Tabla 4.13.

Tabla 4.13

R. calibrado (IFR).-

i e o e e o ot e o e e e = o e P o i ot e A

(IFR)w = 14.1
-1 = 0.4

Luego el limite de deteccién sera:
CL = (K oa-1) /T = (3x0.4) / 2.89 = 0.4 ppb.
Si la intensidad de fluorescencia de una disolucién problema

es IFR > 14.1 + (3x0.4) = 15.3, podemos afirmar con una certeza del

99.86 % que el Ga(IIl) estad presente en la disolucién.
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Interferencias.—

Se ha estudiado la influencia que 1la presencia de iones
extrafios ejerce en la determinacién de Ga(IID) por el procedimiento
operatorio propuesto.

Para ello, se preparé una serie de matraces para cada 1én
extrafio ensayado, que contenian siempre 15 ppb de Ga(IID y
concentraciones crecientes de aquel. Estas disoluciones fueron
tratadas en la misma forma operatoria que se 1indica en el
procedimiento propuesto, pagina 270,

De la medida de la intensidad de fluorescencia de cada
disolucién y con la ayuda de la recta de calibrado se determiné en
cada caso el error relativo de aguella.

Hemos aceptado como limite de tolerancia para el i6n extrafio,
la concentracién de éste que origina un error relativo del 5%. No
interfiriendo por tanto aquellas concentraciocnes de i6n extrafio que
producian un error relativo igual o inferior a ese valor.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.14 y

Figuras n2 4.10-4.14.

Tabla 4.14

Ién C (ppb) Camcrzrn (ppb) 108 (C/Camcrrr>) Er (%)

Be(II) 1.5 15 -1 + 1.1

15 15 0 + 4.1

150 15 1 + 9,7

1500 15 2 + 106.5

Mg (1D 150 15 1 0.0
1500 15 -
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Ién C (ppb) Caamcir1> (ppb) 108 (C/Camct113? Er (%

Ca(lD 150 15 1 0.0
1500 15 2 - 0.5
15000 15 3 - 1.7
Sr(lD 15 15 0 0.0
150 - 15 1 - 0.2
1500 15 2 -2.0
15000 15 3 - 12.1
Ba(ID 150 15 1 0.
1500 15 2 - 0.6
15000 15 3 - 1.1
Zn(ID 15 15 0 0.0
150 15 1 - 0.2
1500 15 2 - 0.7
15000 15 3 - 5.2
Co(ID 15 15 0 0.0
150 15 1 - 0.2
1500 15 2 - 0.9
15000 15 3 - 2.2
NicCIDD 150 15 1 0.0
1500 15 2 - 1.2
15000 15 3 - 3.5
Cu(ID 0.75 15 - 1.3 - 3.0
1.5 15 -1 - 5.2
15 15 0 - 7.5
150 15 1 - 20.6
1500 15 2 - 54.0
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Ién C (pp Camczrzs (ppb) log (C/Camcrrzs? Er (%)

T e e e o o o o e e = ke e e ek e e e e = ———— .~ ———— " ——— 5 o S 2t 22 A2 Y. P70 . o e e s

Cd(IIy 15000 15 3 0.0
Pb(ID) 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 - 0.2
150 15 1 - 0.6
1500 - 15 2 - 3.7
15000 15 3 - 7.3

Mn (1D 1500 15 2 0
15000 15 3 - 1.2
Fe(1ID) 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 + 2.1
150 15 1 + 8.7
1500 15 2 + 40.1
Cr(Iil 150 15 1 0.0
1500 15 2 - 3.1
15000 15 ' 3 - 46.3
ALCIID) 0.75 15 - 1.3 + 3.0
1.5 15 -1 + 5.8
2 15 - 0.88 + 16.2
3 15 - 0.69 + 24.5
Y(IID 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 - 0.2
150 15 1 - 0.6
1500 15 2 - 1.1
15000 15 3 -2.2
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Ién C (ppb Cemcizzs (ppb) log (C/Cemcrzzn) Er (%

e e e ot i e e i e S e e o o S e T o o . o . S e R o S o e s . s o e et S S S S S S o T o o

TIAID 15 15 0 0.0
150 15 1 + 5.3

1500 15 2 +12.9

In(IID) 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 + 3.2

150 15 1 +10.0

1500 15 2 + 24.4

Bi(IID 15 15 0 0.0
150 15 1 +0.3

1500 15 2 + 2.5

15000 15 3 +12.5

Zr (IV) 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 + 0.5

150 15 1 + 3.6

1500 15 2 +16.3

Ce (IV) 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 + 0.5

150 15 1 + 3.7

1500 15 2 +17.3

VD 0.75 15 - 1.3 - 4.0
1.5 15 -1 - 5.8

15 15 0 - 9.1

150 15 1 - 20.3

1500 15 2 - 49.5

As (V) 150 15 1 0.0
1500 15 - 0.7

o e A et i e - 10 o Sk o o o o St o e A e S A Yl S i A e S o B YA 40 Y et PR PR R e n e e s o
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Ién C (pp? Camcrzzr (PP log (C/Cemcizza) Exr (%)

AEDT 1.5 15 -1 0.0
15 15 0 - 5.4

150 15 1 - 44.0

1500 15 2 - 70.0

En la Tabla 4.15 se resumen los datos de tolerancia, para los
distintos iones extrafios, obtenidos a partir de las Figuras ne

4.10-4.14 con el criterio adoptado

Tabla 4.15

s ot S e e S e S . e T 8 . S B g S e T o i o e . o S Y S _—— i s e S . g, s e

Ié6n extrafio Tolerancia (ppb? I6n extrafio Tolerancia (ppb)

e s . e e e e i S o Sl . . S T — Y —— T — —— T —_— " . " T —————_— . = T Vo - - — = —— -

Be(ID 27 TI(IID 134
Mg(ID > 15000 In(IID 34
Ca(lD) > 15000 - Bi(IID 3360
SrdiD 5320 Zr(1Ivn - 212
Ba(1D) > 15000 Ce (IV) 1680
ZndID 13400 v 1.3
Co(ID ? 15000 As () 13400
Fi(ID > 15000 Cr(VvD) 420
Cu(IDd 1.3 LAS'2 4250
Ca(ID > 15000 PO > 15000
Pb(ID) 3360 S0.7= > 15000
¥n (I > 15000 X0z~ > 15000
Fe(IID) 48 NO="~ 14200
Cr(IlD ) 1890 F- 170
AVCIID) 1.0 103 Rl . 6700

Y(IID > 15000  AEDT 11
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Figura n? 4.12. 5-Bromosaliciliden-c-aminofencl-Ga(11I)
Interferencias.
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Figura n® 4.11. 5-Bromosaliciliden-c-aminofenol-Ga (11D
Interferencias.
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Figura n? 4.10. S5-Bromosaliciliden-c-aminofenol-Ga(II1)
Interferencias. ‘
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Figura 4.13. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga (I1I)
Interferencias. ‘
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Figura n2 4.14. 5-Bromosaliciliden—o-aminofenol-Ga (111}
Interferencias.
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De la observacién de la anterior Tabla 4.15 y Figuras n@

4.10-4.14, puede deducirse:

1.- No interfieren en relacién molar ién extrafio/Ga(III) igual
o inferior a 100 los icnes: Mg(ID, Ca(II}, Sr(ID). Ba(ID.
Zn{ID, Co(ID, Ni(ID, CadD, Pb(lD), Mn(ID, CrdIID,Y(IID,
Bi(IIID), Ce(IV), As(V), W(VD), PO.~=, S0.~%, NOz—, §Oz~ y Cl1l™.

Es decir 21 'de los 32 iones ensayados.

2.~ Presentan interferencia moderada 1los iones: TI1(IID),

Zr(Iv, Cr(VD) y F-.

3.- Causa una gran interferencia la presencia de los iones:

Be(ID), Cu(1D, Fe(IID), A1(IID), Ind(IID), V(V) y AEDT.

4~ Los cationes con caracter paramégnetico interfieren

negativamente, exceptuando el caso del Fe(IID.

5.~ Todos los aniones que interfieren lo hacen negativamente.
Destacan F~ y AEDT que lo hacen en gran extensién debido a

su accién complejante frente al Ga(III).
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Determinacién de la Estequiometria.-

Al realizar el estudio de la influencia de la concentracién
de S5-BrSOAF sobre la intensidad de fluorescencia del sistema en
estudio ya se insinud, en base a los datos obtenidos, la posibilidad
de existencia de complejos de distinta estequiometria.

Al objeto de corrobarar esta hipétesis y conocer la
estequiometria de los posibles quelatos fluorescentes se disefiaron
experiencias encaminadas a tal fin.

Los métodos elegidos para el calculo de las estequiometrias
de dichos complejos fueron el de Yoe y Jonmes (84) y el de Bent y
French (85),

Método de Yoe y Jones.-
Las experiencias realizadas han sido las siguilentes:
l.- A concentracién de Ga(III) constante.

Se preparé una serie de matraces aforados de 50 mlL
canteniendo volumenes crecientes de disolucién etanélica de
9-BrSOAF 10~ M, 1 mL de disolucién de Ga(III> 10> X, 5 mL

de disolucién reguladora NaAc/HAc 05 M de pH 4.00 y

cantidades apropiadas de etanol del 99.5 % y agua bidestilada

para que al enrasar el porcentaje etanélico en todas las

muestras fuera del 60 % (v/v).

Se utilizaron como blancos disoluciones preparadas en

idénticas condiciones que las muestras pero en ausencia de

catién metalico.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: hexc = 425 nm, lewm = 520 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.5 y temperatura 20 °C .

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.16 y se

ban representado graficamente en la Figura n® 4.15.
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Tabla 4.16

Vol. 5-BrSOAF IFR (%) [5-BrSOAF] /[ Ga(IID)]
(mL)

e e o e e e e e ot S e o = S = o - 7 ot ol il s e e S e e s P
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Figura n? 4.15. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(III).
Xétodo de Yoe y Jones a [Ga(IID] constante.
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2.~ A concentracién de 5-BrSOAF constante.

Se preparé otra serie de matraces aforados de S0 mL gue

contenian 2 mlL de disolucién etandlica de 5-BrSOAF 10—= M,

cantidades crecientes de disolucién de Ga<(IID) 10-= M, 5 nL

’de disolucién reguladora NaAc/HAc 05 M de pH 4.00 y

cantidades apropiadas de etanol de 99.5 % y agua bidestilada

para que dl enrasar el porcentaje etanélico de todas las

muestras fuese del 60 % (v/v).

Las medidas de la intensidad de fluorescencia se realizaron
en las mismas condiciones operatorias que la experiencia anterior
salvo que el factor de sensibilidad en este caso fue 0.4.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 4.17 y se

encuentran representados graficamente en la Figura n® 4.16.
Tabla 4.17

Vol. Ga(IlD) - IFR(H) [Ga(III)]1/[5~BrSOAF]
(ml)

T T T it et e . e 4 o e e e o e S e et o e . . . = 8 e e S S = e o T Bt e o
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Ga(lij]/ [5- BrSOAF]

Figura n2 4.16. 5-Bromosaliciliden-o-aminofénol-Ga(III).
Nétodo de Yoe y Jones a [5-BrSOAF] constante.

De la observaciéon de las anteriores Figuras n2 4.15 y 4.16 se
deduce que por el método de Yoe y Jones se pone de manifiesto la
existencla de dos complejos ‘fluorescentes de estequiometrias 2:1 y
1:1 (5-BrSOAF : Ga(IID)).



Nétodo de Bent y French.-

Se prepararon 2 series de matraces, manteniendose constante
en la priméra la concentracién de reactivo (5-BrSOAF) y 1la
concentracién de Ga(IIl) en la segunda.

En los matraces aforados de 50 .mL de la primera serie se

introdujeron 2mlL de disolucién etanélica de 5-BrSQOAF

10=® M, cantidades crecientes de disolucién de Ga(IID) 10-=

M, 5 nL de disolucién reguladara NaAc/HAc 0.5 M de pH 4.00 y

cantidades de etanol del 99.5 % y agua bidestilada adecuadas

para que al enrasar el procentaje etanélico en todas las

nuestras fuera del 60 % (v/v).

En la segunda serie, los matraces aforados de 50 =mL

contenian cantidades crecientes de disolucién etandlica de

5-BrSOAF 10-= M, 05 nL de disolucién de Ga(IID) 10-= M, 5

nl de disoluciéen -reguladora NaAc/HAc 05 M de pH 4.00 y

cantidades de etanol del 99.5 % y agua bidestilada adecuadas

para que al enrasar el porcentaje etanélico en todas las

nuestras fuera del 60 % (v/v).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: hasxe = 425 nm, law = 520 nm, rendija de
excitaciéon de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.5 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 4.18 (A) y (B) se resumen los datos obtenidos
para la primera y segunda serie, respectivamente, que han sido

representados graficamente en la Figura n? 4.17
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Tabla 4.18
(A)
Vol. Ga(IID -loglGa(IID)] IFR(D log (IFR)

(mL)
0.2 5.40 22.9 1.36
0.8 5.22 29.5 1.47
0.4 5.10 36.3 1.56
0.6 4.92 45.7 1.66
0.8 4.80 55.0 1.74
1.0 4.70 58.9 1.77
1.2 4,62 61.7 1.79
1.4 4.55 66.1 1.82
1.6 4.49 69.2 1.84

(B)

Vol. S5-BrSOAF  -log(5-BrSOAF] IFR(%) log (IFR?

(mL)>
0.7 4.85 26.3 1.42
1.0 4.70 32.4 1.51
1.3 4.59 38.0 1.58
1.6 4.49 43.6 1.64
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Figura n° 4.17. 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(III).
¥étodo de Bent y French.
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Como se puede observar en la Figura n® 4.17 1la
representacién del logaritmo de la intensidad de fluorescencia
frente al cologaritmo de la concentracién de Ga(IID) (primera
serie) presenta dos tramos rectos. El primero, ajustado por minimos
cuadrados (r#* = 0.999), tiene una pendiente de 0.632; el segundao,
ajustado por minimos cuadrados (r? = 0.993), tiene una pendiente de
0.320.

Igualmente, en la misma Figura n? 4.17, se puede apreciar que
la representacién del logaritmo de la intensidad de fluorescencia
frente al cologaritmo de la concentracién de 5-BrSOAF (segunda
serie) es una linea recta, que ajustada por minimos cuadrados (r= =
0,999), tiene una pendiente de 0.624.

Estos valores obtenidos para las pendientes, nos ponen de
manifiesto la existencia de dos complejos fluorescentes de-

estequiometrias 2:1 y 1:1 (5-BrSOAF : Ga(III)).






CAPITULO V

ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTEMA
5-CLOROSALICILIDEN-0-AMINOFENOL-In(III)
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ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTEMA
5-CLOROSALICILIDEN-0-AMINOFENOL-In(III).

INTRODUCCION.

En el estudic de la reacionabilidad cualitativa fluorescente
del 5-Clorosaliciliden-o-aminofenocl realizado y cuyos datos se
resumen en la Tabla n? 3.3, se observa que en medio débilmente
4cido reacciona con Ga(III) e In(IID), presentando los productos de
reaccién fluorescencia amarillo-anaranjada y amarillo-verdosa,
respectivamente. La elevada sensibilidad de esta Gltima reaccién

(pD = 7.0) nos ha inducido a realizar su estudio mas detallado.
EXPERIMENTAL.
Disoluciones empleadas.-

~ Disolucién de In(III) 10-% M, preparada por pesada directa
de la cantidad necesaria de InCls MERCK, reactivo para
analisis. Esta disolucién fue contrastada complexo-
metricamente (f = 1.002). Todas las demads disocluciones de
In(I1I) fueron preparadas a partir de ésta por dilucién

~ Disclucién de 5-C1SOAF 10-* M en etanol del 99.5 %.

~ Disoluciones reguladoras HCOOH/HCOONa 0.1 M de diferentes

valores de pH.
Aparatos utlilizados.—

~ Los mismos que se relacionan en la pagina 243, en el

estudic del sistema S5-Bromosaliciliden—o~aminofenol-Ga(III).
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Espectros de Excitacién y Emisién.—

Se han registrado los espectros de excitacién y emisién del
sistema 5-C1SOAF-In(III) en relacién molar 1:1 y en concentracién
2x10™® M, en disolucién hidroalcohéslica al 50 % <(v/v) a pH* 4.60,
una vez comprobado que a este valor de pH* el sistema es
fluorescente.

Para ello, en un matraz aforadc de 50 mL se introdujeron 1

nl de disolucién etandlica de S5-CISOAF 10-= M, 1 mlL de

disolucién de In(III) 10-= M. Se afladieron las cantidades de
etanol del 995 % y agua bidestilada necesarias para que al

enrasar el porcentaje etandlico fuese del 50 % (v/v). A

continuacién se llevé la disolucién a pH* débilmente 4cido

(pH* 4.60) mediante la adicién de HC1l diluido.

Para seleccionar las longitudes de onda de los mnéximos de
excitacién y emisién se ha seguido el mismo método operatoric
indicado en la pagina 244. Es decir, -realizando en primer lugar un
"pre-scan" secuencial de excitacién y emisién, lo que nos permite
conacer en una primera aproximacién las longitudes de onda de los
méximos de excitacién y emisién. A continuacién, se realizan “pre-
scan" de excitacién y emisién alternativos hasta conseguir una
pareja de valores que se repitan un nimero de veces representativo.

Una vez realizada esta operacién se registraron los
correspondientes espectros de fluorescencia del sistema en estudio.
Para la obtencién del espectro de excitacién se utilizé una raw =
519 nm y para el espectro de emisién una huxc = 420 nm.

En ambos casos se usaron rendijas de excitacién y emisién de
5 nm y un factor de sensibilidad de 1.6.

La Figura n2? 5.1 muestra los espectros obtenidos, asi como
los espectros del reactivo en idénticas condicicnes experimentales.

El espectro de excitacién presenta un méximo a una longitud
de onda de 420 ‘nm, mientras que el espectro de emisién tiene un
maximo a una longitud de onda de 519 nm, lo que representa un

desplazamiento de Stokes de 4541.70 cm~'.
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Figura n? 5.1. 5-Clorosaliciliden—-o-aminofenol-In(III).
Espectros de excitacién y emisisn.



Influencia del pH.—

Se ha abordado el estudio de la influencia de la acidez del
medio sobre la intensidad de fluorescencia del sistema 5-C1SOAF-
In(IID) siguiendo dos métodos operatorios diferentes:

1.~ Fijando la acidez del medio sin empleo de disolucién
reguladora.

Para ello, se preparé una serie de matraces aforados de 50
mL que contenian 1 mL de disolucién etanélica de 5-C1SOAF 10-= M,
1 mlL de disolucién de In(III) 10-2 M. Se afladieron las cantidades
de etanol del 995 % y agua bidestilada necesarias para conseguir
un volumen final de unos 49 mnlL. A continuacién se llevée la
disolucién al pH* deseado por adicién de HCl o NaOH diluidos y
finalmente se enrasé con mezcla etanol-agua de tal forma que
siempre la relacién final quedase asegurada en el 50 % (v/v).

Una vez finalizada la preparacién de las disoluciones se
comprobé nuevamente el pH* por medida potenciométrica.

Los espectros de excitacién y emisién se registraron a una
temperatura de 20 °C, usando una hawm = 519 nm y una laxc = 420 nm,
respectivamente, una vez comprobado que el valor de éstas es
independiente del pH. Por otra parte, la rendijas empleadas fueron
de 5 nm en todos los casos y el factor de sensibilidad 1.

En la Tabla 5.1 se recogen los datos obtenidos que han sido

representados en la Figura n2 5.2.

