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Injn,,k,cción General

1. OBjETO DEL TRABAJO

El continuocrecimientode la actividad industrial ha modificadonotablementetanto

la vida del hombrecomo su entorno. La presenciaen el medio ambientede contaminantes

con el consiguientepeligro para la salud y efectos nocivos sobre el ecosistema,hace

necesariodisponerde una legislaciónque controlela presenciay concentraciónde distintos

elementos potencialmente interferentes en los efluentes procedentes de diferentes.

industrias.

Por otra parte, numerososprocesosindustrialesy bioteenológicos.requieren un

control riguroso de diversos parámetros que resultan críticos durante las etapasde

producción

12 realizaciónideal deestecontrol hacenecesariodisponerde métodosrápidosque

proporcionenuna sensibilidadadecuaday una selectividadque permita monitorizar “ir

situ” al analito.

Los sensoresópticos en flujo que emplean reactivos inmovilizados proporcionan

una técnicainnovadoraparamonotorizar“in situ” y por lo tanto en tiempo real al analito

de interes,evitandola recogida,manipulacióny almacenamientode la muestra.

Los reactivosinmovilizadosen soportessólidos presentanotrasventajasadicionales

como son aumentonotablede la sensibilidaddebidoa su efecto de concentraral analitoy

un gastomínimo de reactivo.

Paraqueel sensorresulteoperativoesnecesarioque tanto el soportesólido comoel

mecanismode inmovilizacion se seleccionenadecuadamentecon el fin de obtener una

“fase sensible”establey de alta reactividadcon la especieobjetodeestudio.
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El objeto fundamentalde la presentememoriase ha centrado

diferentes“terminalessensibles“a los analitoshierro y aluminio con

los más adecuadospara el desarrollo de sensores,en flujo, de

reflectancia,para ladeterminacióndedichos iones -

en la evaluaciónde

el fin de seleccionar

fluorescenciao de

Los ‘fasessensibles”evaluadasse han modificadobien cambiandoel soportecon el

fin de mejorar sus propiedadesmecánicaso el tiempo de respuestao bien variandoel

reactivocon el fin de mejorar la sensibilidado la selectividaddel mismo.

La falta de selectividadinherentea los métodosespectroscópicosmolecularesse ha

obtenido utilizando en algunos de los sensoreselaboradosun reactivo de origen natural

sintetizadosporbacteriasqueexibenunaalta especifidadhaciael ion hierro (III).

En todos los sensoresdesarrolladossehan seguidola misma sistemáticade trabajo

quepuederesumirseen las siguientespuntos:

¡ .- Construccióndel “terminal sensible”al analito a determinar,lo que suponela selección

del reactivoindicador, del soportesólido y del mecanismode inmovilización

2.- Desarrollode dispositivosde medida necesariospan la cuantificaciónde la propiedad

óptica, fluorescenciay reflectancia,lo que suponeel diseñoy la adaptacionde la célula de:

flujo al equipode medidaempleado.

3.- Carecterizaciónde la fase reactiva con el fin de optimizar las variables físicas o

químicasqueinfluyen en el proceso.

4.- Caracterizacionanalíticadel sensorcon el fin de establecersus parámetrosde calidad:

sensibilidad,límite detección,precisión,selectividady estabilidad.

5.- Por último, aplicación si procedede los sensorescarecterizadosa la determinacionde

los analitosen diversasmuestras.
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2.- PROPIEDADES QUÍMICAS Y ASPECTOS MÁS RELEVANTES
DEL UIERRO Y DEL ALUMINIO.

2.1.- HIERRO

El hierro y algunosde sus mineralesfueron conocidosy utilizadospor el hombre

prehistórico.La “Edad del hierro” que sucedióa la del broncehadejadoconstanciade que

en épocasantiquísimasel hombresupoobtenery forjar el hierro, construyendoutensiliosy

armasde estemetal que han llegadoa nuestrosdías. Así mismo, utilizó ciertos pigmentos

naturales,la mayoríamineralesdc hierro, en ciertaspinturasrupestres.

Actualmente, la producciónde hierro, acerosy ferroaleacioneses un índice del

desarrollo tecnológicode una nación. En los laboratoriosde análisis, el hierro y sus

derivados,constituyequizásel grupodc productosque con mayor frecuencianecesitandcl

análisis, no sólo para fijar la riqueza del mismo en las materias primas y productos

acabados,sino tambiénpara determinarel porcentajede impurificación por este metal,

dadasu abundancia,en numerososproductosnaturales.

En el SistemaPeriódico,el hierro se encuentraen el grupo VIII de transición (1),

junto con el cobalto y el níquel. Tiene una estructuracortical externaque respondea la

expresión 3d6 4~2• Ordinariamentefunciona con los estadosde oxidación (II) y (III)

originandocompuestosferrososy fénicos respectivamente.En condicionesexcepcionales

funcionacomo Fe (IV), muy pocoestable,y como Fe(VI) (ferratos).

El metal puro es blanco plateado, tenaz, dúctil, buen conductor del calor y

susceptiblede imantación. Es estableal aire seco pero se ataca en presencia de aire

húmedoformandoentoncesunacapadeóxido hidratadode color pardorojiza.

En la Figura 1 se representael diagramaE-pH del hierro. El bajo potencial del

sistemaFe(II)/Fe(E0= -0.41 y) en todoel margende pH indicaqueel hierro elementales

bastante reductor y, en consecuencia,fácilmente oxidable. El potencia] del sistema
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Fe(lII)/Fe(Il) es bastanteelevado en medio ácido (E0 0.77 y), pero disminuye al

aumentarel pH, en medio alcalino,el sistemase hacetan reductorqueel Fe(II), estableen

medioácido, esoxidadorápidamenteporel oxígenodisueltoo porel ambiental.

1.2

o.’

04
E

o

— 0.4

— 0.8

Los compuestosde Fe(III) son más abundantese importantesdesdeel punto de

vista analítico que los de Fe(II). El Fe3~ es un catión más ácido que el Fe2~; en

consecuencia,necesitamayor acidezpara su estabilizaciónen medio acuoso.El ión Fe3~

esincoloro, si bien las disolucionesde Fe(III) casi siemprenposeencolor amariflo debido

a las especiesbásicasFe(OH)2~, Fe
2(OHt

4~y Fe(OH)
2~ cuya concentraciónpuedeser

importanteen mediospoco ácidosy puedenprecipitar salesbásicasde color pardo-rojizo

(Figura2.a).

0 2 4 6 8 10 12 14

pH

Figura 1: DiagramaE-pH del hierro. C~ IVM
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El Fe(ll) seríaestableen disoluciónacuosasi seimpidiesesu oxidacióna Fe(I1l). A

pH próximosa 8 precipitael hidróxido Fe(OH)2 y no presentacaracteranfóteromarcado,

si bien en medios muy alcalinosexistenen bajas concentracioneslas especiesaniónicas

FeO2H y FeO<. Tambiénseconocenlas especiesFeOH
4 y Fe(OH)

2(Figura2b.)

pH

6 8 12 12 14

—2

-4
tog~ c

-6

-8

2 6 6 10 12

Fkura2: .a. Diagramalog C-pH pataFe(11l) 10
2M. b. Diagramalog C-pH paraFe(Il) 102M

Hierro comoelementoesencialenciclosbiológicos

El hierro esun inicronutrientenecesarioparael crecimientodel fitoplanetonpor su

importante acción catalítica en la producción de la clorofila. Recientementese ha

consideradola concentraciónde hierro como un factor limitante en la producciónprimaria

en ciertasáreasde los océanos(2-», hipótesis que ha despertadogran interésporel papel

que puede jugar el hierro en la moderacióndel cambio climático global y de ahí la

importanciade su determinaciónen ambientesacuáticos.