Tabla 5.1
pH* IFR(%) pH* IFR(%)
3.80 45.5 4.60 55.1
4.05 55. 4 4.70 51.0
4.25 58.3 4.85 44.8

At e e e o L G . . e > s e e ek e A} o = o " " — A e —
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Figura n2 5.2. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In (111}
Influencia de la acidez del medio.

En la anterior Figura n2 5.2, donde se muestra la influencia
que la acidez del medic ejerce sobre la intensidad de fluorescencia
del sistema en estudio, puede observarse que en el intervalo de pH*
comprendido entre 4.25 y 4.50 la intensidad de fluorescencia
muestra su valor méximo, disminuyendo para pH* inferiores o

superiores.
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2.~ Fijando 1la acidez del medio mediante la adicién de
disolucién reguladora.

Ante la necesidad de tamponar el medio, puesta de manifiesto
en la experiencia anterior, se realizaron una serie de experiencias
orientadoras donde se ensayaron diversas disoluciones reguladoras
(AcH/AcNa, ClAcH/ClAcNa, ClszAcH/ClsAcNa y HCOOH/HCOONa). Como
resultado de 1la ‘misma se seleccioné la disolucién reguladora
HCOOH/HCOONa por ser la mas idénea para el sistema en estudio.

A continuacién, se estudié cémo influye la acidez del medio,v
fijada con el empleo de este tampon, sobre la intensidad de
fluorescencia del sistema. Para ello, se preparé una serie de
matraces aforados de 50 mlL que contenian 1 mL de disolucién
etanélica de 5-ClSOAF 10~= M, 1 nL de disolucién de In(III> 10—= M,
2 nlL de disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M de distintos pH y
las cantidades de etanol del 995 % y agua bidestilada adecuadas
para que en todos los casos el porcentaje etandlico del medio fuera
del 50 % (v/v).

Los espectros de excltaciéon y emision se registraran a una
temperatura de 20 °C, usando una e = 519 nm y una hawc = 420 nm,
respectivaﬁente, una vez comprobado que el valor de éstas es
independiente del pH. Por otra parte, la rendijas empleadas fueron
de 5 nm en todos los casos y el factor de sensibilidad 1.

En la Tabla 5.2 se recogen los datos obtenidos que han sido

representados en la Figura n2 5.3.

Tabla 5.2
pH* IFR(%) pH* IFR (%
4.10 24.1 4.85 71.1
4,30 34.2 4.90 57.6
4.50 55.0 5.00 43.2
4.60 68.1 5.15 30.1



-307-

IFR(%)

80
60}

40

T

20|

Figura n? $.3. S-Clorosaliciliden—-o-aminofenol-In (II1)
Influencia del pH (disolucién reguladora HCOOH/HCOONa).

En la anterior Figura n2? 5.3 se puede observar la existencia
de un estrecho intervalo de pH* (4.60-4.85) donde la intensidad de
fluorescencia del sistema es méxima, manteniendose independiente de
éste y decreciendo para valores inferiores o superiores.

Por otra parte, hemos de indicar que el empleo de la
disolucién reguladora HCOOH/HCOONa provoca un estrechamiento en el
intervalo de pH* éptimo asi como un ligero desplazamiento de su
valor hacia pH*'superiores.

Ante la conveniencia de tamponar el sistema se fijé en 4.70
el pH aparente (pH*) de trabajo. Obteniendose éste mediante la
adicién de 2 mL de disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 ¥ en
medio hidroalcohélico del 50 % (v/v) y de pH* 4.70.
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Establlidad del sistema 5-BrSOAF-In(IID) .-

Con objeto de establecer la influencia que el tiempo ejerce
sobre la intensidad de fluorescencia del sistema en estudio se
preparé una serie de 4 matraces aforados de 50 mL que contenian
todos ellos 1 mlL de disolucién de In(III) 10~ M, cantidades
crecientes (3-6 mlL) de disolucién de 5-CLSOAF 10~ M, 2 nlL de
disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M en etanol al 50 % (v/v) de
pPH* 4.70 y las cantidades necesarias de etanol del 99.5 % y agua
bidestilada para que al enrasar el porcentaje etanélico en todos
los casos fuera del 50 % (v/v).

Se realizaron las medidas de la intensidad de fluorescencia a
una Xew = 519 nm, excitando a una Xexe = 420 nm. Las rendijas de
excitacién y emisiéon fueron de 5 nm y el factor de sensibilidad
0.3.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.3 y

Figura n2 5.4.

" Tabla 5.3
IFR(%)
[ 5-C1S0AF)
Tiempo (min) 6x10~5 M  8x10-= M 10~ M 1.2x10+ X

63.0 76.5 82.0 84.0

62.0 75. 0 80.0 80.0
10 63.0 73.0 79.0 78,0
15 66.0 72.0 77.0 78.0
20 67.0 71.0 78.0 76.0
25 67,0 71.0 78.0 76. 0
30 68.0 71.2 78.3 76.1
45 68.1 71.1 78.2 76.0
60 68,0 71,0 78.0 76.2
120 67.8 71.4 78.3 76. 1

T e o o e e o e e T e e T i - e e e . A e e i e T v . " . o T~ = o V" S — i
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Figura n? 5.4. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III)
Influencia del tiempo sobre la intensidad de fluorescencia.

De la observacién de la anterior Figura n® 5.4, donde se
muestra la influencia que el tiempo ejerce sobre la intensidad de
fluorescencia del sistema, puede deducirse:

1- Para 1la relacién molar 3:1 (reactivo:catisén), la

intensidad de fluorescencia aumenta ligeramente con el

transcurso del tiempo. mientras que para relaciones molares
superiores decrece, tambien ligeramente.

2- En todos los casos, el sistema se estabiliza

transcurridos 20 minutos desde su preparacién, permaneciendo

la medida de fluorescencia constante al menos durante 2

horas.

Es pues, conveniente esperar un tiempo, que hemos fijado en

20 minutos, antes de realizar la medida de fluorescencia.
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Influencia del Orden de adicién de los reactivos.-

Con objeto de conocer el orden de adicién de los reactivos
éptimo para conseguir que la intensidad de fluorescencia del
sistema 5-C1SOAF-In(III) fuese maxima se realizé la sigulente
experiencia.

En una serie de 6 matraces aforados de 50 mL, se

Antrodujeron 5 mL de disolucién etanélica de 5-C1SOAF 10-=

¥, 1 nL de disolucién de In(III) 10~ M, 2 nL de disolucién

reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M en etancl al 50 % (v/v) de pH*

4.70 y cantidades de etanol del 99.5 % y agua bidestilada

adecuadas al objeto de que el porcentaje etanélico en todas

las muestras fuese de 50 % (v/v), cambiando en cada uno de
los matraces el orden de adicién de los reactivos de la

forma que se especifica en la Tabla 5.4.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: Xawec = 420 nm, daw = 519 nm, rendija de
excitacién 5 nm. rendija de emisién 5 nm, factor de sensibilidad

0.3 y temperatura 20 °C.

Tabla 5.4

Muestra Orden de adicién IFR (%)
1 5-C1S0AF + In(III) + Tampén 78.3
2 5-C1SOAF + Tampém + In(IID) 78.1
3 In(III) + 5-C1SOAF + Tampén 77.9
4 In(III> + Tampén + 5-CLlSOAF 78.6
5 Tampén + 5-C1SOAF + In(IID) 77.8
6 Tampén + In(III) + 5-ClSOAF 78.0

o e e e S s e T G i A T o i, 2 o 7 T T 04 o = T S s o

Como se puede observar en la Tabla 5.4, en este caso, el
orden de adicién de los reactivos no influye sobre la intensidad de

fluorescencia del sistena.
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Inflvencia de la Temperatura.-

Al objeto de conocer la influencia de la temperatura sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema en estudio, se realizé una
experiencia en la que se midié la intensidad de fluarescencia a una
disolucién 2x107% M en In(IIDD y 10-+ M en 5-C1SOAF, a pi* 4.70 ¥
al 50 % (v/v) de etanol, a diversas temperaturas, utilizando un
termostato.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: lasc = 420 nm, Xaw = 519 nm, rendija de
excitacién de 5 nm, rendija de emisién de 5 nm y  factor de
sensibilidad 0.3.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5.5 y han

- sldo representados graficamente en la Figura n? 5.5

Tabla 5.5

Temperatura (°C) IFR (%
10 78.5
15 79.0
20 78.1
25 78.4
30 75.2
35 67.1
40 57.5
45 48.2
50 41.3
55 36.7

e e e e et e e e e . e e o . . i T o e o e o = e A
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Figura n® 5.5. $5-Clorosaliciliden—o-aminofenol-In (III).
Influencia de la Temperatura.
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La Figura n2? 5.5 nos muestra que para valores de temperatura
inferiores a los 25 °C, ésta no influye de manera apreciable sobre
la intensidad de fluorescencia. Pero, sin embargo, a partir de los
30 °C se produce una notable disminucién de la fluorescencia al
aumentar la temperatura.

Este comportamiento, similar al que presenta el sistema
5-BrSOAF-Ga(III), anteriormente estudiado, puede ser explicado
considerando que para temperaturas inferiores a los 25 °‘C el
principal proceso de desactivacién no radiativa sea el cruce entre
sistemas (51 WM T,), proceso que es esencialmente independiente de
la temperatura, para pasar posteriormente al estado fundamental por
desactivacién colisional.

En el caso de temperaturas supericres a los 30 °C, donde la
intensidad de fluorescencia se ve afectada notablemente por la
temperatura, podemos pensar que sea la conversién interna el
proceso que predomina en la desactivacién no radiativa de 1las
moléculas excitadas del sistema, por ser este proceso marcadamente
dependiente de la temperatura (80).

A partir de los datos obtenidos se ha optado por tefmostatar
las cubetas de medida a 20 * 05 °C en posteriores experiencias,
dado que esta temperatura es facil de controlar por ser del orden
de la ambiental y, porque pequefias oscilaciones de la misma no
afectan de manera apreciable al valor de la intensidad de

fluorescencia.
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Influencia de la relacién Etanol/Agua del medio.—

Al objeto de determinar el porcentaje etanélico optimo de las
disoluciones del complejo en estudio, se realizé una experiencia en
la que se midié la intensidad de fluorescencia de disoluciones
2x10™% M en In(IID) y 10-¢ M en 5-C1SOAF, manteniendose en todos
los casos el valor de pH* en 4.70 mediante la adicién de 1las
cantidades necesarias de disoluciones diluidas (0.1 M) de HCOOH y
NaOH y variando las proporciones relativas de agua y etanol.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: laxe = 420 nm, Xew = 519 nm, rendija de
excitaciéon de 5 nm, rendija de emisién de 5 nm, factor de
sensibilidad 0.3 y temperatura 20 °C.

Los resultados de esta experiencia se muestran en la Tabla

5.6 y se encuentran representados en la Figura n2 5.6.

Tabla 5.6

% Etanol IER (%)
20 45.2
30 60.1
40 72.0
50 78.5
60 79.1
70 80.4
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Figura n? 5.6. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III).
Influencia del porcentaje etandlico del medio.
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En la Figura n? 5.6 se puede observar que existe una marcada
dependencia de la intensidad de fluorescencia con el porcentaje
etandlico del medio, pudiendose destacar los siguientes hechos:

1.~ Al ir aumentando la cantidad de etanol en el medio tiene

lugar un aumento progresivo de la intensidad de fluorescencia

hasta llegar a un porcentaje del 50 % (v/v)

2.~ Para porcentajes de etanol superiores al 50 % (v/v) no se

observa una variacién apreciable de la intensidad de

fluorescencia.

Este comportamiento nos pone de manifiesto la necesidad de
controlar el porcentaje etanélico del medio. Para las siguientes
experiencia se ha continuado manteniendo éste en el 50 % (v/v).

Como consecuencia de no existir desplazamientos
significativos en 1la posicién de los méximos de excitacién y
emisién al variar la constante dieléctrica del medio, podemos
pensar que no tlenen lugar cambios sustanciales en la polaridad de
las moléculas del sistema con la excitacién (78) y que la energia
de solvatacién de dichas moléculas no varia apreciablemente al

variar el porcentaje etandlico del medio (79).
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Influencia de la concentracién de 5-Clorosaliciliden—o-aminofenol.-

Para su establecimiento se prepararon cuatro series de 6
matraces, conteniendo cada una de ellas la misma cantidad de
5-C1SOAF 10-= M (7, 8, 9 y 10 mL, respectivamente) y cantidades
crecientes de disoluciéon de In(III) de 1250 ppb (0.5 - 3.0 mL), 2
mlL de disolucién ‘reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M de pH* 4.70 en
etanol del 50 % (v/v) y cantidades de etanol del 995 % y agua
bidestilada necesarias para que al enrasar a un volumen final de 50
nl el parcentaje etanélico del medio fuese del 50 % (v/v)

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: laxe = 420 nm, lem = 519 nm, rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, factor de sensibilidad 3 y
temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.7 y se

han representado graficamente en la Figura n? 5.7

Tabla 5.7

[5-C1S0AF] = 1.4x10~+ X

ppb In(IID) 12.5 25.0 37.5 50.0 62.5 75.0
IFR (%) 38.5 45.2 53.0 61.1 69.0 77.0
IFR = 0.63 [In(III)] + 29.9 r< = 0,999

[5~-C1S0AF] = 1.6x10™= M

T S T e e et ey et e e > T = . . s . o e e e - . e i o S e Al S e A o o o S . P P S S o . et

IFR = 0.65 [In(IID)] + 31.5 rz = 0,999
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{5-C1S0AF) = 1.8x10™° M

ppb In(IID) 12.5 25.0 37.5 50.0 62.5 75.0
IFR (%) 44.7 51.0 60.5 68.0 75.0 83.3
IFR = 0.62 [ In(III)] + 36.1 r< = 0.998

[5-C1S0AF] = 2x1072 M

Tt st e e = S ot = T o e o P A ot ke o A o — T — . — — 4t o = i o o

ppb In(IID) 12.5 25.0 37.5 50.0 62.5 75.0
IFR (%) 45.2 52.6 62.0 72.0 78.9 87.0
IFR = 0.68 {In(III)] + 36.5 r< = (.997
IFR (%
(%) 10mL.
Sor 9mL.
8mL.
7 mL.
70 -
50 F
30F
10F
0 1 1 ]
0 25 50 75 ppb. In(Il)

Figura n2 5.7. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III)

Influencia de la concentracién del reactivo.
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La observacién de la anterior Figura n? 5.7 nos demuestra
que hay una relacién lineal entre la intensidad de fluorescencia y
la concentracién de In(III) para las cuatro concentraciones de
5-C1lSOAF ensayadas.

Las pendientes son del mismo orden, alcanzandose un valor
méximo de 0.68 cuando se emplea una concentracién de 5-C1SOAF de
2x10~2 M.
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Rectas de Calibrado.-

Tenlendo en cuenta 1los resultados obtenidos en las
experiencias previas de optimizacién se ha establecido la recta de
calibrado en el rango de concentraciones de In(III) comprendido
entre 125 y 75.0 ppb (ug/L), para el cual la intensidad de
fluorescencia del sistema en estudio es una funcién lineal de la
concentracién del catién metélico.

Con tal fin se preparé una serie de 6 matraces de 50 mL en

los que se introdujeron 10 mL de disolucién etandlica de

5-C1SOAF 10~= M, de 0.5 a 3.0 mL de disolucién de In(ID de

1250 ppb, 2mL de disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M en

etanol al 50 % <(v/v) de pH* 4.70, de 95 a 7 mL de agua

bidestilada y etanol al 50 % (v/v) hasta enrase.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fuerom: hawc = 420 nB, lawm = 519 nm, rendija de
exéitacién de 5 nm, rendija de emisién de 5 nm, factor de
sensibilidad 3 y temperatura 20 °C. ‘

La experiencia se repitié siete veces al objeto de obtener
las correspondientes rectas de calibrado, que nos aportasen los
datos suficientes para poder determinar con posterioridad el limite
de deteccién, reproducibilidad y sensibilidad del método.

Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8

Recta n2 1

s s " A . s o e T T i T T e o P . e ot T ekt e o . S At Yk o k. v . S e o e . e B i S S o e o i e
> e e skt et o S iy T e . . T e e o o i " . T = 4 et . . o S i S S o o S o o T o .

e i > e e P e B e A A e A e e e o . A e i T " ke o T e’ " o s o o o T S T o o o i

IFR = 0.57 {In(IIDD] + 35.1 rz = 0.999
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Recta n2 2

ppb In(IID) 12.5 25.0 37.5 50.0 62.5 75.0
maw w2 7 e st 1ie 1o
- tmat v ser  eeoee

Recta n2 3
b nain s  mo sre  sno se oo
maw wo w21 se  seo 108 s
C m-omimaiirse  eeve

Recta n° 4

ppb In(IID) 12.5 25.0 37.5 50.0 62.5 75.0
Cwma wo w2 w5 .0 125 08
o tmamr s e e eomm

Recta n2 5
e main 125 o sre o e e
maw 169 o s ssa 15 wms

IFR = 0.56 (InCIII>] + 40.0 r< = 0.999
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Recta n2 6
b mamn 125 mo s 0.0 25 75.0
e .4 o 603 oo 15 23
 meomtmani s eeowe

Recta n2 7

e e e o e e e i S e s . e . . ke o = e e . e T o o o . . e o e . v A S o . TS S S et S T e o o i o

I[FR = 0.61 {In<IID)] + 37.9 r< = 0.999
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En la Figura n2 5.8 se han representado 1los datos

correspondientes a la recta de calibrado n? 1.

IFR(%)

100 |-
80
60

L0

0 1 1 ] 1 1 |

0 25 50 75
ppb In (11I)

Figura p? 5.8. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III).
Recta de calibrado.
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Determinaciéon de In(IID .-

La optimizacién de las variables que influyen sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema 5-C1SOAF-In(III), realizada
anteriormente, nos ha permitido proponer el siguiente procedimiento

operatorio para la determinacién de este catién:
Procedimiento operatorio.-

Recta de calibrado.- La recta de calibrado se obtiene preparando 6
disoluciones con una concentracién en In(IIDD de 12.5; 25.0; 37.5;
50.0; 62.5; y 75.0 ppb (ug/L), para lo cual en matraces aforados de
50 mL se pipetean 10 ml de disolucién etanélica de 5-CLSDAF
10-® M, se afladen 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 25 y 3.0 mL de disolucién de
In(III) de 1250 ppdb, 2 mL de disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1
¥ en etanal al 50 % (v/v) de pH* 470, de 95 a 7 mlL de agua
bidestilada y etanol al 50 % (v/v) hasta enrase. Transcurridos 20
minutos se mide la intensidad de fluorescencia a una lam = 519 nm,

siendo la lawc = 420 nm.

Disolucién  problema.- La  disolucién problema se prepara
introduciendo en un matraz aforado de 50 mL 10 mL de disolucién
etanélica de 5-CLSOAF 10-2 M, el volumen de disolucién problema
original como para que 1la concentracién final de In(III) esté
comprendida entre 125 y 75.0 ppb (ug/L), 2 mlL de disolucién
reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 X en etanol al 50 % (v/v) de pH* 4.70
Yy las cantidades de etanol del 99.5 % y agua bidestilada adecuadas
para que al enrasar el porcentaje etanélico de la disolucién sea del
50 % (v/v),

Se dejan tramscurrir 20 minutos y se mide la intensidad de
fluorescencia en las mismas condiciones operatorias empleadas en la

recta de calibrado.
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Keproducibilidad del método.-

A partir de los datos obtenidos en el establecimiento de las
rectas de calibrado, estudic anteriormente realizado, hemos
seleccionado los correspondientes a un contenido en In(III) de 12.5:
375 y 62.5 ppb (ug/L).