E] hierro presenteen los océanosprocedeprincipalmentede la atmósfera(2,), ríos

(4), aguastermales (5) y regeneraciónsedimentariacontinental (6). La eliminación de

hierro se debe principalmentea procesosbiológicos por ser un nutriente de numerosos

microorganismos.La concentraciónde hierro presenteen agua marina (“Cl nM en l.a

superficiede los océanos),aumentacon la profundidad.Existen datossobrela distribución

vertical de hierroen los oceanos(2,7,8) peroesprecisoun estudioprofundosobresu pape]

0 2

—2

—4

tog. C

—6

—8
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en los ciclos biológicos oceanicos,¡a naturalezaquímica y el estadode oxidación de este

elementoen diferentesfases(disuelto o en partículascoloidales).

Las prediccionestermodinámicasindican que virtualmentetodo el hierro contenido

en agua marina (condiciones oxidantes) debería ser Fe(lll) que es insoluble (9). sin

embargoexiste una cantidad de este ión superior a la esperadateniendo en cuenta

únicamentesu solubilidad (2.8, ¡6?). Este hecho puede atribuirse a diferentescausas:

tendenciadel ión férrico a formar partículascoloidalesamorfas, formación de complejos

con ligandosorgánicosy presenciade Fe(Il) disuelto. El Fe(II) esrápidamenteoxidadoa

Fe(Ifl) con un tiempo de vida mediodel orden de unosminutosapH 8.2 (1h13,).

Hierro en el campode la medicina

El concepto actual de la terapéuticapor el hierro empezó en el siglo XVII, al

popularizarseel uso de esteelementoparatratar la enfennedadllamada“clorosis” (anemia

por deficiencia de hierro). La deficiencia en este elementopuededar lugar a serios

problemas.Como es sabido,el átomo de hierro constituyeel núcleode la hemoglobinade

la sangre,por lo que, en ciertosanálisisclínicos,esnecesariasu determinaciónya que una

concentracióninferior a la normal de hemoglobinaen sangre hace que disminuya la

capacidaddel individuo para el cambio de 02 y CO2 en la membranaalveolar de los

pulmonesy en las capascapilaresperiféricas,donde tiene lugar la función respiratoria

interna.

Un enfermopuedetenerdeficienciade hierro y no presentarsíntomasde anemia,

puesno todo el hierrodel organismoestáformandopartede la hemoglobina.Del total de

hierro que existeen el organismo,prácticamentela totalidadestáunidoa las proteínasen

forma de hierro funcional (hemoglobinay enzimascatalasay citocromo),como hierro de

almacenamientoo comohierrode transporte(14). Casi la totalidaddel hierroen sueroestá

unidoa una beta-globulina,la transferrina,en formade un complejoFe(III)-proteína (15)

pero sólo un porción de la moléculade estaproteínaestásaturadacon hierro. La cantidad

de hierro que puede fijar la transfen-inacuando se encuentratotalmente saturadase

denominacapacidadtotal de fijación de hierro. El restoestáconjugadoa los aminoácidos

libres (16).



7
Iniroducción Genenil

No es posiblediagnosticarla causade una deficienciacrónica de hierro o de una

anemiasólo a partir del nivel del hierro sérico, tambiénsenecesitala determinaciónde la

capacidadtotal de fijación de hierro. Mediante la determinaciónde hierro en suero se

podríadetectarestadeficienciadel metal antesde que aparezcala anemia.El primer paso

en el análisis espectrofotométricodel hierro sérico consisteen la ruptura del complejo

existenteentreel hierroy la proteínacon la que estácombinado,mediantela acciónde un

ácido. Puedenseguirseentoncestres vías: a) eliminaciónde las proteínasporprecipitación

con ácidotricloroacético,b) establecimientode unascondicionestalesquepermitanque las

proteínassigan en disolución sin interferir con el análisis subsiguientey c) en los analisis

automatizados,diálisis del hierro quelo separade las proteínas.

El hierro es tóxico cuandosu concentraciónen suerosuperala capacidadtotal de

fijación de hierro. Los síntomasmás comunesde intoxicación por hierro son vómitos,,

dolor abdominal, cefaleay diarrea, si bien la ingestión de menos de 35 mg de hierro

elementalpor Kg de pesocorporal no produceintoxicaciónsignificativa.

Problemtit¡ca detenninación de hierro.

Gran parte de los trabajos existentesen la bibliografía refleja las dificultades

encontradasen la determinaciónde esteelemento.La biogeoquimicamarinadel hierro es

complicadadebido a los procesosredox, la baja solubilidad y la participación de este

elementoen los ciclosbiológicos. Conocerla distribucióny el comportamientodel hierro

en aguasnaturalesesdifícil debidoa los nivelesde concentracióntan bajosy a la frecuente

contaminaciónporpartede los reactivosy material utilizado.

El hierro ha sido determinadofotométricamenteen aguas naturalespor vanos

autores (17-19) Normalmentese necesitanprocedimientosde preconcentración(20.21)

para la determinación de hierro en ambientes marinos por los bajos niveles de

concentración(normalmenteng/mí). Estos métodosnormalmentealargan el tiempo de

análisispudiendoalterarselos contenidosde Fe(III) y Fe(lI) porel oxígenoatmosféricoen

el transcursodel análisis. Entre ellos se ha descrito la determinaciónde hierro por

preconcentracióny posterior detecciónquimioluminiscente(22). La determinación de

hierroha sido llevadaa caboen un sistemade análisispor inyecciónen flujo (23)
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Existen muchosmétodosdisponiblesparadeterminarla concentraciónde hierro en

suerosiendola detecciónespectrofotométricael másempleadodadoque existennumerosos

compuestosque forman complejoscoloreadostanto con el Fe(1I) como con el Fe(HI), a

continuaciónenumeramoslos máscomúnmenteempleados.

El reactivo tiocianatoforma un complejo de color rojo con el Fe(I1I). El método

que empleaestareacciónes simple, rápido y aplicablea disolucionesfuertementeácidas.

El sistema no cumple perfectamentela ley de Beer y la longitud de onda de medida

dependede la concentraciónde tiocianato. El métodoseusanormalmenteentre1-10 mg/l.

Generalmentese prefierenreactivosque complejanal Fe(II) por presentarmenores

interferencias que los que reaccionancon el Fe(111). Todos los métodos para la

determinaciónde hierro basadosen reactivosque complejanFe(Tl) tienen en común una

reacciónen la queque el hierro férricoFe(1II), esreducidoa Fe(fl) mediantela adición de

un agentereductorcomohidrazina, ácidoascórbico,o hidroxilamina. Lina vez producida

la reducciónse empleaun agentecromogénicoque forma un complejocoloreadocon el ión

ferroso.

Fe3~ Fe24

Fe2t + agentecomplejantecromogénico Complejocoloreado.

l.os agentescomplejantesdel ión ferrosomásutilizados son reactivo FerroZine3-

(2-piridil)-5,6bis(4-ácidofenilsulfónico)-l,2,4-triazinaque forma un complejo de color

magenta, 1-10 fenantrolina reacciona formando un complejo naranja-rojizo,

mercaptoacetado,tripiridiltriazina, batofenantrolinentrey derivadosde la ferroina entre

otros.

Las característicasde los métodos espectrofotométricosmás utilizados para l.a

determinaciónde hierroen suero(24)sereflejaen la tabla 1.

Aunque parecería lógico esperar que la absorción atómica se popularizara

rápidamentepara la determinaciónde hierro en suero no ha sido así. Esta técnica

proporcionaresultadosde poca fiabilidad en la determinacióndirecta del hierro sérico a

concentracionesbajas, a causade las limitaciones de sensibilidad, interferenciasde las

matricese incapacidadde la absorciónatomicaparadistinguir el hierro hemoglobínicodel
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hierro de transporte.La extraccióndel hierro queladocon metil-isobutil--cetonalograba

mejorarlos resultados.

Actualmente se encuentraen el comercio un instrumento, el FerroChem3050

(EnvironmentalScienciesAssociatesCompany,ESA, Bedford, MA) en el cual la medición

automatizadadel hierro séricosebasaen principiosculombimétricos(25).

Tabla 1. Característicasanalíticasde los métodosespectrofotométricosmás frecuentespara la determinación
dehierrosérico.

Método Intervalo linealidad Predsién Inteiferenelas

1-10 Fenantrolina 0.4 -- 13 ppxn 3 % Cu > 1 ppm.
AEDT, Citrato

Ferrozine 0.4 -- 1.6 ppm 6-7 % Cu > 1 ppm
AEDT,Citrato

2.2.- ALUMINIO

El aluminio es el elemento más abundante(7%) y difundido en los 19 Km

exterioresde la corteza terrestre. Aunque jamás se encuentranativo, sus mineralesse

cuentanpor centenares,desdelos numerosossilicatos naturales(feldespatoy mica) y sus

productos de descomposición geológica (caolines y arcillas) hasta los minerales

considerados como menas para la obtención del metal (bauxita y criolita

fundamentalmente).

Es un metal de color blancoargenteo,tenaz,dúctil y maleable,buen conductordel

calory la electricidad;perteneceal grupoIII a de la tablaperiódicay tiene una estructura

cortical, 2p6 3~2 13p’ (1) Contrariamentea lo quecabríaesperarpor su caracterreductor(E0

Al3±/AlO=z~1.66y) no sealterapor el aguani porel aire húmedoy resistefuertementela
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corrosióndebidoal fenómenode pasivación(formación de una pequeñacapade óxido que

protegeal metal y evitaque la oxidaciónprosiga).

En sus compuestosel aluminio actúa exclusivamentecon el grado de oxidación

(III). El catión Al3t es incoloro y tiene un comportamiento analítico ácido-base

representadoen el diagramalgC--pH. Estediagramaesuno de los posiblesya que existen

bastantesvariedadesde óxido de aluminio con solubilidadesligeramentediferentes(Figura

3).

pH

0 2 4 6 8 10 12 14

4

6

8

Figura 3.: DiagramalogC-pH paraA1(III) 10-2 M.

En medios ácidos predominael catión Al3~ que coexiste con cationes básicos.,

AlOH2~ y Al(OH)2’ fundamentalmente(las lineascorrespondientesa las formasAl(OH)2~

y AI(OH)
3 sc han trazado discontinuaspor no conocersecon exactitud sus constantes).

Estasespeciesbásicasson las causantesde que precipiten, antesque el hidróxido, sales

básicasde aluminio. A pH próximo a 3.5 precipita el óxido hidratado (comúnmente

denominado hidróxido) que se redisuelve en medio fuertemente alcalino, pH 12.5,

originandoel ión aluminatoAlO;.

Un elevadoporcentajede los materialesmetálicosempleadosactualmentetanto en

aplicacionesestructuralescomoen piezasde tecnologíaavanzaday en aeronáuticaemplean

Al 02

Al <OH >3

9.
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aluminio o sus aleaciones(26). La principal causade este hechoes el caracterde metal

ligero (d=2.699 gr/cm3 a 200C) del aluminio, que lleva a reduccionesde peso

considerablesen dichas piezas, junto con sus excelentespropiedadesmecánicasy de

resistenciafrenteal ataqueporcorrosión.

Todasestaspropiedadesse ven modificadasen mayor o menorgradoy en distinte’

sentido por la presenciade elementosaleantes,que pueden hacer notar su influencia

incluso en concentracionesdel orden de trazas. En general, la adición de aleantesal

aluminiopretendeelevarsu resistenciamecánicalograndolaapariciónde fasesque,por su

naturalezay morfología modifican las propiedadesdel sistema;esel casopor ejemplode

los duraluminiosen los que la presenciade cobre en unasdeterminadasconcentraciones

lleva a la apariciónde inclusionespor tratamientotérmico,o, simplemente,envejecimiento

natural.

En cuantoa la influenciade aleantesfrentea la corrosión, hay que teneren cuenta

que el aluminio puro esun metai de buenascaracterísticasen estesentido,pasivándosepor

formación de una capa de A1
203 muy adherentey protectora. Los aleantestienden a

mejorarproblemascomo los derivadosdel ataquepor picadura,consecuenciade la rotuni

de la capapasiva.

Otras vecesel aluminio se empleacomoaleantede otros metalespara mejorar su

resistenciaa la corrosión, siendo esteefecto importanteen aleacionescon contenido de

aluminio en el intervalo0.20-0.30%.

Aluminio en los seresvivos.

Los iones metálicosen generalno son capacesde atravesarlas membranaslipídicas

del organismo(“interfase”),perosi reaccionancon diversosligandos(ácidoscarboxiicos,

aminoácidos...)pasana serbiodisponiblespor el mismo. El Al
3~ es un ión de muy baja

biodisponibilidadno siendoprácticamenteabsorbidopor las paredesintestinales.Sólo una

pequeñafracción se absorbepor un mecanismohasta ahora desconocido,pasandoal

torrentecirculatorio, esta fracción es rápidamenteeliminadapor el riñón sano. De esta

forma el aluminio no es “bioacumulado” por el organismo sano y por ello se le ha

consideradohastalos años70 comoun elementono tóxico.
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Ahora bien, cuando las defensasdel organismo son “engañadas”por ejemplo:

inyectandoaluminiodirectamenteal torrentecirculatorio o bien estándeterioradascomoen

enfermoscon insuficiencia renal, esteelementopasaa representarrápidamenteuna sena

amenazaparalos procesosmetabólicosllegandoa sernotoriamentetóxico.

A principios de los años 60, cuandocomenzarona utilizarse equipos para el

tratamientode riñón artificial, se emplearoncon aguadel grifo. Estetratamientocondujoa

quesi bien los resultadosinmediatoseranbuenos,los pacientessometidosa un tratamiento

prolongado sufrían el síndrome llamado “demencia de diálisis” (27). Alfrey y

colaboradores(28) en 1976 propusier¿nque estesíndromese debíaa la acumulaciónde

aluminio procedentedel aguaempleada.Los síntomasde la “demenciade diálisis” son:

dificultad en el habla, cambios de personalidad,convulsiones,pudiéndoseoriginar la

muertedel paciente.

Por estemotivo los líquidos de diálisis son ahoratratadosparaeliminaro al menos

reduciral mínimo el contenidode aluminio. El principal esfuerzoestáaplicadoa sondear

el agua, la cual estásujetaa una serie de procesosde filtraciones, de ósmosisinversay

cambio iónico que reducenenormementelos nivelesde aluminio. La cantidaddeseadade

esteelementoen líquidos de diálisis seríainferior a 30 pg/l; idealmentedeberíasermenor

de lOgg/l (29v.