Los resultados correspondientes a cada una de las tres

series se encuentran recogidos en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9

IFR (%) IFR (%) IFR (%)
(125 ppb) (375 ppb)  (62.5 ppb)

42.3 56.1 70.6
43.2 57.6 71.8
44.8 58.6 73.8
449 58.5 72.3
46.9 60.3 75.3
48.4 63.2 77.5
45.9 60.1 76.5

El célcule estadistico efectuado con 1la primera serie,
correspondiente a un contenido en In(III) de 12.5 ppb, nos da un
valor para on-—1 = 2.1,

Este valor para on-1 indica, con una probabilidad del 68 %,
que una medida aislada de intensidad de fluorescencia se encuentra
comprendida en el intervalo IFR % on-: (45 & 2), es decir, entre 47
y 43.

Por consiguiente el error relativo sobre el valor medio sera:

Er = (0n-1 / IFR) x 100 = 4.65 %
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Si el analisis es efectuado sobre un namero "n“ de muestras

el Er correspondiente decrece en V n.

En la Tabla 5.10 se resumen los resultados obtenidos en el

célculo estadistico realizado sobre las tres series.

Tabla 5.10
ppb In(IID IFR (%) O Er (%)
puestas.
12.5 45.2 2.1 4.65
375 59.2 2.3 3.89
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Sensibilidad del método.-

La sensibilidad del método se ha establecido de acuerdo con
la definicién de la sensibilidad de un procedimiento analiticb,
expuesto en anteriores apartados de la presente Memoria.

Utilizando los datos suministrados por la anterior
experiencia, encaminada a establecer la relacién entre la intensidad
de fluorescencia del complejo en estudio y la concentracién de
In(III) (rectas de calibrado), hemos realizado el cbdlculo de 1la
sensibilidad del nuevo método propuesto para la determinacién de
In(IID.

Las condiciones operatorias son las descritas en el apartado
correspondiente al establecimiento de las rectas de calibrado.

Los resultados obtenidos, asi como el cédlculo estadistico

efectuado, se recogen en la Tabla 5.11.
Tabla 5.11

R. calibrado s

El valor de ow-1 nos indica, con una certeza del 68 %, que
una determinacién aislada de 1a sensibilidad se encuentra

comprendida en el intervalo © + ¢n-1, s decir entre 0.60 y 0.56
unidades relativas de intensidad de fluorescencia por ppb de
In(IID.

Por consiguiente el error relativo sobre el valor medio sera:

Er = (0n-1 /7 3 x 100 = 3.45 %.
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Limite de deteccién.—

En el sistema en estudio, hemos comprobade que el valor de
la intensidad de fluorescencia de la disolucién de referencia
(blanco) es ligeramente mayor, en todos los casos, que los de las
intensidades de fluorescencia correspondientes a las ordenadas en
el origen de las rectas de calibrado obtenidas anteriormente.

Por tanto, el chlculo estadistico se realizé con las medidas
de la intensidad de fluorescencia de 10 muestras de referencia,
preparadas en idénticas condiciones que las muestras utilizadas en
el establecimiento de las rectas de calibrado, pero en ausencia de
catién metélico.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron las mismas que las utilizadas en el
apartado de las rectas de calibrado.

Los datos obtenldos, asi como el calculo estadistico

realizado, se recogen en la Tabla 5.12.

Tabla 5.12

Muestra (IFR) &

O @ 3 O O & W N =
K-
—

N © © © & o W N T =

10 42.

(TFR)s = 42.0

N

Un—] = 0-3
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A partir de 1los datos obtenidos en el apartado
correspondiente a las rectas de calibrado, hemos establecida una

recta de calibrado “media®, que responde a la ecuacién:

IFR = s (In(IID1 + 0.0 {In(IID] expresada en ppb.
donde ‘s =058y O.t) = 38.0, por lo que

IFR = 0.58 [In(II]) + 38.0

S1 asignamos a IFR el valor de (IFR)s + K 01, donde K = 3
tendremos que IFR = 42.0 + (3x%0.3) = 42.9

Sustituyendo, quedaria:
429 = 0.58 (In(IID] + 38.0

de donde [In(IID} = 8.5 ppb
valor que tomamos como limite de deteccién del nuevo - método
propuesto.

Luego, si la intensidad de fluorescencia de una disolucién
problema es IFR > 42.0 + (3x0.3) = 42.9, podemos afirmar con una
certeza del 99.68 % que el In(III) esta presente en la disolucién.
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Interferencias.-

Se ha estudiado la influencia que la presencia de iones
extraﬁos ejerce en la determinacién de In(III) por el procedimiento
operatorio propuesto.

Para ello, se preparé una serie de matraces para cada ién
extrafio ensayado, que contenia siempre 50 ppb de In(IID vy
concentraciones crecientes de aquel. Estas disoluciones fueron
tratadas de la misma forma operatoria que se indica en el
procedimiento propuesto, pagina 324.

De la medida de la intensidad de fluorescencia de cada
disolucién y con la ayuda de la recta de calibrado se determiné en
cada caso el error relativo de aquella.

Hemos aceptado como limite de tolerancia para el ié6n extrafio,
la concentracién de éste que origina un error relativo del 5 %. No
interfiriendo por tanto aquellas concentracianes de ién extrafio que
producian un error relativo igual o inferior a ese valor.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.13 y
Figuras n? 5.9-5.12.

Tabla 5.13

Ién C (ppb) Crmcrzzo (ppb) 108‘ (C/Crvnczrry) Er(%

Be(ID 2.9 50 - 1.3 + 1.0
5 50 -1 + 2.1

50 50 0 + 9.0

500 50 1 + 34.0

MgID 500 50 1 + 0.3
5000 © 50 + 2.9

T e itk e i e o s e e A e o Y . e . e i i i i o e S ke . . St S e o o . S o o 7 Ak ke o R i e . i e o



ion C (ppb Cimczzzs (ppb) log (C/Crmcrrzs) Er (%)

Ca(lD) 5000 50 2 - 0.1
50000 50 - 1.1

Sr(I1D) 500 50 1 + 1.9
5000 50 2 + 3.5

50000 50 3 + 5.9

Ba(I1I) 5000 50 2 +0.2
50000 50 3 + 1.7

Zn(II) 50 50 0 + 0.8
500 50 1 + 3.2

5000 50 2 + 12.2

Co(1D) 5 50 -1 + 3.0
50 50 0 +8.5

500 50 1 + 31.2

Ni(ID) 5000 50 2 - 0.9
50000 50 3 - 3.7

Cu(ID) 500 50 1 - 0.6
5000 50 2 - 11.1

50000 50 3 - 47.1

Cd(II) 5000 50 2 + 0.9
50000 50 3 + 7.8

Pb(II) 5 50 -1 + 0.1
50 50 0 + 2.7
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Ién C (ppb) Cincrrzy (ppb) log (C/Cinczrzs) Er (%

Mn(II) 5000 50 2 +1.2
50000 50 3 + 2.3
Fe(IID) 5 50 -1 - 0.2
50 50 0 - 3.1
500 - 50 1 - 9.3
5000 50 2 - 52.0
Cr(iil) 5000 50 2 - 0.5
50000 50 3 - 3.8
ALCIID) 0.75 50 - 1.8 + 1.2
1.25 50 - 1. + 4.9
2.5 50 - 1. +12.0
5 50 -1 + 55,2
La¢III) 500 50 1 + 0.6
5000 50 2 + 4.3
50000 50 ' 3 +12.6
YAIID 50 50 0 + 1.4
500 50 1 +11.1
5000 50 2 + 61.0

TI(IID 1.25 50 - 1.6 + 0

2.5 50 -1 + 2

5 50 -1 +8

Ga(III) 1.25 50 -1 +
2.% 50 -1 +

[&)]
an
o
I
-
-+
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l16n C (ppb) Civicrzao (ppb) log (C/Cinecrrzs) Er (%)

Sb(IID 50 50 0 - 0.5
500 50 1 - 3.5
5000 50 2 - 12.0
50000 50 3 - 33.3
Bi(III) 5 50 -1 - 0.6
50 50 0 - 3.5
500 50 1 - 15.8
Zr(Iwm 1.25 50 - 1.6 + 0.6
5 50 - 1. + 2.3
5 50 -1 + 6.1
Ce (I 5 50 -1 - 1.6
50 50 0 - 11.1
500 50 1 - 25.6
vV 1.25 50 -1, - 1.2
2.9 50 - 1. - 4.8
5 50 -1 - 9.7
50 50 0 - 35.1
Cr(vD) 500 50 1 - 0.3
5000 50 2 -2.1
50000 50 3 - 14.2
VD 500 50 1 - 0.7
5000 50 2 - 16.6

POa—™ 50" 50 0 + 2
500 50 + 5.8
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I6n C (ppb) Cl\'\tiIIIir (ppb) ].Og (C/CI\"\(I[I:)) Er (%

S04~= 500 50 +0.3
5000 50 2 ¥

50000 50 +5.6

(o 5000 50 2 +0.2

50000 50 3 +8.1

¥0=~ 5000 50 2 + 0.6

50000 50 3 + 7.6

F- 5 50 -1 - 0.2

50 50 0 - 1.5

500 50 1 - 46.8

c1- 500 50 1 +0.8

5000 50 2 + 1.6

50000 50 3 +3.6

AEDT 5 50 -1 - 1.4

50 50 0 - 4.6

e e e ot o e e T e L e G i it . . o o o o e e o At e L o i o . o e WA o . e St et Sr7R S A e S Tkl e S e
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Figura n? 5.9. 5-Clarosaliciliden-o~aminofenol-In(III)

Interferencias.
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Figura n® 5.10. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III)
Interferencias.
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Figura n2 5.11. 5-Clorosaliciliden—o-aminofenol-In(III)
Interferencias.
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Figura n? 5.12. 5-Clorosaliciliden—~o-amincfenol-In(III)
Interferencias.
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En la Tabla 5.14 se resumen los datos de tolerancia, para los
distintos iones extrafios, obtenidos a partir de las Figuras n® 5.9~

5.12 con el criterio adoptado

Tabla 5.14

Ién extrafio Tolerancia (ppb) I6n extrafio

T T o e o o e e e e e e o o o o o e it ot e s e e it St ke S 2 e s e o o e . v e . o e e e e e e e e e o et e,

Be(ID 20 T1(IID) 3.5
Mg (II) 11200 Ga(IID) 3
Ca(ID > 50000 Sb(I1D 890
Sr{ID 28120 Bi(IID) 71
Ba(ID > 50000 2r (1IN 212
Zn{ID 998 Ce(IV) 4
Ca(ID 20 v 3
Ri(ID > 50000 CrvD 11200
CudID 1775 V(v 1580
Ca(In 25060 PO.~= 400
Po(ID) 400 80472 39720
Mn(ID > 50000 NOs~ 7925
Fe(IID 140 NO=~ 7925
Cr(IID > 50000 F- 100
AL(IID) 1.3 C1l- > 50000
La(IID) 6300 AEDT 56
Y(IID 400



De la Observacién de la anterior Tabla 5.14 y Figuras n? 5.9-
5.12, puede deducirse:

1.- No interfieren en relacién molar ién extrafio/In(1II) igual
o inferior a 100 los iones: Mg(ID, Ca(ID), Sr(ll). Ba(ID.
Ni(ID, CA(ID, MadID, Cr{ID, La(IiD, Cr«vl, SQ4~%*, NO=",
NOz~ y Cl-. Es decir 14 de los 33 iones ensayados.

2.~ Presentan interferencia moderada los iones: Zn(ID,
Cu(Il), Pb(ID), Y(ID, SHAID., ZrdN, WD, P02 y F-,

3.~ Causa una gran interferencia la presencia de los iones:
‘Be(ID), Co(ID, Fe(IID, Al(ID, T1AID, GaddlD, BidID,
Ce(IV), V(V) y AEDT.

4.- Los cationes con caracter paramégnetico que interfieren
(Fe(IID), CodID) y CulD), lo hacen negativamente,

exceptuando el caso del Co(ID.

5.~ Todos los aniones que interfieren lo hacen positivamente
a excepclén de F~ y AEDT que lo hacen negativamente.

Por otra parte estos aniones son los que interfieren en
nayor extensién probablemente debido a su accion complejante
sobre el In(IID.
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Determinacién de la Estequiometria.—

El calculo de 1la estequiometria del 'complejo en estudio,
5-C1SOAF-In(III), se realizé mediante el método de Bent y PFrench
(85).

Para la aplicacién de este método se prepararon dos series
de matraces, manteniendose constante en la primera la cancentracién
de reactiva (5-C1SOAF) y en la segunda serie la concentracién de
In(IID).

En los matraces aforados de 50 mL de la primera serie se

introdujeron 2 mL de disclucién etanélica de 5-C1SOAF 10-=

M, cantidades crecientes de disolucién de In(III) 10-= M, 2

nlL de disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M en etanol del

50 % (v/v) de pH* 4.70 y cantidades de etanol del 99.5 % y

agua bidestilada adecuadas para que al enrasar el porcentaje

etanélico en todas las muestras fuera del 50 % (v/v).

En la segunda serie, los matraces aforados de 50 nL

contenian cantidades crecientes de disolucién etanélica de

5-C1S0AF 10-= M, 0.5 mL de disolucién de In(IID) 10-= M, 2

nl de disolucién reguladora HCOOH/HCOONa 0.1 M en etanol del

50 % (v/v) de pH* 4.70 y cantidades de etancl del 99.5 % y

agua bidestilada adecuadas para que al enrasar el porcentaje

etanélico de todas las muestras fuera del 50 % (v/v).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencla fueron: hawe = 420 nm, law = 519 nm, rendija de
excitacién de 5 nm, rendija de emisién de 5 nm, factor de
sensibilidad 0.3 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 5.15 (A) y (B) se resumen los datos obtenidos
para la primera y segunda serie, respectivamente, que han sido

representados en la Figura n? 5.13.
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Tabla 5.15
(A
Vol. In(IID) -logl In(IID)] IFR(% log (IFR)
(ml)
0.2 5.40 20.0 1.30
0.3 5.22 24.9 1.40
0.4 5.10 29.5 1.46
0.6 4.92 38.1 1.58
0.8 4.80 44.3 1.65
(B)
Vol. 5-C1S0OAF  -logl5-C1S0AF) IFR(%) log (IFR)
(ml)
0.7 4.85 12.6 1.10
0.8 4.80 14.5 1.16
1.0 4.70 18.7 1.27
1.3 4.59 25.7 1.41
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Figura n? 5.13. 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(IID).
Kétodo de Bent y French.



Como podemos observar en en la Figura n2 5.13 1a
representacién del logaritmo de 1la intensidad de fluorescencia
frente al cologaritmo de la concentracién de In(III) (primera serie)
es una linea recta que, ajustada por minimos cuadrados (r= = 0.998),
tiene una pendiente de 0.587.

Igualmente, en la misma Figura n? 5.13, se puede apreciar que
la representacién del logaritmo de la intensidad de fluorescencia
frente al cologaritmo de la concentracién de 5-C1SOAF (segunda
serie) es una linea recta que, ajustada por minimos cuadrados (r? =
0.999), tiene una pendiente de 1.150.

Estos valores obtenidos para las pendientes, nos ponen de
manifiesto la existencia de un complejo fluorescente de

estequiometria 2:1° (5-C1SOAF : In(IID)).



CAPITULO VI

ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTEMA
SALICILIDER-ANILINA-Be(II)
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ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTEMA
SALICILIDEN-ANILINA-Be(II).

INTRODUCCION.

En el estudio de la reaccionabilidad cualitativa fluorescente
de la Saliciliden-anilina realizado y cuyos datos se resumen en la
Tabla 3.7, se observa que en el intervalo de pH 6-8 reacciona con
los cationes Be(II) y Sc(III), presentando los productos de reaccién
en ambos casos fluorescencia amarillo-verdosa. La elevada
sensibilidad de la reaccién con Be(II) (pD = 6.8) nos ha sugerido
la posibilidad de aplicar tal reaccién a la determinacién
cuantitativa espectrofluorimétrica del catién Be(II) para lo que
bhubimos de estudiar diversos factores influyentes en la intensidad
de fluorescencia del sistema, que en forma resumida se describe a

caontinuacién.

EXPERIMERTAL.

Discluciones empleadas.-

- Disolucién de Be(ID) 10-* M, preparada por pesada directa
de la cantidad necesaria de BeS0..4H:=0 MERCK, reactivo para
analisis. Todas las dem4s disoluclones de Be(II) fueron
preparadas a partir de ésta por dilucién.

- Disolucién de SA 2x10~* N en etanol del 99.5 %. Todas las
demés disoluciones de SA fueron preparadas a partir de ésta
por dilucién.

- Disolucicnes reguladoras NaAc/HAc 05 M de diferentes

valores de pH.
Aparatos utilizados.—
- Los ya indicados en las paginas 243 y 301 al describir los

estudios realizados de 1los sistemas 5-BrSOAF-Ga(IIl) y
5-C1S0AF-In(IID.
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Espectros de Excitacién y Emisién.—

Se establecieron los espectros de excitaclén y emisién del
sistema SA-Be(II>, en concentracién 1.6x10-% M en SA y 8x10~% M en
Be(II) (relacién molar 2:1), en disolucién hidroalcohélica al 50 % a
pH* 7.10, una vez comprobado que a este valor de pH* el sistema
muestra fluorescencia. Se realizaron las experiencias siguientes:

En un matraz aforado de 25 mlL se introdujeron 2 nL de

disolucién etandlica de Saliciliden-anilina 2x10~* M, 2 mL

de disolucién de Be(IDD 10~* M, 5mL de disolucién reguladora

NaAc/HAc 0.5 M de pH 6.10, 5mL de etanol del 99.5 % y etanol

al 50 % (v/v) hasta enrase.

Para seleccionar las longitudes de onda de los méximos de
excitacién y emisién se ha seguido el mismo método aperatorio
indicado en la pégina 244, realizando en primer lugar un “pre-scan"
secuencial de excitacién y emisién, lo que nos permite conocer en
una primera aproximacién las longitudes de onda de dichos méaximos
de excitacién y emisién, realizando a continuacién ‘“pre-scan" de
excitacién y emisién alternativos hasta conseguir un par de valores
repetido un nimero de veces suficientemente representativo.

A continuacién se registraron los correspondientes espectros
de fluorescencia del sistema en estudio. Para la obtencién del
espectro de excitacién se utilizé una lew = 474 nm y para el
espectro de emisién una hewc = 386 nm.

En ambos casos se utilizaron rendijas de excitacién vy
emisién de 2.5 y un factor de sensibilidad de 2.

La Figura n? 6.1 muestra los espectros obtenidos, asi como
los correspondientes al reactivo en idénticas condiciones
experimentales.

El espectro de excitacién presenta un méAximo a una longitud
de onda de 386 nm, mientras que el de emisién aparece a una
longitud de onda de 474 nm, 1o cual representa un desplazamiento de
Stokes de 4809.69 cm™'.



IFR. (%)

80

Aem.=474 nm. Aexc = 386m.

Figura n? 5.1. Saliciliden-anilina-Be(II)
Espectros de excitacién y emisién.
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Influencia del pH.-

El establecimiento de 1la influencia del pH sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema en estudio, se efectud
mediante la preparacién de una serie de matraces aforados de 25 mL
en los que se colocaron 5 mlL de disolucién etandlica de
Saliciliden-anilina 2x10-2 M. 5 mL de disolucién de Be(I) 10-* N,
5 mL de disoluciones reguladoras NaAc/HAc 0.5 M de distintos pH, 5
nl de etanol del 99.5 % y etanol al 50 % (v/v) hasta enrase.

Las condicignes operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: hawc = 386 nm, dew = 474 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 1 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 6.1 se recogen los datos obtenidos y su

representacion constituye la Figura n2 6.2.