Pero el aluminio no sólo penetraen el organismopor el agua o los líquidos de

diálisis, existenotras posiblesvías a travésde las cualesel aluminio puedeentraren los

sereshumanos,estasvías son: a) el medioambientey b) la dieta alimenticia(en especial

poraditivos en comidasy bebidas)y los medicamentos(antiácidos,antidiarreicos,etc).

Esta abundanciade fuentes de penetraciónde aluminio en el cuerpo hace que

personascon insuficienciarenal deban someterseperiódicamentea controlesde los niveles

de aluminio en suero, no permitiéndosecontenidossuperioresa 10 ng/ml (2 ng/ml en

personassanas).
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Problemática en la determinación de aluminio.

La determinación de aluminio a bajos niveles de concentraciónen muestras

biológicaso en otro tipo de muestrasconlíevael enfrentarsea una seriede problemas.Los

más importantessonla contaminacióny la sensibilidad.

El primer problema,bien conocidopor todos,que se planteaal analizaraluminio es

la facilidaddecontaminaciónde las muestrasdurantetodaslas etapasdel análisis, desdela

tomade muestray almacenamiento,a la manipulaciónen los procedimientosque preceden

a la introducciónde la muestraen el sistemade medida.

El polvo atmosférico,el aguautilizada, los reactivos, los materialesde laboratorio

son fuentesimportantesde contaminación,especialmente,los recipientesde vidrio. Es

recomendablea la hora de analizaraluminio usar cuarzo o material de plástico como:

policarbonato,polipropilenoy teflón. Todos los materialesusadosdebenestarlavadoscon

ácido nítrico, de alta pureza,al 30% en aguadesionizada,en el momentode usarlos(30).

Debemencionarseque el ácidonítrico suprapur,se vendeen botellasde vidrio y esto a la

largapuedecontaminarlo.Es aconsejabletrabajarcon reactivospurificados.

El segundoproblemaderiva de la extremadabaja concentraciónque se requiere

determinaren muchos casoslo que conlíeva el empleo de técnicasde alta sensibilidad

como absorción atómica con atomización electrotérmica (GFAAS), espectrometríade

emisión de plasma con acoplamientoinductivo (ICP-AES) entre las atómicas o la

espectrofluorimetríaentrelas técnicasmoleculares.
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3. SENSORESQUÍMICOS DE NATURALEZA ÓPTICA

3.1. DEFINICIÓN Y CLASIFICACIÓN DE SENSORES.

El incrementode la actividadindustrial ha modificadonotablementetanto el modo

de vivir del hombrecomo las cualidadesdel entornodondedesarrollasus actividades.Esta

interacciónrecíprocahombre-medioambienteejerceun notable efecto sobrela calidad de

vida del hombrepor lo que en los últimos años la población ha experimentadouna

progresivaconcienciaciónsobrela importanciade la calidad del medio ambiente(agua,

sueloy aire) que ha llevadoa la elaboraciónen todo el mundode programasde protección

medioambientalasícomo la reglamentaciónde nivelesmáximos permisiblesde compuestos

o elementospotencialmentecontaminantes.Esto ha llevado a acuerdosinternacionales

sobre el control de emisión de clorofluorocarbonosy ácidos, entre otros muchos

contaminantes,a la atmósfera. Esta situación ha ampliado notablementelos campos

tradicionalesde análisis de control incluyendo ahora zonas de alto riesgo y residuos;

peligrosos.

La necesidadde obtenciónrápidade datose incluso la opción de seguimientoen

continuo de un gran númerode compuestosde interésen diferentesemplazamientoshace

inoperanteel análisisquímico tradicional que conlíevaproblemasde obtenciónde muestra

representativastransportede las mismasal laboratorio,su posterioranálisis y tratamiento

de datos. Ello consumeun tiempo excesivo. Se trata pues,de cambiarla filosofía del

análisis, posibilitar las medidas“in situ”, en tiemporeal y “on-line” en la misma línea de

producciónde procesosindustriales. Estos antecedenteshan sido propicios para el gran

incrementoexperimentadoen los últimos añosde una técnicarelativamentenuevacomo

son los sensoresde naturalezaópticacon fibra ópticaque en su filosofía incluyen todas las

característicasque necesitaactualmentelos métodosde análisis, medidas“in situ”, en

tiemporeal, y multideterminacionesfavoreciendode estamanerael costede análisis.

La definición más generalizadade un sensor es la siguiente: “sensor es un

instrumentocapazde registrar de forma continuay reversibleun parámetroffsico (sensar
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fisico) o la concentraciónde ¡ma especiequímica <‘sensorquímico,). “(31). El sensorpuede

ser clasificadocomo biosensorsi la especiedetectadaes una especiebioquímica o si la

reacciónen que estábasadaesbioquímica (32,). En algunoscasosse considerantambién

sensoresa ciertosdiseñosque no son capacesde medir de forma continuala concentración

de ciertas especies,o que sólo permiten una determinación.Otros autoresdenominana

estosdispositivos“sondas” (31), pero nosotrosmantendremospara ellos la nomenclatura

de sensoresde acuerdocon aquellosautoresque los han diseñado.

Un sensorquímicoquerespondaaunaespeciequímicaconcretaconstabásicamente

de dos partes (33) según se refleja en la Figura 4, una zona química que sirve de

reconocimientoe interaccióncon la especiede interés,responsablede un cambioya sea

físico o químico del sistemacuya intensidadesta relacionadacon la concentracióndel

analito y un transductorfísico, es decir, una zona de medidaen la que dicho cambioes

transformadoen unaseñal analíticasusceptiblede sermedida.

SENSOR (BIO >QUIMICO

ANA flC —

3
E ____

— —

MUESTRA ZONA TRANSDUCTOR ELECXRONICA

QUIMICA

Figura4. Partesde un sensor
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En la zona de reconocimiento, la información química relativa al analito se

transformaen informaciónfísica (se generauna señalóptica, eléctrica,etc) que esrecogida

por un transductorapropiadoque la transformaen una señal medible.

Los sensoresquímicosde fibra óptica se denominanoptrodos <‘34,) u optodos <‘35,>

por proporcionarseñal óptica en lugar de eléctrica (electrodo),o bien sensoresópticos,

Son numerosaslas revisionesy los libros publicadosen los últimos añosque recogenlas

principales características,ventajas y perspectivasde estos dispositivos así como los

diversoscamposde aplicacióny situación comercialde los mismos <‘36-40,).

La complejidadde los sensoresópticos puedevariar considerablementeen función

de los requisitosimpuestossegúnlos objetivosa cumplir. La enormevariedadexistentede

los mismos hacedifícil realizaruna única clasificación. A continuaciónse exponenlas

clasificacionesutilizadascomúnmenteen el campode sensores.

*•~ En función de la naturalezadel analitosepuedendividir en:

- Sensoresqwmicos: son aquéllos que respondena una especie panicular o

compuesto.En este grupo se incluyen los sensoresde pH, iones, gases,y como grupo’

especiallos biosensores.

- Sensoresffsicos: son sensiblesa variacionesde parámetrosfísicos tales como

temperatura,presión, tamañodepartículaetc.

*•~ Atendiendoa la naturaleza del transductor, los sensorespara especiesquímicas se

puedenclasificar (33)en:

- Electroquímicos: miden cambios en alguna propiedad eléctrica del sistema

(potencial, intensidad de corriente, conductividad, etc) la cual es función de la

concentracióndel analito.

- Opricos: responden a cambios en alguna propiedad óptica (absorbancia,

reflectancia,luminiscencia)del sistemarelacionadacon la concentraciónde la especiea

cuantificar.
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- Térmicos: se cuantificancaloresde reacción.

- Piezoeléctricos:se midencambiosde masa,viscosidad,etc.

½En función del tipo de interacción con el analito sepuedenclasificar en:

- sensoresreversibles:cuandola fase reactivano se consumedurantesu interacción

con el analito.

- sensoresirreversibles: cuandoexisteconsumode la fase reactiva.Estos sensores

puedensubdividirseen regenerablesy no regenerables,segúnque puedao no recuperarse

su estadooriginal para realizar una nuevamedida tras su tratamientocon un reactivo

adecuado.

t- Según el terminal sensible y la función que ejerce la fibra Boisdé clasifica los

sensoresen (41):

- sensoresu optadosactivos(intrínsecos)en los que las propiedadesde la fibra se

modifican por la acción de la zona externa que rodea a la misma. Los principales

parámetrosque se ven afectadosen la fibra son: tiempode propagaciónde la luz a través

de la fibra, potenciaóptica transmitidapor la fibra, distribución de la potenciaóptica en

vanos modos de propagación,estadode polarización de la radiacióntransmitida por la

fibra, la radiacióndispersadadesdeel materialdel núcleo de la fibra, luz generadaen la

fibra debido a interaccionesfísicas. Este tipo de sensoresson muy poco empleadoscomo

sensoresquímicos,si bien son de usogeneralen el áreade sensoresfísicos ( determinación

de presión y temperatura).Dentro de los sensoresquímicos intrínsecosse englobanlos

sensoresde ondaevanescente.

- sensoresu optodossemiactivos en los que la variación en la señalóptica medida

se debea una reacciónquímica que se produceentre el medio circundante(donde se

encuentrael analito) y un reactivoespecíficocolocadoen el terminalde la fibra óptica.

- sensoresu optadospasivos(extrínsecos),en los cualesla fibra óptica esuna mera

guíade la radiación.La señalópticamedidaprovienede unapropiedadnaturaldel medioy

la fibra óptica solo sirve paratransportarla señalhastael detectorsin tomar“parte activa”
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en este proceso. Son los más fáciles de realizar,por ello son los más utilizados en la

mayoríade lasaplicacionesindustriales.

* Los sensorespueden medir diferentes propiedades ópticas y por ello se pueden

clasificar en sensoresde:

- absorbancia

- reflectancia

-- ]wrnn¡scencia

a> de fluorescencia

b) de quimioluminiscencia

c) de fosforescencia

- dispersionde la radiaciónRaman

indicede refracción

½Según la forma externa (configuración) los sensorespuedenser (42*

- sensorestjpo sonda: que puedenserutilizados tanto en modo continuocomo en

modo discontinuo o discreto. Necesitan una conexión entre el detectory el terminal

sensibleen contactocon la muestra,estaconexiónpuedeseróptica (lo más frecuenteesun

cablede fibra óptica) o conexióneléctrica(electrodosenzimáticoso electrodosmodificados

químicamente).

- sensorestipo célula de flujo: que únicamentepueden ser utilizados en modo

continuo. Su principal característicaes que la fase sensorase disponeen el sistema de

detección,es decir, los procesosde reacción/retención(sobrela fasereactiva)y detección

son simultáneos.Este tipo de sensoressegúnquedareflejado en la figura 5 puedeo no

disponerde fibra óptica.

Los sensoresdesarrolladosen esta meinoña correspondensegún esta última

clasificacióna senso¡rs<¡pOcos dr célula de flujo porello seestudiaráncon másdetalle

en el apartado1.3.2.2.
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TIPO “SONDA”

FIBRA ____

OPTICA 1J ¡~

FASE

SENSORA

TIPO

DE FLUjO” r

CELULA

DE FLUJO
‘~Muestra

Muestra

<Iii

Muestra

modo

Ni

“CE LIRA

FLUJO

Muestra
)

y>

Figura 5. Clasificacióndelos sensoresópticosen función desu forma externa
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~.- Segúnsu complejidad y evolución pueden distinguirse (40*

- sensoresdc primera generación:correspondena estetipo aquellossensoresque:

detectanun analito graciasa que ésteposeealgunacaracterísticaóptica susceptiblede ser

medidadirectamente,porejemplo un sensorde naturalezaópticaparaestudiarla presencia

de ión uranilo (fluorescente)en aguassubterráneaslo constituyeun hazde fibras ópticas

que conducenradiaciónprocedentede un láserhaciaesteanalito y la luz emitida por éste

hacia e] detector.Estossensorescarecende termina] sensible

- sensoresde segundageneración:puestoque la inmensamayoría de analitosde

interésno poseenen si mismospropiedadessusceptiblesdemedidase necesitaun terminal

sensiblea dicho analito. Se detectaen estecasoel cambiode propiedadexistenteen dicho

terminalcomoconsecuenciade la reaccióno interaccióndel analito con el compuestoque

existeen el termina! sensible.Ejemplostípicos son sensoresde pH con indicadoresácido-

baseen el extremode la fibra óptica.

- .sensoresde tercera generación:suponeel gradomáximo de dificultad tanto en la

instrumentacióncomo en el fundamentobásico, puestoque incluye más de una reacción,

generalmenteuna de ellas implica la producciónde un compuestoque será detectadoa

través de una segundareacción. Supone estecaso una determinaciónde tipo indirecto

puestoque la señal analíticano es generadadirectamentepor la especiede interés. Este

tipo de sensoreses aplicadogeneralmentecon biomoléculas.La determinaciónde glucosa

mediante la medida del oxígeno consumidoen su oxidación enzimáticaconstituye un

ejemplode estetipo de sensores

El tiempode respuestadel sensor,comoera deespera,aumentaal incrementarla

complejidaddel mismo, siendo máximopara sensoresde tercerageneracióny mínimo en

los deprimerageneración.La figura 6 muestrade formaesquemáticaestaclasificación.
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TRANSDUOTOR

ANALITO

ib) ANALITO

— TAANBDUOTOR ~ SISTEMA 4’—ANALITC
DIOREACTIVO

(a) SEÑAL

SEÑAL

SEÑAL .<—

Figura 6: Representación esquemática de la obtención de información óptica en sensores de primera, seguna y
tercera generacion.

3.2. FASESSÓLIDAS EN SISTEMAS EN FLUJO.

La introducción de fasessólidasen los sitemas en flujo tradicionales proporciona

un incrementode sensibilidadcomoconsecuenciade la posibilidadde preconcentración

del analitosobrela interfasesólida y/o una disminución de la dilución (43) y en algunos

casosun incrementodeselectividad.

La fase sólidapuedeformarsea lo largo del flujo como resultadode una reacción

química (precipitación) o sobre una superficie sólida como resultadode una reacción
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electroquímica(técnicasde stripping), o bien puededisponersela fase sólida en diversas

posicionesde un sistema de inyección en flujo según se indica en la figura 7. Si la

detección se produce sobre la misma fase sólida nos encontraremosante sistemas

simultáneosde reacción/deteccióno retención/detección.En la fase sólida puedeestar

inmovilizado alguno/sde los componentesde la reacción(reactivo, productode reacción,

catalizador...).

FASE SOLIDA

M

p —‘i 1 ~VV”— o

6 y R

w

Figura 7: Diferentesposicionesde fasessólidasen un sistemaen flujo.