Tabla 6.1

pH* IFR (%)
6.70 33.0
6.80 48.0
6.90 58.5
7.00 70.0
7.20 78.5
7.35 68.4
7.45 60.0
7.80 435
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Como puede observarse en la Figura n? 6.2 el rango de pH*
para el que el sistema presenta méxima intensidad de fluorescencia
es muy estrecho: 7.00 - 7.30, decreciendo rapidamente para valores
tanto superiores como inferiores. Hemos fijado el pH* 6ptimo de
trabajo en 7.20.

Este valor de pH* se obtiene mediante la adicién de 5 mlL de
disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 6.25

IFR (%)
100

60}

40}

20

Figura n? 6.2. Saliciliden-anilina-Be(II)
Influencia del pH.
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Estabilidad del sistema SA-Be(ID).-

Con objeto de establecer la influencia que el tiempo ejerce
sobre la intensidad de fluorescencia del sistema en estudio se
preparé una serie de 8 matraces que contenidn todos ellos 2 mL de
disocluciéon de Be(II) 10~® M, cantidades crecientes (2-12 mL) de
disolucion de SA 2x10™° M, 5 mL de disolucién reguladora Nakc/HAc
05 M de pH 6.25 y las cantidades necesarias de etancl del 995 % y
agua bidestilada para que al enrasar el porcentaje etanélico del
medio fuera en todos los casos del 50 % (v/v).

Las medidas de la intensidad de flugrescencia se realizaron a
una lew = 474 nm, excitando a una la~e = 386 nm. Las rendijas de
excitaclién y emisién fueron de 2.5 nm y el factor de sensibilidad
1.

Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 6.2, 6.3

y Figura n® 6.3.

Tabla 6.2

IFR(%)
[S4)
Tiempo (min) 1.6x10"+ M 3.2x107¢ M 4.8x10"“ M 5.6x10 ¢ X

e . T v i o e . . . . ot o o = o S Y o = o = = > Yt i e = . = . o o o e o . et o s

3 52.1 92.6 101.3 104.2
10 48.1 87.8 105.1 105.7
20 43.1 79.5 102.1 105.1
30 40.2 74.6 99.0 104.8
40 38,5 71.5 98.1 104.5
50 38.1 70.0 97.2 104.2
60 38.0 69.6 95.5 104.1
70 37.5 69.2 95.6 104.2
80 37.6 69.3 95.7 104.0
90 37.5 69.4 95.4 104.3

100 37.6 69.5 95.5 104.1
150 37.1 68.5 95.0 103.6
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Figura n? 6.3. Saliciliden—anilina-Be(II)

Influencia del tiempo sobre la intensidad de fluorescencia.



Tabla 6.3

IFR(%)
[ SAl
Tiempo (min> 6.4x10+ M 7.2x10-4 X 8x10-=+ M 9.6x10"< M

T i . e . S it S T e e i e o S i o o . S S o . . i o A — - S o S . T ok

3 100.1 94.2 68.3 71.2
10 110.1 108.2 87.6 87.5
20 115.1 116.2 102.5 100.1
30 115.2 119.1 110.2 106.0
40 115,3 120.1 115.1 110.1
50 115.2 121.0 117.5 111.1
60 115.1 120.5 118.0 112.0
70 115.3 120.4 118.5 112.1
80 115.2 120.3 119.1 112.2
90 115.0 120.4 119.5 112.1

100 115.2 120.5 120.1 112.0
150 114.8 120.9 120.5 112.6

i e T ot e A et et T O o S e e T ot o ot Y o o A e ok . e o A S k. . e 7 . o e g o o T S S o A Ak i S R ke e o e

Los datos que constituyen la anterior Figura n? 6.3, y que
muestran la influencia que el tiempo ejerce sobre la intensidad de
fluorescencia del sistema SA-Be(II), indican:

1.- Que para relaciones molares reactivo:catién inferiores a
7:1 la intensidad de fluorescencia del sistema disminuye con el
transcurso del tiempo, aumentando para relacicnes superiores.

2.~ Que independientemente de tales relaciones nolares el
sistema se estabiliza transcurridos 45  minutos desde su
preparacién, permaneclendo la medida de fluorescencia constante al
menos durante dos horas y media.

Conviene, en consecuencia, esperar 45 minutos antes de

realizar la medida de fluorescencia.
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Influencia del Orden de adicién de los reactivos.-

Es sabido que el orden en que se mezclan los reactivos
influye notablemente, en muchas ocasiones, en los diferentes
paréametros que caracterizan una reaccién. Los sistemas que hemos
estudiado y resumido en las paginas anteriores no han constituido
excepcién a ello y por tanto parece légico tratar de conocer tal
efecto en el presente sistema.

Para establecerlo y conocer el orden de adicién para el que
la intensidad de fluorescencia del sistema SA-Be(II) es méxima, se
llevé a cabo la siguiente experiencia:

En una serie de 6 matraces aforados de 25 mL se introdujeron

4 nlL de disolucién etanélica de Saliciliden-anilina 2x10~* M

1 mL de disolucién de Be(II) 10-* M, 5 mL de disclucién

reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 6.25 y cantidades de etanol

del 995 % y agua bidestilada adecuadas para que el
porcentaje etanélico de todas las muestras fuese del 50 %

(v/v), variando en cada uno de los matraces el orden de

adicién de los reactivos enla forma que se indica en la Tabla

6.4.

En todos los casos las condiciones operatorias fueron: hewe =
386 nm, Xew = 474 nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de
emisién de 2.5 nm, factor de sensibilidad 1 y temperatura 20°C.
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‘Tabla 6.4

Muestra Orden de adicién IFR (%)
1 SA + Be(ID) + Tampén 49.1
2 SA + Tampén + Be(ID 49.3
3 Be(II) + SA + Tampdn 48.9
4 Be(1l) + Tampon + SA 48.8
5 Tampén + SA + Be(ID 495
6 Tampén + Be(II) + SA 49.2

Los datos que figuran en la Tabla 6.4, indican claramente que
el orden de adicién de los reactivos no influye scbre la intensidad

de fluorescencia del complejo en estudio.
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Influencia de la relacién Etanol/Agua del medio.-

Para determinar el porcentaje etanélico éptimo de las
disolucicnes muestra del sistema en estudio, se llevo a cabo una
experiencia en la que se midié la intensidad de fluorescencia a una
disolucién 3.2x10~+4 M en SA y 4x10~% M en Be(Il), manteniendo en
todos los casos el valor éptimo de pH* en 7.20 mediante la adicién
de las cantidades necesarias de HAc y NaOH diluidos ¢(0.5 M) y
variando las proporcicnes de agua y etanol.

Las condiciones experimentales utilizadas para la medida de
la intensidad de fluorescencla fueran: hewc = 386 nm, lew = 474 nm,
rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm,
factor de sensibilidad 1.5 y temperatura 20 °C.

Los resultados de esta experiencia se recogen en la Tabla

6.5 y se encuentran representados graficamente en la Figura n? 6.4.

Tabla 6.5

% Etanol IFR (%)
20 45.3
30 58.8
40 75.2
50 82.5
60 87.2
70 87.0



-358-

80
601
IFR (%)
40
20
0 | | ] ]
0 -2 40 60 80

(%) Etanol (v/v)

Figura n° 6.4. Saliciliden-anilina-Be(ID
Influencia del porcentaje etanélico del medio.
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En la Figura n® 6.4 se puede observar una clara dependencia
de la intensidad de fluorescencia del sistema en estudio con el
porcentaje de etanol en el medio, pudiendose destacar los siguientes
hechos:

1.~ Al ir aumentando la cantidad de etanol en el medioc tiene

lugar un aumento progresivo de la intensidad de fluorescencia

hasta llegar a un porcentaje del 60 % (v/v).

2..- Para porcentajes de etanal superiores al 60 % (v/v) la

intensidad de fluorescencia se mantiene constante.

Este comportamiento nos pone de manifiesto la necesidad de
controlar el porcentaje etanélico del medio. Para las siguientes
experiencias se fijo éste en el 60 % (v/v).

Al igual que en los sistemas fluorescentes anteriormente
estudiados en la presente Memoria, no existen desplazamientos
significativos en 1la posicién de los maximos de excitacién y
emision al variar la constante dieléctrica del medio por lo que
pensamos que no tienen lugar cambios sustanciales en la polaridad
de las moléculas del sistema con la excitacién (78) y que la
energia de solvatacién de dichas moléculas no varia apreciablemente

al variar el porcentaje etanélico del medic (79).
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Influencia de la Temperatura.-

Para establecerla se realizé una experiencia en la que se
midié la intensidad de fluorescencia a una disolucién 3.2x107% M en
SA y 4x107% M en Be(ID), a pH# 7.20 y al 60 % (v/v) de etanol, a
diversas temperaturas, utilizando un termostato.

Las condiciones experimentales fueron: lexc = 386 nm, lam =
474 nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 25
nm y factor de sensibilidad 1.5.

Los resultados obtenidos se recogen la Tabla 66 y se

encuentran representados graficamente en la Figura n? 6.5.

Tabla 6.6

Temperatura (°C) IFR(%
10 86.3
15 85.9
20 86.6
25 87.0
30 86.1
35 83.2
40 72.1
45 58.5
50 48.1
55 43 .4

st e . (e o o e e e o . o o e o e e e e i e o
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Figura n? 6.5. Saliciliden-anilina-Be(II)
Influencia de la Temperatura.
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Como puede observarse en la Figura n2 6.5, para valores de
temperatura inferiores a 30 °C ésta no influye de manera apreciable
sobre la intensidad de fluorescencia, pero sin embargo a partir de
los 35 *C se produce una notable disminucién de la fluorescencia al
aumentar la temperatura.

Este tipo de comportamiento es similar al observado en
estudios precedentes de otros sistemas fluorescentes recogidos en
la presente Memoria, donde se ha tratado de interpretar dicho
comportamiento en base a cual de los principales processs de
desactivacién no radiativa tenga preponderancia sobre los demas.

Asi, para el caso donde la intensidad de fluorescencia es
practicamente independiente de la temperatura, hemos considerado
que el proceso de desactivacién no radiativa principal es el cruce
entre sistemas (S1 MM T,), dado que éste es independiente de 1la
temperatura, y que el paso posterior al estado fundamental se deba
a una desactivacion colisional.

En el caso de temperaturas superiores a 35 °C, donde 1la
temperatura  influye notablemente sobre la intensidad de
fluorescencia, pensamos que el proceso de desactivacién no
radiativa predominante es la conversién interna, proceso
marcadamente dependiente de la temperatura (80).

A partir de los datos obtenidos, hemos optado, para
posteriores experiencias, por termostatar las cubetas de medida a
20 + 05 °C, por ser esta temperatura facil de controlar, dado que
es del orden de la ambiental y, porque pequeflas oscilacicnes de la
misma no afectan de manera apreciable a la medida de la intensidad

de fluorescencia.
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Influencia de la concentracién de Saliciliden-anilina.—

La influencia de 1la concentracién del reactivo saobre 1la
intensidad de fluorescencia del sistema en estudio, se ha

establecido siguiendo dos métodos operatorios:
1.- A concentracién de Be(Il) constante.

Para ello. se preparé una serie de matraces aforados de 25
mL que contenian 2 mL de disolucién de Be(II) 10-® M, 5 nL de
disalucién reguladora NaAc/Hac 0.5 M de pH 6.10 y las cantidades
necesarias de etanol del 99.5 % y agua bidestilada para que al
enrasar el porcentaje etanélico del medio en todos los casos fuera
del 60 % (v/v).

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: hawc = 386 nm, ‘ew = 474 nm, rendijas de
excitacién y emisién de 2.5 nm, factor de sensibilidad 0.9 y
temperatura 20 °C. ’

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.7 y se

ban representado graficamente en la Figura n® 6.6,

Tabla 6.7

[ SAl IFR (%)

8x10~% 18.5
1.6x10-4 36.1
3.2x107< 69.2
4.8x10~< 96.1
5.6x10" 105.2
6.4x10-4 116.5
7.2x10~4 120.2

8x10-= 118.1
9,6x10-4 111.2

————— . 2 . . e e o e e e . e o e
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Figura n? 6.6. Saliciliden-anilina-Be(II)
Influencia de la concentraclén de Saliciliden—anilina.

En la Figura n? 6.6 puede observase la existencia de una
marcada dependencia entre la intensidad de fluorescencia y la
concentracién de reactivo. Asi, para relaciones molares inferiores a
9:1 (reactivo:catién) la intensidad de fluorescencia del sistema
aumenta con la concentracién de reactivo, decreciendo con ésta para
relaciones molares superiores.

Esta "inversién de fluorescencia" motivada por el aumento de
la concentracién de reactivo, puede ser atribuida a la re-absorcién

de la radiacion emitida por parte del sistema.
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2.~ A concentracion de Be(II) creciente.

Para su establecimiento se prepararon cinco series de 5
matraces aforados de 25 mlL conteniendo cada una de ellas la misma
cantidad de disolucién etandlica de SA 10-* M ( 2, 3, 4,5 y 6 mL,
respectivamente) y cantidades crecientes de disolucién de Be(ID)
2x107% M (0.8-5.0 ml), 5 mL de disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M
de pH 6.10 y las cantidades necesarias de etanol del 99.5 % y agua
bldestilada para que al enrasar el procentaje etanélica del medio
en todos los casos fuera del 60 % (v/v).

Las condicones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: lawxc = 386 nm, lawm = 474 nm, rendija de
excitacién 2.5 nm, rendija de emisién 10 nm, factor de sensibilidad
0.9 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.8 y se

han representado graficamente en la Figura n® 6.7.

Tabla 6.8

[SAl = 8x10~® M

ppb Be(ID) 5.76 14.40 21.60 28.80 36.00

IFR 1.04 [Be(ID] + 31.4 rz = 0.997

[(SA] = 1.2x10* M

ppb Be(ID) 5.76 14.40 21.60 28.80

IFR %) 70.0 93.3 114.1 137.7

IFR = 2.93 [(Be(ID)] + 52.1 r< = 0.998
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(SA) = 1.6x10~+ M

ot . e s e e g o e i e o . T 8 M S ok e e e ok e o e e

ppb BedII) 5.76 10.80 14 .40 18.00

IFR (% 81.8 108.6 129.0 1455

IFR = 5.25 [Be(ID)] + 51.9 r< = 0.999

[SA] = 2x10~4 M

ppb Be(I) 5.76 10.80 14.40 18.00 21.60

IFR (% 10658 126.6 144.1 154.0 157.4

. oy s . Aot e o o e o o S o Ak o B . M o o o . . - —

s ot i e . . o . e . P i L o i R ok e o o S o S o S o 2 " —

IFR (% 102.2 115.1 131.2 150.6

e o et T o o o A . o i R o b Y S et T o o e
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Figura n? 6.7. Saliciliden-anilina-Be(II)
Influencia de la concentracién de Saliciliden-anilina.
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De la observacién de la anterior Tabla 6.8 y Figura n2 6.7
puede deducirse:

1.- Para concentracién de reactivo igual o inferior a

1.6x10~* M existe una relacién lineal entre la intensidad de

fluorescencia y la concentracién de  Be(ID. Para

concentraciones de reactivo supericres a ésta la relacién

existente deja de ser lineal.

2.~ La pendiente de las rectas, para aquellas concentraciones

donde existe relacién 1ineal, aumenta al aumentar la

concentracion de reactivo, alcanzando su valor méximo para

una concentracion de éste de 1.6x10-4 M.

Estos resultados nos permiten seleccionar como 6ptima 1la
concentracién de reactivo de 1.6x10-4 M para el establecimiento de

las rectas de calibrado en la experiencia siguiente
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Rectas de Calibrado.-

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las
experiencias previas de optimizacién, se ha establecido la recta de
calibrado en el rango de concentraciones de Be(ID) comprendido
entre 1.44 y 18.00 ppb (ug/L), para el cual la intensidad de
fluorescencia del complejo en estudio es una funcién lineal de la
concentracién de catién metalico.

Se preparé a tal fin una serie de 6 matraces aforados de
25 mL, en los que se introdujeron: 4 mL de disolucién etandlica de
SA 107 M, de 0.2 a 25 mL de disolucién acuosa de Be(ID)
2x107% M, 5 mlL de disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 6.10
y las cantidades de etanol del 995 % y de agua bidestilada
adecuadas para que al enrasar los matraces, el porcentaje etanélico
de todas las muestras fuera del 60 % (v/v).

Las condiciones operatorias de medida fueron hex = 386 nm,
Aem = 474 nm, rendija de excitacién 25 nm, rendija de emisién 10
nm, factor de sensiblidad 1, y temperatura 20 °C.

La experiencia se repiti¢ siete veces al objeto de obtener
las correspondientes rectas de calibrada que nos aportasen los
datos suficientes para poder determinar con posterioridad el limite
de deteccioén, reproducibilidad y sensibilidad del método.

Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 6.9.

Tabla 6.9

Recta n2 1.

ppb Be(II> 1.44 3.60 7.20 10.80 14.40 18.00

T T T T T T T T e e e e e e e e e e e e —————— e

IFR (% 61.8 77.1 97.5 117.5 139.2 162.3

IFR = 6.0 [Be(ID] + 54.2 r= = 0.999 .



=370~

Recta n2 2.

ppb Bed(II) 1.44 3.60 7.20 10.80 14.40 18.00

e e e e e s e e = = > ——_— — o e T e . o i

IFR (%) 68.1 78.2 100.1 120.8 141.5 165.8

e e e e e e e e ————— 42— _—— i ——— i o = T — — — — . — A - —

IFR = 6.0 [Be(ID]1 + 56.4 r< = 0.999

Recta n2 3.

ppb Be(ID) 1.44 3.60 7.20 10.80 14.40 18.00

IFR % 65.5 71.6 100.4 121.4 141 .4 165.7

IFR = 6.2 [Be(ID] + 53.9 r% = 0.996

Recta n@ 4.

ppb Be(ID)  1.44 3.60 7.20 10.80 14.40 18.00

IFR & 65.3 78.2 104.3 122.1 144 5 165.3
IFR = 6.0 [Be(ID] + 57.6 r# = 0.998
Recta n? 5.

ppb BedIl) 1.44 3.60 7.20 10.80 14.40 18.00

i e e e o e s ot e s et o . e ot . S e ko o e i i Tt i o o ol e o v B e e e e e i o o

IFR %) 65.1 79.1 101.5 1245 149.2 170.1

e e e e . e e e S e e g . AR o B e i o S T o e o i i e S R Tt T . i o o e o AR et B o e e P

IFR = 6.4 [Be(ID] + 55.9 r% = 0.999
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Recta n© 6.

ppb Be(II) 1.44 3.60 7.20 10.80 14.40 18.00

IFR ) 62.6 74.1 101.7 122.0 139,56 160.2

IFR = 5.9 [Be(ID] + 55.3 r< = 0.995

Recta n? 7.

ppb BedID  1.44 3.60 7.20 10.80  14.40  18.00

IFR (%) 61.8 78.5 98.5 120.3 141.2 161.6

IFR = 6.0 [Be(IDI] + 55.1 r?® = 0.999
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En la Figura n2 6.8 se han representado los datos

correspondientes a la recta de calibrado n2 1.
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Figura n? 6.8. Saliciliden-anilipna-Be(ID)
Recta de calibrado.
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Determinacién de Be(II).-

La optimizacién de las wvariables que influyen sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema SA-Be(II), realizada
anteriormente, nos ha permitido proponer el siguiente procedimiento

operatario para la determinacién de este catiénm.
Procedimiento operatorio.-

Recta de calibrado.- La recta de calibrado se obtiene preparando 6
disolucicnes con una concentracién en Be(II) de 1.44; 3.60; 7.20;
10.80; 14.40 y 18.00 ppb (ug/L), para lo cual en matraces aforados
de 25 mL se pipetean 4 mL de disolucién etanélica de SA 107= M, se
afladen 0.2; 0.5; 1.0; 15; 2.0 y 25 mL de disolucién de Be(ID
2x10~%* M, 5 mlL de disolucién reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 6.10,
9 mlL de etanol del 995 % y se enrasa con agua bidestilada.
Transcurridos 45 minutos se mide la intensidad de fluorescencia a

una rew = 474 nm, siendo la e = 386 nm.