Los sistemasen flujo continuoque incluyen fasessólido-líquidopuedenclasificarse

en función del momentoen que se realicela deteccionen:

Retención y posterior detección, es decir, tras la etapa de

retención/preconcentración,el analito es arrastradode la fase sólida, empaquetadaen

pequeñascolumnas,por mediodel eluyente,haciael sistemadedeteccion.

Integración del proceso de retención y detección: La fase sólida sensora

empaquetadaen células de flujo se sitúa en el detector siendo posible ademásde la

preconcentracióndel analito la deteccióndel mismo sobre la misma fase reactiva sin

necesidadde elución por lo que ésteno sufredispersiónen el sistemade flujo.
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3.2.1.FASES SÓLIDAS NO INTEGRADAS EN EL SISTEMA DE DETECCIÓN.

Existen numerosostrabajos en la bibliografía que utilizan sistemasen flujo en

combinacióncon gran variedadde fasessólidaspreviamentea la deteccióncon diferentes

finalidades,generalmentemejorarlas característicasanalíticas.

Son posibles diferentes vías para llevar a cabo la preconcenlnción y

consecuentementeun aumento de sensibilidad (43). En primer lugar es posible e]

acoplamientode una unidadde separaciónconvencionalcomo minicolumnaso formación

de un precipitado.

La utilización de minicolumnaspara la preconcentracióndel analito conlíeva la

reacciónde éstecon el reactivoadecuadoque se encuentrasoportadoen la columna. La

disposiciónde estaminicolumnadentrode un sistemaen flujo puedeser variable (en el

buclede inyección, entreel sistemade inyeccióny de deteccióno en el flujo de muestra).,

Los materiales de relleno utilizados en las minicolumnas son muy diversos, en la

bibliografía hay descritas columnas rellenas con material adsobentecomo C18 (44>,

alúmina <‘45.46), sílice, e intercambiadorescomerciales(47,) o preparadospor activación

de un soporteinerte con una moléculaquelatante(48).

Normalmente este tipo de minicolumnas se utilizan para preconcentracióny

posterior detección de la muestrapor espectrometríaatómica, ya sea de emisión por

plasma (ICP) o espectrometría de absorción atómica (AA). Recientementeseha publicado

una revisión de este acoplamiento (49,). Atienza y colaboradores han revisado

exhaustivamente métodos que utilizan sistemas de flujo con minicolumnas

preconcentradorasy diferentes sistemasde detecciónpara la determinaciónen aguas

naturalestanto de compuestosorgánicosy aniones(50)como de cationes <‘5~).

La formaciónin situ de un vrecivitadoy su retenciónen un filtro esotra vía con la

que se han conseguidofactoresde preconcentraciónelevadostanto en determinaciones

directascomo indirectasde especiesindividualeso en multideterminaciones(52). Kuban

(53) ha hecho una revisión muy completade las técnicasde precipitacióncontinuacon/sin

posteriorredisolución del precipitadoen análisis por inyecci6n en flujo y su eficaciaen



24
Introducción General

separacionesy preconcentracionesde varias clasesde analitos(anionesinorgánicos,iones

metálicosy compuestosorgánicos)en matricesacuáticas.

Otra manerade aumentarla sensibilidaden un sistemaen flujo, especialmenteFíA

graciasa la introducciónde interfasessólidas, se debea la disminuciónde ¡a dilución por

el empleotanto de reactivoscomo de catalizadoressólidos qóe puedenempaquetarseen

minicolumnas (reactoresredox o enzimáticos) o en membranas. El empleo de estos

reactivos sólidos se ha utilizado con dos propósitos:convertir el analito en una especie

adecuadapara su posteriorreaccióno generar“in situ” reactivosque son inestablesy por

lo tantodifícil de manipular.

Los primeros “reactoressólidos“, utilizadosen un sistemaFíA fueron los reactores

tipo redox, con ellosha sido posiblela determinaciónde nitrato previa reduccióna nitrito

con panículasde cinc empaquetadasen un reactor <‘5~,> especiaciónde nitrógeno <‘55,> y la

determinaciónfotométricade paracetamolcon un reactivo imina previa oxidación del

analitocon hexacianoferratopotásicoinmovilizado en un intercambiadoraniónico (56). En

estosreactorespuedenempaquetarsereactivosinestablesen disolución <‘57,>

La inmovilización de enzimasen soportesadecuadosha sido un hechodeterminante

para el acoplamiento de reactores enzimáticos con sistemas FíA tanto para la

determinaciónde sustratos(58,59,) como para la determinaciónde actividad enzimática

(60).

La utilización de fasessólidas en sistemasen flujo puede mejorar la selectividad

con diversosmodos de actuación, tales como: eliminación de las especiesinterferentes,,

utilización de métodos basados en velocidad de reacción cuando existen enzimas

inmovilizadaso acoplamientodel sistemade inyección con técnicasde separacióncomo

HPLC.

El aumentode la selectividadpor eliminación de inieffnrncias puedeconseguirse

tanto por la introducciónde fasessólidas como por la formación éstasen el sistemade

flujo. Algunos métodos se basan en la retención del analito (61) o de las especies

potencialmenteinterferentes(62,63) sobre una columna de adsorción o de intercambio

jónico, que puede contener agentesenmascarantes,otros métodos se basan en el
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acoplamiento de estas minicolumnas con técnicas de separación como sucedeen la

determinacionde Pbporgeneraciónde hidruros <‘64,>.

Uno dc los métodosmásusualesparaaumentarla selectividades la utilización de~

membranas pues en función de su naturalezapermiten el paso selectivo de diferentes

especiestalescomo gases,moléculasmenoresde determinadopeso molecular, especies

íónicasetc. Para que dicha separaciónse efectuecon un buen rendimientose necesitaun

tiempo determinado de contacto entre la disolución y la membrana, condición

contradictoriaa la filosofía de un sistemaFíA con medidasen no equilibrio (tiempo muy

corto de contactoentreambos). Por tanto el empleode membranasen sistemasen flujo

derivaríaen una menor sensibilidad,problemaque puedesubsanarseempleandotécnicas

de preconcentración.Las membranasmáscomúnmenteutilizadaspertenecena uno de los

siguientestipos:

- Membranasde difusión de gasesy silicona que permitenla determinaciónde compuestos

en estadogaseoso(como 03, CíO2) (65-67,> o aquellosque no siendoéstesu estadonatural.

puedan sufrir dicha transformaciónpor reacción ácido-base (68-70), calor (71.72) o

generaciónde hidruros.

- Membranasde diálisis, muy útiles para la eliminación de interferenciasde proteínasy

macromoléculasen muestrasbiológicas,esteesel casode la eliminaciónde la interferencia

producidapor la caseínaen determinaciónpotenciométricade cloruro en leche utilizando

un electrodoselectivodecloruro (73).

Membranasionómerasque aumentanla selectividadde biosensoresbasadosen electrodos

enzimáticoscomo ha demostradoRosarioy colaboradorescon la determinaciónde ureaen

suerohumano(74).

- Membranasmicroporosasutilizadascon éxito comoseparadoresde fasesen la generación

de hidruros,comopasoprevioa la etapadedeteccion.

- Membranas hidrofóbicas inertes (75.76) muy útiles para etapas de limpieza y’

preconcentraciónen sistemas de flujo acopladosa cromatografía de gases. Estas

membranassehan convenidoen una alternativade gran interésa la extracción líquido-

líquido en dichosacoplamientos..



26
Introducción Cdnerdí

La formaciónde un precivitadoen e! sistemaen flujo ha permitido la determinación

selectivade Ca en presenciade Al (77,>.

Los métodosque utilizan enáinas imnoñilzadas y se basan en la velocidadde

tracción combinanla selectividadintrínsecaque poseenlas enzimascon las ventajasde los

métodosde análisis basadosen la velocidad de reacción (eliminación de interferencias

procedentesde la matrizy de las especiesquereaccionanmásrápida o más lentamenteque

el analito), por ello la utilización de reaccionesbioquímicascon reactivoso catalizadores

inmovilizados conllevan un aumento tanto de sensibilidad como selectividad. Estas

medidaspueden efectuarseen tres modalidadesdiferentes: flujo parado (78), cambio

iterativode direcciónde flujo (79), y configuracionesabierto-cerrada.(80).

Los inmunoensayosposeenun gran potencialpara el incrementode la selectividad

de los métodosFíA (81) cuandose insertaen el sistemade flujo una minicolumna que

contienenlos anticuerposinmovilizados.El principio de su funcionamientoestábasadoen

la competenciapor el enlacede un anticuerpoentreun antígeno(analito) y un antígeno

marcado(enzimáticao fluorimetricamente)que estápresenteen la muestraen unacantidad

conociday fija.

Tantoen los últimos añoscomo en un futuro próximo la tendenciaen el desarrollo

de métodos en flujo continuo, especialmenteFíA, desde el punto de vista aplicado ha

estadoy estáorientadaa la multideterminacióny desdeel punto de vista tecnológicose

centra en un incrementode la automatizacióny de la miniaturización del sistema. En

ambasáreasel procesopasapor avancesen los sistemasFíA asociadosa la utilización de

fasessólidas.

3.2.2. FASES SÓLIDAS INTEGRADAS EN EL SISTEMA DE DETECCIÓN: SENSORES

ÓPTicos EN FLUJO.

El acoplamiento de métodosautoinaiticos en flujo (plenamente establecidosen el

campo de Química Analítica) con una “técnica relativamente nueva” pero ampliamente
divulgadacomo los sensoresópticoses unade las tendenciasmás innovadoraen el campo

de (bio)sensoresquímicos.
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Es éstauna tendenciaque ocupaun lugar preferenteen la investigaciónactual, su

atractivo se basaen la posibilidadde aunar las ventajasque presentanambastécnicaspor

separado,las inherentesa los métodosde análisispor inyección en flujo (FíA) (reducción
de cantidad y nivel de interferencias, alta reproducibilidad y precisión, alta frecuencia

de muestreo,gran sencillez y economíay gran versatilidad), y las propias de los

sensoresópticos (gran potencial para medidas rápidas ~jn situ”, a larga distancia y en

ambientes peligrosos, así como la posibilidad de preconcentración). Ambas ventajas

posibilitanel empleode sensoresópticosen el seguimientode especiesde interésen una.

gran variedadde campos..

El empleode los métodosFíA en combinacióncon los optrodosse ha sugeridocon

dos finalidadesprincipales: comprobarel funcionamientode los sensoresy acoplar los

sensoresópticos como detectoresen sistemasFíA para llevar a cabo análisis químicos

convencionales,

El primer propósitoconstituye un modo sencillo de optimizar los parámetrosque

afectanal funcionamientodel sensor.

Porotra partelos sensoresópticosen flujo ofrecenuna alternativaventajosafrente

a los optrodosconvencionales(tipo “sonda”). Las ventajascitadasincluyen:

- capacidadpara renovary acondicionarde manerareproducibley sencilla la capa

sensora,

- facilitar el procesode regeneraciónde la fase reactiva(sensoresregenerables),o

recalibracióndel sensor,

- evitar variacionesen parámetrosque influyen en la respuestadel sensortales

comopH, temperaturao fuerzaiónica,

- minimización de los problemascinéticosde tranferenciade masaque seobservan

a travésde membranasy que constituyenuno de los mayoresinconvenientesde muchos

optrodos,

- adaptabilidad,posibilidaddepretratamientosen línea, automatización,etc.
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La fasereactivade un sensoren flujo puedeestarconstituidapor:

1) inmovilización permanentede un reactivo (82-85)quedirectao indirectamente

reaccionacon el analitoparaformarun productodetectableópticamente.

2) inmovilización permanente de un catalizador (86-89)que facilita la conversión

del analitoen un productocon propiedadesópticasdiferentes.

3) inmovilización temporal del sustrato (90-92). muy útil para la determinación

de sustratoscon propiedadesópticassusceptiblesde sermedidaso parala determinaciónde:

catalizadores.

4) inmovilización temporal del producto de reacción (93-97), de gran interésen

aquelloscasosen que no seconsigueuna inmovilización establedel reactivosobrela fase:

sólida o bien cuando la cinética de la reacción de formación de un complejo u otro

productoes relativamentedesfavorable.

La operatividadde los sensoresen flujo suponela necesidadde reversibilidado al

menosregeneraciónde la fasereactiva. Ambos casossignifican la recuperaciónde la línea

basede forma repetitivay reproduciblecadavez quese completaun ciclo de medida.

1) cuandose tratade reaccionesreversiblesy la muestrainyectadaentraen contacto

con la superficiereactiva,de forma que el indicador inmovilizado reaccionacon el analito,

se obtiene una señaltransitoria (típico pico FíA). La altura de pico, H, puedeservir

como basepara la calibración. La línea basesedebeal contactode la fasereactivacon la

disolución reguladora, mientrasque el pico HA se debe al contacto con la muestra,.

(Figura 8 trazogrueso).

2) en estecaso,el analito esretenido sobrela superficieactiva, teniendolugar la

reacción, la señal en estecaso es acumulativapor lo que transcurridocierto tiempo

alcanzaun valor constante.A continuaciónel producto de la reacciónes eluido con un

reactivoapropiado,el cual se inyectauna vezalcanzadala mesetay de estaforma la señal

retornahastala líneabase(Figura 8 trazofino).
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Figura 8. Tipos de señales obtenidas con sistemas en flujo que integran los procesosde
retención/reacción y detecciónen la fase sólida. La señal puedetenerformade pico (trazogrueso)
o curvaasintoticamneteascendente,que retornaa la líneabaseunavez bombeadoel eluyente(E).

Los sensores ópticos en flujo pueden responder principalmente a dos

configuraciones, según se muestra en la Figura 9, en ambas la reacción química que da
lugar a la señalanalíticase produceen la fase sensoraque estásituadaen un sistemaen

flujo. La fase reactivapuedeestarsituadafísicamenteen el sistemade detección(Figura

9a) o puedeno estarsituadala fase sólida en el detector.En esteúltimo caso esprecisoel

acoplamientode una fibra ópticaparala transmisiónde la “señalanalítica” desdeel soporte

sólido hastael detector(figura 9b).
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Figura9. Configuracionesde sensoresópticosen flujo. a) sin fibra óptica. h) con fibra óptica.