Disolucién  problema.- La  disolucién  problema se  prepara
introduciendo en un matraz aforado de 25 mL, 4 mL de disolucién
etanélica de SA 10 M, el volumen necesario de disolucién problema
original como para que 1la concentracién final de Be(Il) esté
comprendida entre 1.44 y 18.00 ppb (pg/L), 5 mlL de disolucién
reguladora NaAc/HAc 0.5 M de pH 6.10 y las cantidades de etancl del
99.5 % y agua bldestilada adecuadas para que al enrasar el
porcentaje etanélico de la disolucién sea del 60 %.

Se dejan transcurrir 45 minutos y se mide su intensidad de
fluorescencia en las mismas condiciones operatorias empleadas en la

recta de calibrado.
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Reproducibilidad del método.-

A partir de los datos obtenidos en el establecimiento de las
rectas de calibrado, estudio anteriormente realizado, hemos
seleccionado los correspondientdes a un contenido de Be(II) de 1.44;
7.20 y 18.00 ppb (ug/L).

Los resultados correspondientes a cada una de las tres

series se encuentran recogidos en la Tabla 6.10.

Tabla 6.10

IFR W) IFR ») IFR %)

(1.44 ppb) (7.20 ppt») (18.00 pp
61.8 97.5 162.3
65.1 100.1 165.8
65.5 100.4 165.7
65.3 104.3 165.3
65.1 101.5 170.1
62.6 101.7 160.2
61.8 98.5 161.6

N i ke o o e e e ot o o o A o ot = = e . . o i o et e e

El calculo estadistico efectuado con la primera serie de
medidas, correspondiente a un contenido en Be(II) de 1.44 ppb, nos
da un valor para on-1 = 1.7,

Este valor para e¢n-1 indica, con una probabilidad del 68 %,
que una medida aislada de intensidad de fluorescencia se encuentra
comprendida en el intervalo IFR * ¢n-:, es decir entre 66 y 62.

Por consiguiente el error relativo sobre el valor medio sera:
Er = (rw-y / IFR) x 100 = 3.13 %

Si el anslisis es efectuado sobre un numeroc *n" de nuestras

el Er correspondiente decrece en V1.
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En la Tabla 6.11 se resumen los resultados obtenidos en el

cédlculo estadistico realizado sobre las tres series.

Tabla 6.11
ppb Be(ID) IFR 9 Frrm Er (%)
puestas.
1.44 63.9 1.7 3.13
7.20 100.6 2.2 1.98
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Sensibilidad del método.-

La sensibilidad dei método se ha establecido de acuerdo con
la definicién de sensibilidad de un procedimiento analitico,
expresado en anteriores apartados de la presente Memoria.

Utilizando 1los datos suministrados por la anterior
experiencia, encaminada a establecer la relacién entre la intensidad
de fluorescencia del complejo en estudio y la concentracién de
Be(IDD (rectas de calibrado), hemos realizado el célculo estadistico
de la sensibilidad del nuevo método propuesto para la determinacién
de Be(ID.

Las condiciones operatorias son las descritas en el apartado
correspondiente al estudio de las rectas de calibrada.

Los resultados obtenidos, asi como el tratamiento estadistico

efectuado, se recogen en la Tabla 6.12

Tabla 6.12
R. calibrado =
1 6.0
2 6.0
3 6.2
4 6.0
5 6.4
6 5.9
7 6.0
g =6.1
0’\'\-—1 = 0.2

El valor de ¢w-: nos indica, con una certeza del 68 %, que
una determinacién aislada de la sensibilidad se encuentra

comprendida en el intervalo § * ¢n-:, es decir entre 6.3 y 5.9
unidades relativas de intensidad de fluorescencia por ppb de
Be(ID).

Por tanto, el error relativo sobre el valor medio seré:

Er = (-1 /B x 100 = 3.28 4%
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Limite de deteccién.-

Cuando hemos realizado el estudio encaminado a la obtencién
las rectas de calibrado, se ha comprobado que el valor de 1la
intensidad de fluorescencia correspondiente a los blancos
(disoluciones de referencia) es ligeramente inferior al valor de la
intensidad de fluorescencia correspondiente a las ordenadas en el
origen de las mencionadas rectas de calibrado.

Siguiendo con el criterioc adoptado en capitulos anteriores de
la presente Memoria Doctoral, el calculo del limite de deteccién del
nuevo método propuesto para la determinacién de trazas de Be(Il) se
ha efectuado en base al tratamiento estadistico realizado a los
valores de intensidad de fluorescencia correspondientes a las
distintas ordenadas en el origen que muestran las rectas de
calibrado.

En la Tabla 6.13 se muestran los datos obtenidos, asi como el

tratamiento estadisticao efectuado.
Tabla 6.13

R. calibrado (IFR) o

(IFR)» = 55.

-1

Luego el limite de deteccién sera:
G = K ony) /8= (3x1) 7/ 6.1 = 0.5 ppbd.

81 la intensidad de fluorescencia de una disolucién problema
es IFR > 56 + (3x1) = 59, podemos afirmar con una certeza del

99.86 % que el Be(Il) estd presente en la disolucién.
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Interferencias.—

Se ha estudiado la influencia que la presencia de iones
extrafios ejerce en la determinacién de Be(II) por el procedimiento
operatorio propuesto.

Para ello, se preparé una serie de matraces aforados de 25
nL para cada ién extrafio ensayado, que contenidn siempre 10.80 ppb
de Be(II) y concentraciones crecientes de aquel. Estas disoluciones
fueron tratadas de la misma forma operatoria que se indica en el
procedimiento propuesto, pagina 373.

De la medida de la intensidad de fluorescencia de cada
disolucién y con la ayuda de la recta de calibrado se determiné en
cada caso el error relativo de aquella.

Hemos aceptado como limite de tolerancia para el ién extrafio,
la concentracién de éste que origina un error relativo del 5 %. No
interfiriendo por tanto aquellas concentraciones de ién extrafio que
producian un error relativo igual o inferior a ese valor.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.14 y
Figuras n? 6.9-6.14

Tabla 6.13
Ién C (ppb Cewcrrs (ppb) log (C/Ceacrzs) Er (%
Mg(ID 121 10.80 1.05 + 0.5
1210 10.80 2.05 + 3.1
12100 10.80 3.08 +.3.3
Ca(ID 12100 10.80 3.05 + 0.5
SrlD 1210 10.80 2.05 - 0.3

12100 10.80 3.05 - 0.8

e e e e o e e A . . e i e o . e et e e . i e o o o o o T . o M e S S o o o — " T o o " A e ot
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Ién C (pp Ceacr1a (ppb) log (C/Ceacirs) Er (%
Ba(iD) 121 10.80 1.05 + 0.5
1210 10.80 2,05 + 2.1

12100 10.80 3.05 + 26.5

Zn(1D) 1.21 10.80 - 0.95 + 0.4
12.1 10.80 0.05 + 1.2

121 10.80 1.05 + 4.8

1210 10.80 2.05 + 11.5

Co(ID) 121 10.80 1.05 + 1.1
1210 10.80 2.05 + 7.6

12100 10.80 3.05 + 27.5

Fi(ID) 1.21 10.80 - 0.95 - 0.7
12.1 10.80 0.05 - 1.6

121 10.80 1.05 - 3.4

1210 10.80 2.05 -~ 7.0

12100 10.80 3.05 - 14.1

Cud(ID 12.1 10.80 0.05 - 0.1
121 10.80 1.05 - 10.0

1210 10.80 2.09 - 61.2

Cad1D 121 10.80 1.05 - 0.8
1210 10.80 2.05 -2.8

12100 10.80 3.05 - 5.6

Pb(ID> 121 10.80 1.05 0.0
1210 10.80 05 - 1.6
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Ién C (ppb) Cowcir (ppb) ].Og (C/Ceaciris? Er (%
¥n(IDD 121 10.80 1.05 - 0.1
1210 10.80 2.05 - 0.4

12100 10.80 3.05 - 2.9

Hg(ID 1.21 10.80 - 0.95 - 0.8
12.1 10.80 0.05 - 2.1

121 10.80 1.05 - 4.8

1210 10.80 2.05 - 12.6

Fe(lIID) 12.1 10.80 0.05 0.0
121 10.80 1.05 - 5.8

1210 10.80 2.05 - 68.1

Cr(ilil 1.21 10.80 - 0.95 - 0.8
12.1 10.80 0.05 -2.1

121 10.80 1.05 - 5.5

1210 10.80 2.05 - 15.5

AL(CIID) 12,1 10.80 0.05 - 0.1
121 10.80 1.05 - 0.5

1210 10.80 2.05 - 1.2

12100 10.80 3.05 - 16.9

Y(IIDD 1.21 10.80 - 0.95 + 0.7
12.1 10.80 0.05 + 1.7

121 10.80 1.05 + 5.9

1210 10.80 2.05 + 14.5

12100 10.80 3.05 + 24.8

TI(IID 12.1 10.80 0.09 - 0.2
121 10.80 1.05 - 0.7

1210 10.80 2.05 -1.6

12100 10.80 3.05 - 23.0

e o e e i e o . S e A o o e o B/ o i o e i S e . o e S A o A o S o e S ot A R 4 PR S R P e S e i i i S e



Ién C (ppb) Cawc1rn (ppb) 108 (C/Coac11y) Er (%)

In(IID) 1.21 10.80 - 0.95 - 0.2

12.1 10.80 0.05 - 0.8

121 10.80 1.05 -~ 3.6

1210 10.80 2.05 - 60.2

Ga(IID 1.21 10.80 ~ 0.95 - 0.5

12.1 10.80 0.05 - 1.1

121 10.80 1.05 - 3.7

1210 10.80 2.05 - 20.8

Bi(IID 1.21 10.80 -~ 0.95 - 0.9

12.1 10.80 0.05 -~ 3.2

121 10.80 1.05 - 5.6

1210 10.80 2.05 - 52.5

Zr(Iv 1.21 10.80 - 0.95 - 1.1

12.1 10.80 0.05 - 3.2

121 10.80 1.05 - 9.9

1210 10.80 2.05 - 33.6

vam 121 10.80 1.05 - 0.1

1210 10.80 2.05 - 7.9

12100 10.80 3.05 - 52.7

As (V) 12100 10.80 3.05 - 0.1
CrVl) 12.1 10.80 05 -0
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Ién C (ppb) Cewczrs (ppb) log (C/Ceaciras) Er (%)
Vv 1.21 10.80 - 0.95 - 0.2
12.1 10.80 0.05 - 0.8
121 10.80 1.05 - 1.5
1210 10.80 2.05 - 3.2
12100 10.80 3.05 - 57
PO.—= 1.21 10.80 - 0.95 - 1.8
12.1 10.80 0.05 - 2.1
121 10.80 1.09 - 3.2
1210 10.80 2.05 - 23.5
12100 10.80 3.05 - 40.4
S0.—= 12.1 10.80 0.05 - 0.7
121 10.80 1.05 - 1.3
1210 10.80 2.05 - 2.5
12100 10.80 3.05 - 4.7
{0 121 10.80 1.05 - 0.8
1210 10.80 2.05 - 1.3
12100 10.80 3.05 - 2.2
§O=— 12.1 10.80 0.05 + 2.1
121 10.80 1.05 + 3.2
1210 10.80 2.05 + 4.6
12100 10.80 3.05 + 5.5
Ccl- 121 10,80 1.05 -0
1210 10.80 05 -

8 e et e o i e e s S P i o o e S s e ot . S A . . T S it b o . o o . S S T o, o o o W o 8 e e i e o o . o o S



Ién C (ppb Ceacris (ppb) log (C/Ceaczzy) Er (%)
AEDT 1.21 10.80 - 0.95 - 0.1
12.1 10.80 0.05 - 0.3

121 10.80 1.05% - 0.6

1210 10.80 2.05 - 0.9

12100 10.80 3.05 - 57.5

En la Tabla 6.14 se resumen los datos de tolerancia, para los
distintos iones extrafios, obtenidos a partir de las Figuras n2 6.9-

6.14 con el criterio adoptado

Tabla 6.14

I6n extrafio Tolerancia (ppb> Ion extrafio Tolerancia (ppb)

Mg (1D) > 12100 Tl(IiI) 2900
Ca(ID) _ > 12100 In(IID) 170
SrdiD > 12100 Ga(IID) 190
Ba(ID) 2400 Bi(IID) 110
Zn(ID 136 Zr (IW 27
Co(ID 610 v 200
Ni(IDD 270 As(V) > 12100
Cu(ll 75 Cr(vD) 270
Cd(ID 8600 VvI) 6800
Ph(ID) > 12100 PO~ 390
Mn(IDD > 12100 50472 > 12100
Hg(ID) 136 NOs~ > 12100
Fe(IID 100 NO=~ 3420
Cr(IID 96 Cl- > 12100
ALCIID 3040 AEDT 2720

Y(IID 86
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Figura n? 6.9. Saliciliden-anilina-Be(IID)
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Interferencias.
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De la observacién de la anterior Tabla 6.14 y Figuras n? 6.9-

6.14, puede deducirse:

1.~ No interfieren en relacién molar ién extrafio/Be(Il) igual
o 1inferior a 100 los iones: Mg(II), Ca(ID), Sr(Il). Ba(ID.
C4(ID, Pb(ID, MndID, ALIID, TIAID, As(Y), WD, 80a™%,
BOz~, NOz~, Cl~ y AEDT. Es decir 16 de los 31  1iones

ensayados.

2.~ Presentan interferencia moderada los iones: 2Zn(ID,
Co(ID, Hg(ID, NidID, In(IID, Ga(Ill), Bi<IID, V), CrVD) y
PO.—2,

3.~ Causa una gran interferencia la presencia de los iones:
Cu(ID, Fe(IID, Cr(IID, Y(IID y ZrIV).

4~ Los cationes con caracter paramagnetico interfieren
negativamente, exceptuando el caso del Co(II) que lo hace

positivamente.

5.~ Todos los aniones que interfieren lo hacen negativamente,

exceptuando el NOz~ que lo hace positivamente.
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Determinacién de la Estequiometria.-

El calculo de la estequiometria del complejo SA-Be(II) se ha
realizado mediante los métodos de las variaciones continuas (86) y
de Bent y French (8%5).

Método de las variaciones continuas.-

La determinacién estequiométrica mediante el método de Jab,
se efectué preparando una serie de matraces de los que la suma de
las concentraciones de Be(II) y SA sea constante e igual en todos
ellos a 2x107“ M, de acuerdo con la siguiente técnica experimental:

A partir de disoluciones 10-= M de Be(II) y de SA, se

colocaron en matraces aforados de 25 mlL cantidades

decrecientes de SA y crecientes de Be(II), de tal modo que el
caciente m = [Be(II)] / ([Be(ID)} + [SAl) fuese aumentando.

El pH* fue ajustado en todos los casos a 7.20, mediante la

adicién de 5 mL de disolucién reguladora de NaAc/HAc 0.5 M

de pH 6.10.

Igualmente se depositaron las cantidades de etanol del 95 %

y agua bidestilada necesarias para que en todos los casos el

porcentaje etanolico final fuese del 50 % (v/v).

Las condiciones experimentales fueron: s> = 386 nm,
dam = 474 nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién
de 2.5 nm, factor de sensibilidad 1, y temperatura 20 °C.

En la Tabla 6.15 se resumen los datos obtenidos y que han

sido representados graficamente en la Figura n2 6.15.
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Tabla 6.15
o {(Be(IDI1x10« [SA1x10+ IFR (%
0.0 0.0 2.0 4.0
0.1 0.2 1.8 18.1
0.2 0.4 1.6 265
0.3 0.6 1.4 29.1
0.4 0.8 1.2 28.0
05 1.0 1.0 25.9
0.6 1.2 0.8 235
0.7 1.4 0.6 185
0.8 1.6 0.4 12.1
0.9 1.8 0.2 6.0

. . . T — . e 1 o e S i o . o . Y . e o e . S S
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Como puede observarse en la Figura n? 6.15, se pone de
manifiesto mediante el método de Job la existencia de un complejo

de estequiometria 2:1 (SA : Be(II)).

30
IFR (%)

20

10

Figura n? 6.15. Saliciliden—anilina-Be(II)
‘Hétodo de Job.



Nétodo de Bent y French.~

‘Para la aplicacién de este método se prepararon dos series
de matraces manteniendose constante en la primera serie la
concentracién de SA y en la segunda serle la concentracién de
Be(II).

En los matraces aforados de 25 nmlL de la primera serie se

introdujeron 2 mL de disolucién etanélica de SA 1x10~*= N,

cantidades variables de disolucién de Be(II) 1x10—= H/,y 3 mL

de disolucién reguladora NaAc/HAc 05 M de pH 6.10 y

cantidades adecuadas de etanol del 99.5 % y agua bidestilada

para que al enrasar el porcentaje etanélico en todas las

nuestras fuese del 50 % (v/v).

En la segunda serie, los matraces aforados de 25 L

contenian cantidades crecientes de disolucién etanélica de SA

10 M, 3 mL de disolucién reguladora de NaAc/HAc 0.5 M de

pH 6,10 y cantidades de etanol del 995 % y agua bidestilada

adecuadas para que al enrasar el paorcentaje etanélico de

todas las disoluciones fuese del 50 % (v/v).

las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron Xex = 386 nm, »ax = 474 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm. rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 1 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 6.16 (A) y (B) , se resumen losr datos obtenidos

para la primera y segunda serie, respectivamente, que han sido

representados en la Figura n2 6.16.
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Tabla 6.16
@)
Vol. Be(II) -log(Be(ID] IFR(%) log (IFR)
(mL)
0.6 4.62 219 1.34
0.8 4.49 25.1 1.40
1.0 4.40 28.2 1.45
1.2 4.32 31.0 1.49
1.4 4.25 33.9 1.53
1.6 4.19 36.3 1.56
1.8 4.14 38.8 1.59
®>
Vol. SA -loglSAl IFR (%) log (IFR)
(mL)
0.7 4.55 7.40 0.87
1.0 4.40 10.50 1.02
1.3 4.28 13.50 1.13
1.7 4.16 18.20 1.26
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Figura n2 6.16. Saliciliden-anilina-Be<{II)
Xétodo de Bent y French.
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Como podemos observar en la Figura n? 6.16 la representacién
del logaritmo de la intensidad de fluorescencia frente al
cologaritmo de la concentracién de Be(II) (primera serie) es una
linea recta que, ajustada por minimos cuadrados (r2 = 0.999) tiene
una pendiente de 0.517.

Igualmente, se puede apreciar que la representacién del
logaritmo de la intensidad de fluorescencia frente al cologaritmo
de la ' concentracién de SA (segunda serie) es tambien una 1linea
recta que, ajustada por minimos cuadrados (r2 = 0.999), tiene una
‘pendiente de 0.995.

Estos .valores obtenidos para las pendientes, nos ponen de
manifiesto que el complejo en estudio es de estequiometria 2:1

(SA : Be(IIN.






CAPITULO VII

ESTUDIO ESPECTROFLUQRIMETRICO DEL SISTEMA
RESINA SP C—-25~SALICILIDEN-o-AMINOFENOL-Ga(III)
POR ESPECTROFLUORIMETRIA DE CAMBIO IONICO
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ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DEL SISTEMA
RESINA SP C-25~-SALICILIDEN-0-AMINOFENOL-Ga(III) POR
ESPECTROFLUORIMETRIA DE CAMBIO IONICO.

INTRODUCCION.

El Saliciliden-o-aminofenol origina con el Ga(III) en
disolucién un complejo fluorescente de estequicmetria 1:1 a pH 4.00
27,51).

Las caracteristicas analiticas de este complejo han permitido
que este reactivo haya sido empleado por varios autores (27,51)
para 1a determinacién espectrofluorimétrica de Ga(III) en
disolucién.

Estos métodos presentan caracteristicas analiticas muy
similares y solo difieren en las condiciones experimentales en las

que se lleva a cabo la determinacién (Tabla 7.1).

Tabla 7.1

Autores

Variables Dagnall y col. Morishige

T o o o o o e e e e e e e e o e o e o0 e e i e e . e o et el o e o T o S . o S o e . s . i e v e e .

Aaxc~Aem (M) 420-520 410-515

PH optimo 4 3.5-4.5
Tampén HClAc-HAc-THz NHaAc-HC1
¥edio Acetona (5 % DNF (4-8 %
Intervalo (ppb) 7~700 8-400

L. Deteccién (ppb)

Interferencias

6.3
ALCIII),F-
Tartratos
Oxalatos
Citratos
AEDT, ACDT
ANT

CodID),Cu(ID
Cr(VI), Mo(VD)
Ni(II),Fe(IID)
ALCIID)

T T o T e e e e e e e e e e o o o7 0 o o et i e o . e o e e e e T o e e A . e ki M A8 At e e e S v i e om0 o
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La elevada sensibilidad y aceptable selectividad que este
reactivo muestra en su reaccién fluorescente con el Ga(III), nos
hizo pensar en su posible idoneidad para ser empleadc en espectro-
fluorimetria de cambio iénico (58), por lo cual decidimos abordar

su estudio.

EXPERIMENTAL.
Disoluciones empleadas.—

- Disolucién de Ga(lIl) de 100 ppm, preparada por pesada
directa de la cantidad adecuada de GaNO=.8Hz0 MERCK,
reactivo para analisis. Esta disolucién fue contrastada
complexometricamente (f = 1.003). Todas las demés
disoluciones de Ga(III) se prepararon a partir de ésta por
dilucién.

— Displucién de SOAF al 0.1 % en etanol del 99.5 %.

- Disoluciones reguladoras Dagnall (27) de diversos valores
de pH, preparadas por mezcla de 50 g de ClAcH, 50 mL de HAc
glacial, 400 mlL de agua bidestilada y la cantidad de NHz

(ac) concentrado necesaria para la obtencién del pH deseado.
Aparatos utilizados.-

- Espectrofluorimetro PERKIN-ELMER LS 5, provisto de
registrador X-Y HOUSTON mod. OMNIGRAPHIC.

- pH-metro digital CRISON mod. 501, provisto de electrodo
combinado INGOLD.

Termostato BRAUN MELSUNGEN mod. Thermomix 1441.

- Agitador rotatorio de botellas AGITASER mod. 2000.

- Placa agitadora-calefactora HEIDOLPH mod. 2002.

- Cubetas para UV THERMAL SYNDICATE de 1 mm de espesor.



Resinas empleadas.-

Se han utilizado resinas de cambio iénico tipo SEPHADEX, las
cuales estan constituidas por una matriz formada por cadenas
de dextrano entrelazadas que constituyen una red polisacéarida
tridimensional. Mediante enlaces éter (-0-) se unen a ella
los distintos grupos funcionales que determinan su caracter
como cambiador aniénico o catiénico.

En la Tabla 7.2 se resumen las principales propiedades e las
resinas SEPHADEX cambiadoras de 1iones existentes en el
mercado. Fara su nomeclatura, segin puede observarse, se
emplean las iniciales del correspondiente grupo funcional
responsable del caracter cambiador (DEAE, QAE, CM y SP)
seguido de la letra A o C, segin se trate de una resina
aniénica o catiénica, y de un nimero gque indica su porosidad
25 6 5Mm.

Todas estas resinas se encuentran disponibles en dos grados
de porosidad diferente que responden a la denominacién -25 y
-50 respectivamente. En las experiencias realizadas sélo se
han empleado las de menor porosidad (-25), pues las de mayor
porosidad sufren mayor  hinchamiento, presentando en
consecuencia dificultades de empaquetamiento en la cubeta de

medida utilizada.



Tabla 7.2 Cambiadores idnicos SEPHADEX.

Tipo Descripcidn G. funcionales Contraidn Capacidad (meq/g)
C.H
~ -
DEAE-A-25 Cambiador aniénico -o-cuz-cuzﬁ-{ 275 cl 3,5 £ 0,5
débil CZHS Cloruro
Dietilaminoetil
Parat )
QAE-A-25 Cambiador anidnico —O-—CH2CH2ﬁ—CHZCH(OH)CH3 cl 3,0 20,4
fuerte CZHS Cloruro
Dietil-(Z—hidroxi—prg
pil)aminoetil
CM-C-25 Cambiador catidnico 0-CH,C00™ Na* 4,5 20,5
debil Carboximetil Sodio
SP-G-25 Cambiador catiénico ~0~CH,,~CH, ~CH,,~S03 Na* 2,3 20,3
fuerte Sodio

Propilsulfdnico




Eleccién de la Resinpa.-

En espectrofluorimetria de cambio iénico (FCI), el primer
problema que se plantea es la eleccién de un soporte adecuado donde
fijar el sistema fluorescente en estudio (58).

De todos los soportes disponibles seleccionamos las resinas
cambiadores iénicos tipo Sephadex por ser las que en experiencias
preliminares nos produjeron menores intensidades de luminiscencia
residual.

Se ha estudiado el comportamiento de los cuatro cambiadores
iénicos tipo Sephadex, disponibles en el mercado y cuyas
caracteristicas se resumen en la pAgina 404, frente al complejo
SOAF-Ga(III) en disolucién.

Para ello, en tubos de ensayo de cuarzo de 10 mL se.
introdujeron 5 mL de disolucién hidroalcohélica al 2 % (v/v) de
etanol 5.10% M. del complejo SOAF-Ga(III) y pH 4.00, se afiadieron
50 mg de la resina en estudio y se sometié el sistema a una
agitacién manual preliminar que por conveniencia se fijé en 2
minutos. Se dejaba el sistema decantar durante unos 5 minutos
observandose seguidamente bajo iluminacién ultravioleta.

De las cuatro resinas ensayadas, el complejo SOAF-Ga(IID
sélo se fija en las resinas catiénicas SP C-25 y CM C-25, como
cabria esperar de un complejo de naturaleza presumiblemente
catiénica, debido a su estequiometria 1:1 (51). De estas dos resinas
hemos seleccionado la SP C-25 por ser la que muestra mayor
intéensidad de fluorescencia debido a su alta capacidad de cambio
que se manifiesta en el agotamiento del conplejo en fase

disolucién.



Eleccién del Tampén.-

Ante la necesidad de tamponar el sistema en estudio, se ha
realizado una experiencia encaminada a conocer la influencia del jo):
fijado éste mediante la adicién de las cantidades adecuadas de una
disolucién reguladora.

Para ello se han seleccionado las utilizadas por diversos
autores (27,51 en los distintos métodas de determinacién
espectrofluorimétrica de Ga(III) con Saliciliden-o-aminofenol,
encontrados en bibliografia.

Asi, Morishige (51) propone el tampén NHiAc-HCl al 20 % el
cual no puede ser empleado por producir alteraciones en la resina.

Dagnall y col. (27) recomiendan la disolucién reguladora
integrada por HClAc, HAc y NH:, en las concentraciones que se
especifican en la pégina 402.

De estas dos disoluciones reguladoras, la propuesta por

Dagnall y col. es la que nos ha conducido a mejores resultados.



-407-

Espectros de excitacién y emisién del complejo SOAF-Ga(III) en
disolucién y en fase resina (SP C-25).-

Se han establecido los espectros de excitacién y emisién del
sistema SOAF-Ga(III) en disolucién a distintos porcentajes
etantlicos. Para ello, en un matraz aforado de 50 mL se
introdujeron 2 ml de disolucién etandlica de SOAF al 0.1 %, 1 mL de
disolucién de Ga(III> de 100 ppm, 2 mnl de disoclucién reguladora
Dagnall de pH 4.00 y las cantidades de etanol del 99.5 % y agua
bidestilada adecuadas para conseguir el porcentaje etanélico
adecuado.

Las longitudes de onda de los mAximos de excitacisn y
emisién se han obtenido realizando un “pre-scan" secuencial de
excitacién y emisién, lo que nos permite conocer, en una primera
aproximacién, las longitudes de onda de dichos maximos. A
continuacién se realizaron ‘“pre-scan* de excitacién y emision
alternativos hasta conseguir una pareja de valores que se repitiera
un numero de veces representativo.

La Figura n? 7.1 muestra los espectros obtenidos, de su
observacién puede deducirse que el espectro de excitacién presenta
un méximo a la longitud de onda de 410 nm, mientras que el de
emisién tiene un méximo a una longitud de onda de 515 nm, lo que
representa un desplazamiento de Stokes de 4972.76 cm~'. Por otra
parte, el porcentaje etanélico del medio no afecta a la posicion de
estos maximos

Las condiciones operatorias para el registro de los espectros
fueron: Xewc = 410 nm, Xaw = 515 nm, rendijas de excitacién y
emisién de 25 mm y factor de sensibilidad 0.7 (porcentaje
etanélico del 20 5 (v/v)) y 0.6 (porcentaje etanslica del 4 %
/v,
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Figura 7.1. Salicilidern-o-aminofenol-Ga (III)
Espectros de emisién y excitacién a distintos porcentajes etandlicos.

Para el registro de los espectros de excitacién y emisién del
sistema SOAF-Ga(III) en fase resina se preparé un matraz aforado
de 500 mL en el que se introdujo 1 nmlL de disolucién de Ga(III) de
10 ppm, 2 mL de disolucién reguladora de pH 3.90 y se enrasé con
agua bidestilada.

la disoluclon se transfirié a un frasco de polietileno y se
le afiadieron 10 mL de disolucién etanélica de SOAF del 0.1 % y 100
mg de resina SP C-25. Después de una agitacién de 15 minutos, se
filtré 1la disoluciéﬁ, se llené la cubeta y se procedié a registrar
los espectros operando como en disolucién.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluoresecencia fueron: e = 405 nm, lew = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C,

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura n? 7.2,
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Figura n® 7.2. Resina SP C-25-SOAF-Ga(IlID)
Espectros de excitacién y emision.

La comparacion de las anteriores Figuras n? 7.1 y 7.2, donde
se muestran los espectros de excitacién y emisién del sistema
SOAF-Ga(III) en disolucién y en fase resina nos permite obtener las
siguientes conclusiones:

1.~ Las 1longitudes de onda de los méximos de emisién

coinciden en ambas fases (uw = 515 nm).

2.~ La longitud de onda del méximo del espectro de excitacién

en fase resina  Quxe = 405 nm) sufre un ligero

desplazamiento hacia longitudes de onda menores respecto a

la observada en disolucién (hwwe = 410 nm)

3.~ Se observa asimismo un estrechamiento de ambos espectros

del sistema al pasar de disolucién a fase resina.

Este comportamiento es similar al observado por F. Capitéan y

col. en el estudio de otros sistemas (58).
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Influencia del pH.-

Una vez elegida la disolucién tampén, se realizé el estudio
de la influencia del pH sobre la intensidad de fluorescencia del
sistema.

A tal fin, se preparé una serie de matraces aforados de 500
nl en los que introdujeron 1 mL de disolucién de Ga(III) de 10 ppm,
2 nl de disolucién reguladora del pH adecuado y se enrasé con agua
bidestilada. _

Las disoluciones se transfirieron a sus correspondientes
frascos de polietileno y se les afiadieron 10 nl de disolucién
etandlica de SOAF del 0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

Después de una agitacién de 15 minutos, se filtraron las
disoluciones se llenaron las cubetas y se midié su intensidad de
fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: lewe = 405 nm, hew = 515 nm, rendija de
excltacion de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.3 y han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.3.

Tabla 7.3
pH* IFR(%) pH* IFR (%)
3.80 44.2 4.60 66.1
3.90 45.7 4.75 67.5
4.05 48.5 4.85 66.5
4.20 53.0 4.95 62.0
4.30 55.6 .05 53.1
4.50 62.1 5.25 45.2
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Figura n° 7.3. Resina SP C-25-SOAF-Ga(III)
Influencia del pH.

La observacién de la anterior Figura n? 7.3 nos muestra un
estrecho intervalo de pH* <(4.60-4.80) donde la intensidad de
fluorescencia es méxima decreciendo para valores superiores e
inferiores.

Es de resaltar que el intervalo de pH* 6ptimo en fase resina
sufre . un desplazamiento hacia valores superiores respecto al
intervalo propuesto por los diferentes autores (27,51) para el
mismo sistema en disolucién, pagina 401.

Para futuras experiencias se ha elegido el valor 4.70, como
pH* optimo de trabajo. Este se consigue mediante la adicién de 2 mL

de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70.
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Influencia de la Concentracién de la Disolucién Reguladora.-

Una vez establecido el pH* 6ptimo y la disolucién tampon méas
adecuado para el sistema en estudio, se ha estudiado la influencia
gque la concentracién de éste ejerce sobre la intensidad de
fluorescencia del complejo SOAF-Ga(III) en fase resina.

Para ello se preparé una serie de matraces aforados de 500
mL que contenian 1 mlL de disolucién de Ga(IIDD de 10 ppnm
volumenes crecientes de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y
se enrasaron con agua bidestilada.

Las disoluciones se trasvasaron a sus correspondientes
frascos de polietileno y se les afladieron 10 mL de disolucién
etanolica de SOAF del 0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

Tras agitar durante 15 minutos, filtrar y llenar las cubetas
se midié su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de ‘fluorescencia fueron: hasc = 405 nm, lew = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.4 y se

han representado graficamente en la Figura n2.7.4.
Tabla 7.4

Vol. Tampén IFR (%)
(mL)
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Figura n® 7.4. Resina SP C-25-SOAF-Ga(III)

Influencia de la Concentracion de Tampon.

La observacién de la anterior Figura n® 7.4, nos pone de
manifiesto que la intensidad de fluorescencia del sistema en
estudioc se mantiene constante para volumnes de disolucion
reguladora iguales o inferiores a 2 mlL, decreciendo para volumenes
superiores. Por esta razén se ha seleccionado el volumen de 2 ml de

disolucién reguladora para experiencias posteriores.

A
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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 iénico.

- Intensidad de fluorescencia en fase resina.

A continuacién hemos abordado el estudio que la temperatura

ejerce sobre ellos por separado.

Influencia de la Temperatura sobre el proceso de cambio
lénico del sistema SOAF-Ga(III).-

Con objeto de estudiar esta influencia, se preparé una serie
de matraces aforados de 500 mL que contenian 2 mL de disolucién de
Ga(III> de 10 ppm, 2 mL de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70
y agua bidestilada hasta el enrase.

Como era necesario mantener la disolucién a una determinada
temperatura durante todo el proceso y debido a la imposibilidad de
termostatar el agitador por su gran tamafio, fué necesaria la
modificacién del sistema en el sentido de que la agitacién se
realizé en un vaso de precipitados con un agitador magnético
convencional provisto de termostato.

En consecuencia, las disoluciones se transfirieron a un vaso
de precipitados de 1 1litro de capacidad y se afiadieron 10 nL de
disolucién etanélica de SOAF al 0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

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

Una vez transcurrido este tiempo, se filtré la disolucién,
transfiriendose la resina a una cubeta de 1 mm de espesor y se
realizé la medida de su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad

de fluorescencia fueron: hw-c = 405 nm, dew = 515 nm, rendija de
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excitacion de 2.5 nm, rendlja de emisién de 2.5 nm y factor de
sensibilidad 0.3.
En la Tabla 7.5 se recogen los resultados obtenidos que han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.5.

Tabla 7.5

Temperatura (°C) IFR (%)
10 71.4
15 68.5
20 68.4
25 68.6
30 68.5
35 69.6
40 69.4
45 69.2
50 68.5
55 67.9
60 67.3
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Figura n2 7.5. Resina SP C-25-SDAF—Ga<(III)

Influencia de la Temperatura sobre el proceso de cambio iénico.

Como se puede observar en la Figura n2 7.5 no bay un
modificacién apreciable de la intensidad de flucrescencia al ir
aumentando la temperatura a la cual se realiza el proceso de cambio
iénico, por lo que podemos afirmar que en el rango de temperaturas
ensayado el proceso de cambio iénico es practicamente independiente

de la temperatura a la que se realice.
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Influencia de la Temperatura sobre 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
nL, en el gque se introdujeron 2 mlL de disolucién de Ga(III) de 10
ppm, 2 mL de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y se enrasé
con agua bidestilada.

Esta disolucién se tranfirié a un frasco de polietileno de 1
litro de capacidad y se afladieron 10 mL de disoclucién etanélica de
SOAF del 0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

Se sometié a agitacién durante 15 minutos, transcurridos los
cuales, se filtré la disolucién, transfiriendose la resina a la
cubeta y se midié su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: haswxc = 405 nm, lam = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.3 y temperatura variable.

En la Tabla 7.6 se recogen los resultados obtenidos que han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.6.

Tabla 7.6

Temperatura (°C) IFR (%)
10 86.7

12 86.1

15 86.3

17 85.6

20 85.1

22 84.3

25 84.6

30 83.0

35 81.5

40 79.1

45 75.5

50 72.4

55 69.6

.2

.4
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Figura n? 7.6. Resina SP C-25-SOAF-Ga(IID)
Influencia de la temperatura sobre la intensidad de fluorescencia.
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Como puede apreciarse en la Figura n? 7.6, existe un
intervalo de temperatura comprendido entre 10 y 25 °C en el cual la
intensidad de fluorescencia practicamente se mantiene constante,
disminuyendo para valores superiores. Es necesario por tanto que el
sistema se encuentre a una temperatura inferior a los 25 °C antes
de realizar la medida de fluorescencia. Hemos fijado la temperatura
de trabajo en 20 °C, préxima a la ambiental y facilmente alcanzable
mediante el empleo de un termostato.

Asimismo, se ha comprobado que se obtienen los mismos
valores' de intensidad de fluarescencia al enfriar el sistema
previamente calentado.

Este hecho, unido al resultado obtenido en la experiencia
anterior, en la que se observa que el proceso de cambio iénico es
independiente de la temperatura, nos hace pensar que la disminucién
de la intensidad de fluorescencia con la temperatura se deba a que
el principal proceso de desactivacién no radiative éea el de
conversién interna. proceso que es marcadamente dependiente de la

temperatura (80).
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Estabilidad del Complejo fijado en la Resina.~

Se ha establecido la influencia que el tiempo ejerce sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema resina SP C-25-SOAF-Ga(IID)
siguiendoc el procedimientoc operatoric que se describe a
continuacién.

En un matraz aforado de 500 mL se depositaron 1 mlL de
disolucién de Ga(III) de 10 ppm, 2 mlL de disolucién reguladora
Dagnall de pH 4.70 y se enrasé con agua bidestilada. Esta
disolucionse transfirié a un frasco de polietilenc de 1 litro y se
le aﬁadieron 10 mL de disolucién etanélica de SOAF del 0.1 % y 100
mg de resina SP C-25.

Tras agitar la mezcla durante 15 minutos, fitrar y llenar la
cubeta se registré la varilacién de la intensidad de fluorescencia
con el tiempo (este registro lo realiza autométicamente el modelo
de espectrofluorimetro empleado).

Las condiciones operatorias fueron: hswe = 405 nm. hewm = 515
nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de emision de 2.5 nm,
factor de sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 7.7 se recogen los valores obtenidos, tomados del
reglstro grafico realizado por el aparato, y se han representado

graficamente en la Figura n? 7.7.

Tabla 7.7

t (minutos) IFR (%) t (minutos) IFR(%)
6 72.0 46 65.0
11 71.0 51 69.2
16 70.5 56 69.1
21 70.2 61 69.0
26 70.0 66 69.1
31 70.1 71 69.2
36 69.6 90 69.1
41 69. 4 120 69.0
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Figura n2 7.7. Resina SP C-25-SOAF-Ga<(IID)
Influencia del tiempo sobre la intensidad de fluorescencia.

La observacién de la anterior Figura n? 7.7 nos indica que la
intensidad de fluorescencia disminuye 1ligeramente con el tiempo
hasta que transcurren 20 minutos. permaneciendo préacticamente

constante al menos durante dos horas.



422~
Influencia de la Concentraclén de Reactivo (SUAF).—

Una vez determinados el pH* éptimo de trabajo, asi como la
concentracién de la disolucién reguladora mas adecuada, se realizé
el estudio de la influencia que ejerce la concentracién del reactivo
sobre la intensidad de fluorescencia del sistema en estudio.

Para ello, en una serie de 11 matraces aforados de 500 mL se
depositaron 1 mL de disolucién de Ga(IlD) de 10 ppm, 2 mlL de
disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y se enrasaron con agua
bidestilada.

Estas disoluciones se trasvasaron a frascos de polietileno de
1 litro y se les afiadieron las cantidades de etanol del 995 % y
disolucién etandlica de SOAF del 0.1 %, de la forma que se
especifica a continuacién, Tabla 7.8, al objeto de mantener el

porcentaje etandlico del medio y con ello el pH*.

Tabla 7.8
Matraz Vol. Etancl Vol. SOAF

(mlL) (mL)
1 9.5 0.5
2 8.0 1.0
3 8.0 2.0
4 7.0 3.0
5 6.0 4.0
6 5.0 5.0
7 4.0 6.0
8 3.0 7.0
9 2.0 8.0
10 1.0 9.0
11 - 10.0
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A continuacién, se afiadieron a cada una de los frascos 100
mg de resina SP C-25 y se agitaron durante 15 minutos.

Después de filtrar y 1llenar 1las cubetas se midié su
intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias fueron: Xswxe = 405 nm, Xaw = 515
nm, rendija de excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm,
factor de sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 7.9 se muestran los resultados obtenidos que han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.8.

Tabla 7.9

Matraz Vol. SOAF IFR (%)

© 0 N O 0 » W N - O

10
11 10.
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De la observacién de la Figura n2 7.8 puede deducirse que
existe un intervalo (5.0-10.0 nlL) en el cual la intensidad de
fluorescencia no depende practicamente de la concentracién de
reactivo.

Para posteriores experiencias se ha elegido la concentracién
de reactivo correspondiente a la adicién de 10 mL de disolucién

etanélica de éste del 0.1 %, a 500 mL de muestra.

80

; 3 5 7 s; mL SOAF

Figura n? 7.8. Resina SP C-25-SOAF-Ga(IID)
Influencia de la concentracién de reactivo (SOAF).
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Influencia del Tiempo de agitacién de la Resina.—

El estudio consiste en variar el tiempo de agitacién del
sistema en estudio en la botella de polietileno.

A tal fin, se preparé una serie de matraces aforados de 500
mlL en los que se introdujeron 1 ml de disolucién de Ga(IIl) de 10
ppm, 2 mL de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y se
enrasaron con agua bldestilada. »

A continuacién se transvasaron a frascos de polietileno de 1
litro y se les afiadieron 10 mL de disolucién etanélica de SOAF del
0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

Tras agitar con periodos de tiempo crecientes, se filtré, se
llenaron las cubetas y se midié su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: Xaxc = 405 nm, lww = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.10 y han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.9.

Tabla 7.10

t (minutos> IFR (%
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Como podemos observar en la Figura n2 7.9 no existe una
marcada dependencia de la intensidad de fluorescencia con el tiempo
de agitacién, obteniendose valores méximos para la intensidad de
‘fluorescencia cuando el tiempo de agitaciéon esta comprendido entre
los 20 y 25 minutos.

Para sucesivas experiencias se eliglé como tiempo de

agitacion el de 20 minutos.

[FR.(°)

70

60

i . . |
0 10 20 30 40 t(min)

Figura n? 7.9. Resina SP C-25-SOAF-Ga(IID)
Influencia del tiempo de agitacién.
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Influencia del Volumen final de Disoluclén.-

Al objeto de conocer céomo influye el volumen de disolucion a
tomar sobre la intensidad de fluorescencia, Se preparé una serie de
disgluciones que en volumenes crecientes (100 - 1500 mL) contenian
cantidades crecientes de disolucién de Ga(III) de 10 ppm y de
disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 de tal forma que al
completar hasta el wvolumen final con agua bidestilada, 1la
concentracién dé Ga(IIl) fuese siempre la misma e igual a 20 ppb, y
la fuerza ioénica se mantuviese constante.

Las disoluciones se transfirieron a frascos de polietileno de
2 litros y se afladié a cada disclucién la cantidad necesaria de
disolucién etanélica de SOAF del 0.1 % para que la concentracién de
éste fuese constante y el porcentaje etandlico -en todas las
nuestras fuese el mismo.

Asimismo, se afladieron a cada disolucién 100 mg de resina
SP C-25, y tras una agitacién de 20 minutos, se filtraron, se
llenaron las cubetas de medida y se midié su intensidad de
fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron; lesxe = 405 nm, Xaw = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.11 y se

han representado graficamente en la Figura n? 7.10.

Tabla 7.11

Vol. Final Vol. Ga(IID Vol. SOAF Vol. Tampén  IFR(%)

(mL) (ml) (mL) (mL)
100 0.2 2 0.4 49.0
250 0.5 5 1.0 57.4
500 1.0 10 2.0 70.6
750 1.5 15 3.0 73.8
1000 2.0 20 4.0 77.5
1250 2.5 25 5.0 79.3
1500 3.0 30 6.0 81.5
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Como se puede observar en la Figura n? 7.10 se produce un
aumento de la intensidad de fluorescencia al aumentar el volumen
final de disolucién, hasta llegar a un volumen de 1000 mL, a partir
del cual la intensidad de fluorescencia aumenta muy poco tendiendo
a hacerse independiente del volumen.

Este hecho nos hace pensar en la necesidad de realizar el
estudio de optimizacién de las diferentes variables que influyen en

el proceso para cada volumen concreto de disolucién.

80

60
IFR (%)

40

|

0 ! ; L :
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Figura n? 7.10. Resina SP C-25-SOAF-Ga(IID).

Influencia del volumen final de disoluciém.
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Influencla de la Cantidad de Resina.-

La experiencia se 1llevé a cabo preparando una serie de
disoluciones a las que se afiadieron cantidades variables de resina.

Estas disoluciones contenian en un volumen final de 500 mL,
1 mL de disolucién de Ga(III) de 10 ppm, 2 nlL de disolucién
reguladora Dagnall de pH 4.70 y agua bidestilada hasta el volumen
final.

Estas disoluciones se +transfirieron a sus respectivos
frascos de polietileno, afladiendose, a cada una de ellas, 10 mL de
disolucion etandlica de SOAF del 0.1 %. A continuacién se afladieron
cantidades crecientes de resina y tras agitar durante 20 minutos,
se filtraron, se llenaron las cubetas de medida y se midié su
intensidad de fluorescencia.

las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: lewxc = 405 nm, dam = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisiéon de 2.5 nm. factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se han recogido en la Tabla 7.12 y

representado en la Figura n? 7.11.

Tabla 7.12

m (mg) IFR (%)
100 75. 0
150 66.2
200 62.3
300 55. 1
400 52. 0
500 48.4
600 45.2
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Como puede apreciarse al observar la Figura n2 7.11, al
aumentar la cantidad de resina afiadida, disminuye la intensidad de
fluorescencia para 1la concentracién a la que se opera. Como
consecuencia, la cantidad de resina éptima a utilizar debe ser 1la
minima posible. Este valor viene limitado por la cantidad minima
necesaria para el llenado de la cubeta de medida, valor que

nosotros hemos fijado en 100 mg.

60

40
- 20
0 1 ! ] L ] 1
100 200 300 400 500 600
m(mg)

Figura n? 7.11. Resina SP C-25-SDAF-Ga(IID)
Influencia de la cantidad de resina.
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Determinacién del Tiempo de vida media del Estado Excitado.-

Es un hecho bien conocide que la fluorescencia se distingue
experimentalmente de la fosforescencia, por la duracién del tiempo
de vida media del proceso de relajacién. Asi, para la fluorescencia
los valores estan comprendidos entre 10°® y 10°7 segundos,
mientras que para la fosforescencia el intervalo varia entre 10¢ y
107% segundos, generalmente dependiendo de la estructura de 1la
molécula,

51 consideramos la excitacién de una sustancia fluorescente
con un destello de luz de duracién infinitesimal, la variacién del

numerc de moléculas excitadas en el tiempo, viene dado por (87):
dN()/dt = - (¥ + k) N(D

donde: ¥ es la velocidad del proceso de relajacién radiativo.

k es la velocidad del proceso de relajacién no radiative.

Integrando la anterior ecuacién, teniendo en cuenta que para
t =0, N = No queda:

Nt = Ny e v/ 6 I(t) = I, e~ %/
donde v = (¥ + k)" es el tiempo de vida media del estado excitado.

Representando Ln ¥ 6 Ln I (puesto que son proporcicnales)
frente a t se obtiene una linea recta, de pendiente negativa, cuya
pendiente coincide con la inversa de T:

Ln I =1Ln l. - t/r

Para la determinacién experimental del tiempo de vida media
se ha empleado el mismo espectrofluorimetro que hemos utilizado en

experiencias anteriores (PERKIN-ELMER LS 5), aparato provisto de

una lampara de Xénon de baja potencia pulsante.
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~ Lluminiscencia de la muestra

~
~
~

Luminisgcencia “~
de la lémpara 3
de Xenon 7

t (Ensego)

Figura n? 7.12. Diagrama de los fenémenos que tiemen lugar
durante la excitacién de una muestra con una lampara -de
Xénon pulsante.

t : Tiempo de comienzo de la medida.
tg : Tiempo de medida del detector.
tr : Anchura del pico de la lampara de Xénon a intensidad

mitad de la maxima.
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En la Figura n? 7.12 se representa la luminiscencia del
destello de la lampara y la lumiscencia de la muestra. Hemos fijado
el tiempo de vida media del fotomultiplicador en 0.1 milisegundo.

Para medir la luminiscencia de la muestra a distintos
tiempos basta con variar t en el intervalo de 0.01 milisegundo a
varios milisegundos.

la determinacién del tiempo de vida media del estado
excitado la hemos realizado a dos temperatura: 7 y 30 °C.

La muestra se ha preparado operando sobre una disolucién que
en un volumen final de 500 mL contenia 1 nml de disolucién de
Ga(III) de 10 ppm, 2 mL de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70
y agua bidestilada hasta el enrase.

Esta disolucién se transfirié a un frasco de polietileno y se
le affadieron 10 mL de disolucién etanslica de SOAF al 0.1 % y 100
ng de resina SP C-25.

Tras agitar durante 20 minutos, se filtré la disolucién,
transfiriendose la resina a la cubeta de medida, realizandose las
medidas de intensidad de luminiscencia a una law = 515 nm,
excitando a una laxec = 405 nm, siendo las rendijas de excitacién y
emisién de 2.5 nm y el factor de sensibilidad 3.

Los resultados obtenidos se recogen en las Tablas 7.13 y
7.14 y han sido representados graficamente en las Figuras n® 7.13 y
7.14.
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Tabla 7.13
tx10® (s IFR Ln(IFR)
0.01 233.9 5.45
0.02 33.8 3.52
0.03 3.9 1.36
Tabla 7.14
tx10® (s) IFR Ln (IFR)
0.01 226.5 5.42
0.02 31.8 3.46
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Figura n? 7.13. Resina SP C-25-S0AF-Ga(IID
Determinacién del tiempo de vida media del estado excitado a 7 °C.
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Figura n® 7.14. Resina SP C-25-SOAF-Ga(IID
Determinacién del tiempo de vida media del estado excitado a 30 °C.

De las anteriores Figuras n2 7.13 y 7.14 se deducen unos
valores de 1 = 4.9x10-¢ S, en el caso de operar a 7 C, y de 71 =
4.8x107% s, para el caso de operar a 30 °C.

Dado, que, segin los datos determinados con anterioridad
(58, la vida media de la caida del pulso de la lampara de Xénon es
de este orden de magnitud, lo dnico que podemos afirmar en esta
experiencia es que el tiempo de vida media del proceso luminiscente
es inferior a 5x107® s, lo que nos hace pensar que, a las dos
temperaturas de trabajo, se trate de un proceso de fluorescencia y

no de fosforescencia.
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Influencia de 1a Dilucién.—

Se ha establecido operandoc en dos condiciones experimentales

diferentes:

- Manteniendo constantes los volumenes de disolucién de
reactivo (SOAF) y de Ga(III) afladidos.
- Manteniendo constante el volumen de disolucién de Ga(IID)

afiadido.

Influencia de la dilucién para volumenes de reactivo y
Ga(III) constantes.- '

Para su estudio se preparé una serie de matraces aforados de
distinta capacidad (250-1500 mL) que contenian 1 mL de disolucién
de Ga(II) de 10 ppm, cantidades adecuadas de disolucién reguladora
Dagnall de pH 4.70, al objeto de mantener constante la fuerza
iénica, y agua bidestilada hasta el enrase.

Se transfirieron a sus respectivos frascos de polietileno,
afiadiendose 10 mL de disolucién etandlica de SOAF al 0.1 % y 100
ng de resina SP C-25.

Tras agitar durante 20 minutos, filtrar y llenar las cubetas
se midié su intensidad de fluorescencia.

| Las condiciones operatorias para la medida de la intensida
de fluorescencia fueron: he~c = 405 nm, law = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.15 y han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.15.
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Tabla 7.15

Vol. Final Vol. Tampén IFR (%)
(mL) (mL)

0 560\ IOE’D 7500 VimL)

Figura n2 7.15. Resina SP C-25-S0AF-Ga(IID)
Influencia de la dilucién para volumenes de SOAF y Ga(IID)
constantes.
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Influencia de la dilucién para volumen de Ga(IID) constante.-

Para su estudio se preparé una serie de matraces aforados de
distinta capacidad (250-1500 mL) que contenian 1 mL de disolucién
de Ga(III) de 10 ppm, cantidades adecuadas de disolucién reguladora
Dagnall de pH 4.70 al objeto de mantener constante la fuerza iénica
y agua bidestilada hasta el enrase.

Estas disoluciones se transfirieron a sus correspondientes
frascos de polietileno, afiadiendose 1la cantidad necesaria de
disolucién etanélica de SOAF al 0.1 % para que la concentracién
final fuese constante e igual a 9.2x10"% M y 100 mg de resina.

Tras agitar durante 20 minutos, filtrar y llenar las cubetas
se midié su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: awxc = 405 nm, law = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.4 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 7.16 se recogen los resultados obtenidos que han

sido representados graficamente en la Figura n2 7.16.

Tabla 7.16
Vol. Final Vol. Tampdn Vol. SOAF IFR(%)
(mL) (mL) (mL)
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Figura pn2 7.16. Resina SP C-25-SOAF-Ga(III)
Influencia de la dilucién para volumen de Ga(III) constante.

De la observacién de las anteriores Figuras n? 7.15 y 7.16
puede deducirse la existencia de una disminucién brusca de la
intensidad de fluorescencia al diluir.' Estos resultados, junto con
los obtenidos en la experiencia anterior, nos confirma la necesidad

de optimizar todas las variables para cada volumen concreto.
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Recta de Calibrado.-

Teniendo en cuenta 1los resultados aportados por las
experiencias previas de optimizacién se ha establecido la recta de
calibrado para el rango de concentraciones de Ga(III) comprendido
entre 2 y 10 ppb (ug/L), para el cual 1la intensidad de
fluorescencia del sistema en estudio es una funcién lineal de la
concentracién de catién metalico.

Se preparé a tal fin una serie de matraces aforados de 500

nl en los que se introdujeron volumenes crecientes de

disolucién de Ga(III) de 2 ppm, comprendidos entre 05 y 2.5

nL, 2.mL de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y se

enrasé con agua bidestilada.

Las disoluciones se tranfirieron a sus correspondientes

frascos de polietileno de 1 litro de capacidad y se les

afiadieron 10 mL de disolucién etandlica de SOAF del 0.1 % y

100 mg de resina SP C-25.

Se agitaron durante 20 minutos, se filtraron las

disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié su

intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la ﬁ:edida de la intensidad
de fluorescencia fueron: hawe = 405 nm, lew = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factar de
sensibilidad 0.5 y temperatura 20 °C.

Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 7.17 y han sido

representados graficamente en la Figura n? 7.17.

Tabla 7.17
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Como puede observarse en la Figura n? 7.17 existe una buena
linealidad entre la intensidad de fluorescencia y la concentracién
de Ga(IID), en el intervalo de concentracién ensayado.

La ecuacién correspondiente a esta recta de calibrado,

ajustada por minimos cuadrados es:
IFR = 2.68 [Ga(IID] + 25.0

donde la [Ga(IID} viene expresada en ppb.
El coeficiente de correlacién encontrado es 0.999

IFR (%)

50l

T
0 2 4 6 8 10 ppb Ga(lll)

Figura n® 7.17. Resina SP C-25-S0AF-Ga(IID
Recta de calibrado.
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Con objeto de poder comparar la sensibilidad del método en
fase resina y en disolucién, se ha obtenido la recta de calibrado
en disolucién para el rango de concentraciones de Ga(IlID
comprendido entre 8 y 25 ppb (pg/L), siguiendo el procedimiento
operatorio propuesto por Dagnall y col. (27).

La medida de la intensidad de fluorescencia se realizé en las
mismas condiciones experimentales empleadas en la obtencion de la
recta de calibrado en fase resina.

La ecuacién de la recta, ajustada por minimos cuadrados,

resulté ser:
IFR = 0.04 (Ga(IID1 + 2.3

donde la [Ga(III)] viene expresada en ppb.

El coeficiente de correlacién encontradec 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, respecto al que se obtiene en disolucién,
pues como puede observarse la relacién de las pendientes de las

rectas de calibrado es 67.

Pendiente fase resina

Pendiente disolucién



Determinacién de Gad(III).-

La optimizacién de las variables que influyen sobre la
intensidad de fluorescencia del sistema SP C-25-SOAF-Ga(IID)
realizada anteriormente nos ha permitido proponer el siguiente

procedimiento operatorio para la determinacién de este catiém.
Procedimiento operatorio.

Recta de calibrado.- La recta de calibrado se obtiene preparando 5
disoluciones con una concentracién de Ga(III) de 2, 4, 6, 8 y 10
ppb  (pg/L),. para lo cual en matraces aforados de 500 nl se
pipetean 05, 1.0, 1.5, 2.0 y 25 mL de disolucién de Ga(III) de 2
ppm, 2 mL de disolucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y se enrasa
con agua Dbidestilada. Las disoluciones se transfieren a sus
respectivos frascos de polietilieno de 1 litro de capacidad y se
les afiaden 10 mL de disolucién etansélica de SOAF del 0.1 % y 100
ng de resina SP C-25.

Las disoluciones se agitan durante 20 minutos, se filtran y se
llenan las cubetas de medida.

Transcurridos 20 minutos se mide la intensidad de fluorescencia a

una lam = 515 nm, siendo la duwe = 405 nm.

Disolucién  problema.- La disolucién  problema se  prepara
introduciendo en un matraz aforado de 500 mL el volumen necesario
de disolucién problema original como para que la concentracién
final de Ga(III) esté comprendida entre 2 y 10 ppb (ug/L), 2 mL de
disclucién reguladora Dagnall de pH 4.70 y agua bidestilada hasta
el enrase. La disolucién se transfiere a un frasco de polietileno de
1 litro de capacidad y se le afiaden 10 mL de disolucién etansdlica
de SOAF del 0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

La disolucién se agita durante 20 minutos, se filtra y se llena la
cubeta de medida.

Transcurridos 20 minutos se mide la intensidad de fluorescencia en
las mismas condiciones operatorias empleadas en la recta de

calibrado.



Estudio de la Reproducibilidad.-

El protocolo de la aplicacién de la espectrofluorimetria de
cambio 1iénico la podemos esquematizar en las cinco etapas

operatorias siguientes:

A.- Freparacién de la disolucién.
B.- Agitacién.
C.- Filtracién.
D.- Empaquetamiento de la resina.

E.- Medida de la intensidad de fluorescencia.

Es evidente que la incertidumbre de la aplicacién del método
vendra determinada por la incertidumbre de cada una sus etapas. Un
analisis detenido de éstas, nos hace pensar que para un operador
adiestrado, sea la etapa D la que mayor incertidumbre pudiera
introducir. Por ello, hemos creido conveniente establecer antes de
la reproducibilidad del método, la reproducibilidad de esta etapa en

concreto.

Reproducibilidad del Empaquetamiento.-

Para esta experiencia se introdujeron en un matraz aforado de
500 mL 1 mL de disolucién de Ga(III) de 10 ppm, 2 mL de disolucién
reguladora Dagnall de pH 4.70 y agua bidestilada hasta el enrase.

Esta disolucién se transfirié a un frasco de polietileno de 1
litro de capacidad y se afladieron 10 mL de disolucién etanélica de
SOAF al 0.1 % y 200 mg de resina SP C-25.

Tras agitar durante 20 minutos, se filtré la disolucién, se
transfirié la resina a la cubeta de medida y se realizé la medida
de su intensidad de fluorescencia.

El proceso se repite 10 veces, vaciando la cubeta y
volviendola a llenar, con lo cual se determina la reproducibilidad
del empaquetamiento.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.18.



Tabla 7.18
ppb Ga(IID) 1FR(%)
20 63.3
20 62.9
20 64,2
20 64.7
20 63.6
20 62.3
20 63.9
20 61.5
20 63.9
20 62.9
IFR = 63.3
Y-t = 0.95

El valor de ow-1 nos indica, con una certeza del 68 %, que
una medida aislada de la intensidad de fluorescencla se encuentra
comprendida en el intervalo IFR * ¢n.-1, es decir entre 64 y 62
unidades relativas fluorescencia.

Por tanto el error relativo sobre el valor medio sera:

Er = (on-1 / IFR) x 100 = 1.50 %
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Reproducibilidad del método.-

Para esta experiencia se preparé una serie de matraces
aforados de 500 mL en los que se introdujeron 2 mL de disolucién
de Ga(III> de 2 ppm, 2 mL de disolucién reguladora Dagnall de pH
470 y agua bidestilada hasta el enrase. Las disoclucicnes se
transfirieron a sus correspondientes frascos de polietileno de 1
litro de capacidad y se les afiadieron 10 mL de disolucién etanélica
de SOAF del 0.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

Tras agitar durante 20 minutos se filtraron las disoluciones,
se llenaron las cubetas y se mididé su intensidad de fluorescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluorescencia fueron: lexc = 405 nm, la« = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.5 y temperatura 20 °C.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7.19.

Tabla 7.19

ppb Ga(IID) IFR (%)
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El valor de ow-: nos indica, con una probabilidad del 68 %,
que una medida aislada de intensidad de fluorescencia se encuentra
comprendida en el intervalo IFR * ¢..1, es decir entre 46.8 y 45.8.

Por consiguiente el error relativo sobre el valor medio seré:
Er = (ow-1 / IFR) x 100 = 1.30 %

51 el anadlisis es efectuado sobre un nimero "n" de muestras

el Er correspondiente decrece en V n.



Limite de Deteccién.—

Para su establecimiento se ha seguido el criterio de la
I.UP.AC. (81), que ha sido expuesto con anterioridad en esta
Memoria Doctoral.

Al objeto de su determinacién, se preparé una serie de
matraces aforados de 500 nl que contenian 2 ml de disolucién
reguladora Dagnall de pH 4.70 y agua bidestilada hasta el enrase.
Estas disoluciones se transfirieron a sus correspondientes frascos
de polietilenoc de 1 litro de capacidad y se les afladieron 10 mL de
disolucién etandlica de SOAF del ¢.1 % y 100 mg de resina SP C-25.

Tras . agitar durante 20 minutos, se filtraron las
disoluciones, se llenaron las cubetas y se midié su intensidad de
flucrescencia.

Las condiciones operatorias para la medida de la intensidad
de fluprescencia fueron: lesc = 405 nm, daw = 515 nm, rendija de
excitacién de 2.5 nm, rendija de emisién de 2.5 nm, factor de
sensibilidad 0.5 y temperatura 20 °C.

En la Tabla 7.19 se recogen los resultados obtenidos.

Tabla 7.19

Muestra IFRe (%)

W 0 N 3 A e~ WY
s8]
(8]

[ N - I e - B A N o B . A\
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El tratamiento estadistico realizado nos da como valor medio

de la intensidad de fluorescencia del blanca IFRe = 24.8, siendao la

desviacién standard eow-1 = 0.3.

Por tanto, aplicando el criterio de la I.U.P.A.C., el limite de

deteccién sera:

CL = (K 0u-2) / & = (3x0.3) / 2.68 = 0.3 ppb.

S1 la intensidad de fluorescencia de una muestra problema es

IFR > 24.8 + (B3x0.3) = 25.7, podemos afirmar con una certeza del

99.86 % que el Ga(III) esta presente en dicha muestra.
El valor obtenido para el limite de deteccién es del orden de

20 veces menor que el limite de deteccién dado por Dagnall y col.
(27) en el estudio del complejo SOAF-Ga(III) en disolucién.
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Interferencias.-

Se ha estudiado la influencia que 1la presencia de los
cationes extrafios, que en disolucién causan méaxima interferencia
(CodID, CuddD, CrVD), Mo(VI>, Ni(ID, Fe(II) y Al(IID), pagina
401, en la determinacién de Ga(IIl), por el procedimiento aoperatorio
propuesto en fase resina.

Para ello se prepararé una serie de matraces aforados de 500
ml para cada catién extrafio ensayado, que contenian siempre 8 ppb
de Ga(III) y concentraciones crecientes de aquel. Estas disoluciones
fueron tratadas en la misma forma que se indica en el proceso
operatoric, pagina 444.

De la medida de la intensidad de fluorescencia del sistema y
con la ayuda de la recta de calibrado se determiné en cada caso el
error relativo de aquella.

Hemos aceptado como limite de tolerancia para el catién
extrafio, la concentracién de éste que origina un error relativo del
5 %. No interfiriendo por tanto aquellas concentraciones de catién
extrafio que producian un error igual o inferior a ese valor.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.20 y

Figura n2 7.18.

Tabla 7.20
Ién C (pp Camcrrra (ppb) log (C/Caacarrs) BEr (%>
Co(ID 8 - 1.3
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Ién C (pp Camc1izs (ppb) log (C/Cemcizry) Er (%

CudID 8 8 0 - 4.2
80 8 1 - 4.5

200 8 1.4 - 4.7

400 8 1.7 - 4.8

800 8 2 - 4.8

1600 8 2.3 - 11.7

Fi(1D) 8 8 0 - 2.0
80 8 1 - 2.4

400 8 1.7 - 2.6

800 8 2 - 3.3

1600 8 2.3 - 3.8

ALCIID 2 8 - 0. + 2.5
4 8 - 0.3 + 4.8

8 8 0 + 16.5

16 8 0.3 + 61.7

Cr(Iil) 8 8 0 - 2.3
80 8 1 - 2.8

400 8 1.7 - 3.2

800 8 2 - 5.9

1600 8 2.3 - 16.5

Fe(IID) 8 8 0 - 0.1
80 8 1 - 0.8

400 8 1.7 - 11.3

800 8 2 - 30.4

1600 8 2.3 - 37.9
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Ion C (ppb) Camcrzan (ppb) 108 (C/CGn(III)) Er (%)

e e R St e T e o S Rt - = = e = . o ——— —

Cr(VD) 8 8 0 - 0.1
20 8 0.4 - 0.5
40 8 0.7 - 1.6
80 8 1 - 4.2
400 8 1.7 - 28.8
Mo(VI)
8 8 0 - 0.2
80 8 1 - 1.5
400 8 1.7 - 2.0
800 8 2 - 2.5
1600 8 2.3 - 2.9

En la Tabla 7.21 se resumen los datos de tolerancia, para los
distintos iones extrafios, obtenidos a partir de la Figura n2 7.18

caon el criterio adoptado

Tabla 7.21

Co(ID > 1600
Cu(ID 850
Fi(IDD > 1600
Al (IID) 4.3
Cr(IlD 670
Fe(II1D 240
Cr(vD 90

Mo(VD > 1600
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+20_

AL(I1)

+10F

E'r(°/o) 0

log (C/CGaliin)
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-20

Figura n2 7.18. Resina SP C-25-SQAF-Ga(IID)
Interferencias.
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De la observacién de la anterior Tabla 7.21 y Figura n2 7.18,

puede deducirse:

1.- No interfieren en relacién molar ién extrafio/Ga(III) igual
o inferior a 100 los iones: Co(II), Cu(ID), Ni(ID) y Mo(VD).

Es decir 4 de los 7 iones ensayados.

2.~ Presentan interferencia moderada los iones: Fe(IID) y

Cr(VD.

3.~ Causa una gran interferencia 1la presencia del 1ién
Al(III), aunque si la muestra se callenta a 70 °‘C durante
unocs 15 minutos y se vuelve a enfriar a la temperatura de

medida (20 °C) la tolerancia de este catién aumenta a 20 ppb.

4.- Los cationes con caracter paramégnetico interfieren todos

negativamente.






CONCLUSIONES
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CORCLUSIONES

1.- Se han obtenido las bases de Schiff: Saliciliden-o-
aminofenol, 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol, 5-Bromosaliciliden-o-
aminofenol, 5-Hidroxisaliciliden-o-aminofenol, 5S-Metoxisaliciliden-
o-aminofenol, Saliciliden-anilina y Benciliden-o-aminofenol, tomando
como base el método general propuesto por Freeman y Vhite,
mediante condesacién directa de los aldehidos y aminas

correspondientes en medio etanélico.

2.~ Los productos obtenidos han sido identificados, en todos
los casos, mediante Punto de Fusién, Analisis Elemental,
Espectroscopia Infrarroja y Espectrometria de Resonancia Magnética

Nuclear.

3.~ Se han establecido los espectros de absorcién UV-VIS de
las siete bases de Schiff en estudioc en funcién del pH aparente del
medio, comprobandose que excepto el Benclliden-o-aminofenol, que no
presenta actividad oéptica alguna, todos los dema&s reactivos
muestran méximos de absorcién en los intervalos de longitudes de
onda: 322-359 nm y 378-410 nm, segin que el pH del medio sea débil

0 fuertemente basico.

4.~ Mediante la aplicacién de los métodos potenciémetricos
Algebraico Directa, de Bjerrum, de Irving y Rossottli y de
Schwarzenbach, el método espectrofotométrico de Vilson y Lester y
el método espectrofluorimétrico de Schulman y col.,, se han
determinado las diferentes constantes de disociacion acida de estos

compuestos, las cuales se muestran en la siguiente tabla:



Azometina Método pKs pKz pKs pKa
SOAF  Alg, Directo --- 9,09£0,02 11,0240,02 ~—=
Bjerrum - 9,0820,02 11,4540,02 ---
Irving y Rossotti 4,4230,02 9,1710,02 --- ~=-
Yilson y Lester - 9,3410,09 -~- -~-
Schulman y col, - 9,3310,09 -~ -~
5-C1S0AF  Alg, Directo --- 8,2110,04 1},02#0,02 .-
Bjerrum - 8,2220,03  11,4040,03 ---
Irving y Rossotti 4,02:0,01 8, 4340,03 --- -—-
Wilson y Lester --- 8,6310,03 --- ---
Schulman y col, -~ §,4540,05 --- ---
S-BrSOAF  Alg, Directo --- 8,1420,03  11,0310,03 ===
Bierrum --- 9,2220,03  11,45%0,02 ---
Irving y Rossotti 4,4020,02 8,3110,01 - ---
Wilson y Lester --- 8,3310,01 --- -~-
Schulman y col, --- 8,2010,01 --- ~--
5-DHSOAF  Alg, Directo --- 9,6110,03 -—- ---
Bjerrum -—- 9,6810,02 --- -—-
Irving y Rossotti 4,3220,02 9, 6410,03 --- -=-
Schwarzenbach --- --- 11,4580,02  11,8240,03
Wilson y Lester --- 9,7610,07 - 11,5520,03
5-MeDSOAF  Alg, Directo --- 9,1640,03  11,050,03 ---
Bjerrum -—- 9,15%0,06  11,5010,02 -
Irving y Rossotti 4,1820,03  9,2020,01 - -—-
Wilson y Lester -~- 9,4940,05 -=- --=
SA Alg, Directo --- 9,3240,03 --- ---
Irving y Rossotti 4,1820,04 9,4720,05 --- ---
Uilson y Lester --- 9,6210,09 --- -=-
Schulman y col, 9,5910,04 -—- ---
. BOAF  Alg, Directo - 10,9910, 02 --- ---

Irving y Rossotti 4,4820,03 10,85:0,01 -~ -

5~ El estudio del tipo de transiciocnes electrénicas que
tienen lugar en los espectros de absorcién UV-VIS nos pone de
manifiesto que en todos los casos las transiciones electrénicas saon

del tipo n ¥ =»*,
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6.- Se esfudié la reaccionabilidad cualitativa fluorescente de
los productos sintetizados frente a 52 catlones inorganicos en
medio hidroalcohélico al 50 % de etanol (v/v) y diferentes valores
de pH. A excepcion del Benciliden-o-aminofenol que no reacciona con
ninguno de los ilones ensayados, los demas reactivos muestran una
escasa reaccionabilidad pues como maximo el 5-Metoxisaliciliden-o-
aminofenol muestra reaccion positiva frente a siete cationes en
nedio neutro.

La sensibilidad de las reacciones es, en general, notable y
en muchas ocasiones el pD es superior a 6. La méaxima sensibilidad
la originan las reacciones: SOAF-AL(IID (pD=7.3), 5-ClSOAF con
AL(IID(pD=7.3) y con Sc(IID)(pD=6.1), 5-MeOSOAF con In(IID (pD=6.5>
y con Th{IV)>(pD=6.5), y la del SA con Be(II)(pD=6.8).

7.- La comparacion de la reaccionabilidad cualitativa de los
siete reactivos estudiados ha puesto de manifiesto que es necesaria
la presencia de un grupo OH en posiclon ortc en el anillo

salicilico para que estos reactivos actuen como agentes quelantes.

8.~ Se bha realizado el estudio espectrofluorimétrico del
sistema 5-Bromosaliciliden-o-aminofenol-Ga(III). en medic hidro-
alcoholico, estableciendose los espectros de excitacién y emisién
del mismo. Se ha compraobado, asimismo, qué influencia ejerce sobre
la intensidad de fluorescencia del sistema el pH, tiempo,
temperatura, orden de adicién, asi como la concentracién de los

diferentes reactivos.

9.- Utilizando los métodos de Yoe y Jones y de Bent y French
se ha determinado por via espectrofluorimétrica la estequiometria
de los complejos que forma el 5-Bromosaliciliden-o-aminofencl con

el Ga(IID) a pH* = 5.35, resultando ser 2:1 y 1:1 (reactivo:catién).
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10.- Se ha demostrado que existe una relacién lineal entre 1la
intensidad de fluorescencia y la concentracién de Ga(lIl), en el
intervalo de concentraciones comprendido entre 5 y 25 ppb, y
establecido un nuevo método de determinacién espectrofluorimétrica

de trazas de Ga(III) con un error relativo inferior al 1.5 %.

11.- Se ha realizado el estudic espectrofluorimétrico del
sistema 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol-In(III), en medio bhidro-
alcohélico, estableciendose los espectros de excitacién y emisién
del mismo. Se ha comprobado, asimismo, qué influencia ejerce sobre
la intensidad de fluorescencia del sistema el pH, tiempo,
temperatura, orden de adicién, asi como la concentracién de los

diferentes reactivos.

12.- Utilizando el método de Bent y French se ha determinado
por via espectrofluorimétrica la estequiometria del complejo que
forma el 5-Clorosaliciliden-o-aminofenol con el In(III) a pH* =

4.70, resultando ser 2:1 (reactivo:catién).

13- Se ha demostrado que existe relacién lineal entre la
intensidad de fluorescencia y la concentracién de In(IID), en el
intervalo de concentraciones comprendido entre 125 y 75.0 ppb, y
establecido un nuevo método de determinacién espectrofluorimétrica

de trazas de In(III) con un error relativo inferior al 5 %.

14- Se ha realizado el estudioc espectroflucrimétrico del
sistema  Saliciliden-anilina-Be(II), en medio hidroalcohélicao,
estableciendose 1los -espectros de excitacién y emisién y 1la
influencia que sobre la intensidad de fluorescencia del sistema
ejerce el pH, tiempo, temperatura, orden de adicién y concentracién

de los reactivos.

15.~ Utilizando los método de Job y Bent y French se ha
determinado por via espectrofluorimétrica la estequiometria del
complejo que forma la Saliciliden-anilina con el Be(Il) a pH* =

7.20, que resulta ser 2:1 (reactivo:catiénm).



463~

16 ~ Se ha demostrado que exite una relacién lineal entre la
intensidad de fluorescencia y la concentracién de Be(1l), en el
intervalo de concentraciones comprendido entre 1.44 y 18.00 ppb, y
establecido un nuevo método para la determinacion
espectrofluorimétrica de trazas de Be(II) con un error relativo

inferior al 3.5 %.

17.- Se ha realizado el estudio espectrofluorimétrico del
sistema Saliciliden-o-aminofenal-Ga(III) por espectrofluorimetria de
cambio iémico, técnica iniciada y desarrollada en el Departamento
de Quimica Analitica de la Universidad de Granada por F. Capitan y
col., empleando como soporte la resina Sephadex SP C-25. Se han
optimizado las distintas variables que influyen tanto sobre la

fijacién como sobre la intensidad de fluorescencia del sistema.

18.- Se propone un nuevo método para la determinacién de
Ga(IlI> por espectroflucrimetria de cambio iénico en el intervalo de
concentraciones comprendido entre 2 y 10 ppb con un error relativo

infericr al 1.5 %.

19.- Se ha establecido el efecto que la fijacién en fase
resina del complejo SOAF-Ga(III) ejerce sobre la intensidad de
fluorescencia de este sistema. Los datos que muestran este efecto
son:

Limite de deteccién en fase resina: 0.3 ug/L

Limite de deteccién en disolucién : 6.3 pg/L

Sensibilidad en fase resina

Sensibilidad en disolucién

Estos datos nos indican claramente que ademas de ser una
determinacién 67 veces més sensible, la espectrofluoriretria de
canbio 1iénico rebaja un orden de magnitud el Limite de deteccién,

respecto a la fluorimetria convencional en disolucién.



20.- Se ha comprobado que el tiempo de vida media del estado
excitado del sistema en fase resina es inferior a 5x10% s, lo que
nos hace pensar que se trate de un proceso de fluorescencia y no

de fosforescencia.
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