La eficiencia de la integraciónde los procesosde conversióny

determinadosistemanecesitaunosrequisitosquepuedenresumírseen:

- la inmovilización permanenteo temporal de alguno de

reacciónquímica,

- esdeseablequela fasesensoraactuede forma reversibleo

- cinéticarápidade los procesosde retencióny elución,

- compatibilidaddel soporteelegidoy sistemade detección

detecciónen un

los componentesde la

al menosregenerable,

3.3. INSTRUMENTACIÓN

La instrumentaciónbásicaasociadaa los sensores(tanto tipo sondao de flujo) es

bastantesimple, ya que se utilizan los componentesespectroscópicosconvencionales

pudiendoincluir o no fibra óptica. Frecuentemente,las medidasde radiaciónen superficies

sólidas puede realizarsemodificando levemente los espectrofotómetrosconvencionales,,

FUENTE

FIBRA OPTICA



31
Inónducción General

modificación que solo conlíeva la adaptacióndel compartimentode la muestracon el

objeto de enfocary alinearcorrectamentela fibra al sistemaóptico del instrumento.Otra

posibilidad en el campo de sensoresópticos es el diseñoy construccióndel equipo por

móduloscuyascaracterísticasy costeeconómicodependeránde las necesidadesconcretas

<posibilidad de miniaturización y equiposportátiles). En el caso de sensores(en flujo) en

los que la reacción/retencióny detección se realice simultáneamenteel instrumental

analítico solo se verá modificado en cuanto a la incorporacióndel sistemaen flujo que

dadala versatilidadde estosdispositivosno muestraningunacomplicacion.

FIl diseñode la célula de flujo deberseroptimizadocon objeto de que exista una

interacción máxima entre la radiación y el frente de moléculassituadasen la “superficie

activa”. Idealmentetodos los materialesabsorbentesdeben colocarseen el campovisual

del detector, la energfa absorbidao reflejada por las moléculas debería ser máxima

mientrasque efectoscomola luz dispersadapor lasventanasy paredesde la célula y porel

material sólidodebesermínima, porotra partela geometríade la célula debellevar a una

eficienciamáximadeadsorción/desorciónde reactivosy analitos.

En generalla intrumentaciónconstade los siguientescomponentes:

3.3.1. FUENTESDE RADIACIÓN.

Puede hacerseuso de lámparasconvencionalesutilizadas en otras técnicas, tales

como láseres,lámparasde xenon, de neon, de halógenos,de wolframio, diodos emisores

de luz etc.

La utilización de láseresen combinación con sensoresópticos ofrece grandes

ventajaspor ser unasfuentesde radiaciónmuy intensaslo que permitela conducciónde la

radiación a travésde la fibra óptica a lo largo de grandesdistanciascon una mínima

atenuación,ademásla naturalezacasimonocromáticade la radiaciaciónemitidapermite la

utilizaciónde filtros en lugar de monocromadores.Comocontrapartida,sus inconvenientes

son su elevado precio, complicadosistema de estabilizacióny aparición de un fondo

espectralindeseableoriginadopor la estimulaciónde la radiaciónRaman.

Los lámparas de desearga de xenon tanto de corriente continua como pulsada

emiten radiación pertenecientea un amplio intervalo espectral (250 800 nm), la
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intensidadde dicha radiación varíaconsiderablementecon el estadode la lámparapor su

tiempo de vida limitado. Estas lámparasrequieren ademásal igual que los láseresun

sistemade estabilizaciónimportante.Las lámparasde xenon pulsadasson preferiblespor

Su mayortiempode vida, menorprecioy menorconsumode energía,sin embargohay que

teneren cuentalas fluctuacionesde pulsoa pulsode la lámpara.

Las lámparas de ¡eon presentanmáximos espectralesentre 350 - 700 nm. La

intensidadde la radiaciónemitida espequeñapero su gran tiempo de vidajunto a su bajo

precio y baja energía eléctrica requerida, hacen de estas lámparas de descargaen

combinacióncon fibrasópticasy filtros interferencialesuna opción interesante.

Las lámparasdehalógenosy de wolframio son másbaratas,pero su usoprácticoes

muy limitado: producenmuchocalor, limitada duración y no emiten por debajo de 400

nm.

Los diodos emisoresde luz, por su pequeñotamaño,gran duracióny bajapotencia,,

sepuedenconsiderarcomo fuentes de luz idealesen la construcciónde instrumentación

portátil de optrodosbasadosen medidasfotométricas.No obstante,la baja intensidadde la

luz emitida y la falta de existenciade diodos en todo el intervalo espectral limita sus

aplicaciones.

3.3.2.SELECTORES DE LONGITUD DE ONDA Y ACOPLADORES ÓPTICOS.

La señal con interés analítico generadaen los sensoresópticos, que puede

correspondera cualquierintervalodel espectro,debeserdiscriminadade la luz interferente

que normalmentela acompaña(emisión Ramany dispersión Rayleigh principalmente).

Paraello puedenutilizairse filtros o monocromadores.

La discriminación de estas radiacioneses de suma importancia en el caso de

utilización de fibras únicasen las quea su través viajan tanto la luz procedentede la fuente

como la que procedede la muestra.En el caso de análisis por fluorescenciapueden

utilizarse filtros interferenciales,máseconómicos,en lugar de monocromadoressiemprey

cuandoexistaun gran desplazamientode Stokes.
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La radiaciónprocedentede la fuentedebeacoplarseópticamentea la fibra óptica

así como la radiaciónemitida por la muestradebeacoplarseal detector,por otra parteel

haz de radiacióndebediferenciarentre la radiaciónincidentey la reemitidapor la fase

sólida, para ello se emplean diversos métodos, utilización de espejossectorizadoso

bifurcacióndc la fibra entreotros.

La utilización de hacesde fibrasproducepérdidasadicionalesporquelas fibras de

detección no recogen toda la radiación producida por la muestra. Dichas pérdidas

aumentancon la distanciaentre las de fibra con un menor ángulo de solapamiento.La

mayoreficienciade acoplamientoescuandola muestraesgrandeen relación al campode

vista del haz de detección.Pueden utilizarse lentes para aumentaresta eficiencia si la

muestraes de pequeñotamañoo seencuentraen un lugar inaccesible.El tamañodel haz

de fibras afectatanto a la cantidadde luz que llega a la muestracomoa la cantidadde luz

recolectada.(Figura 10). Las fibras únicas ofrecen ventajas por su pequeñotamaño

(posibilidad de empleoen cateteres)y menorcosto, las fibras ópticasbifurcadasson más

voluminosasperopermitenuna iluminación máshomogéneade las muestras.

Figura 10. Conos comunesde luz y distanciamínima entre fibra y la capa sensibleparamayor
sensibilidaden una hazdefibras ópticas
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3.3.3. DETECTORES DE RADIACIÓN

Existen actualmente tres tipos de detectores: fotoemisores (tubos

fotomultiplicadoresy fototubos),detectoresde tipo voltaico (fotodiodo de silicio) y de tipo

fotoconductivo(fototransmisores,fotodiodos, etc). La eleccióndel más apropiadoes un

compromisoentrela sensibilidadrequeriday el costeeconómico.

Los tubos fotomult4,licadorestienen una relación señal/ruidomuy favorable y una

respuestarápidapor lo que son idealesparamedidasde radiaciónde bajaintensidad.

El fotodiododesilicio presentapequeñotamaño,bajoprecioy buenaestabilidadasí

como un intervalo dinámico más amplio que los fotomultiplicadores, sin embargo su

sensibilidadesmuchomenor.

Los detectoresde t»o fotoconductivoposeenbuenasensibilidaden el intervalo400

900 nnh y pueden ser de distintos tipos: 1) de unión fotoconductoraque incluye los

fototransistoresy los fotodiodos “positivo-intrínseco-negativo”;2) célulasfotoconductoras

de sulfuro de cadmioy seleniurode cadmio.

3.3.4.FIBRA ÓrFICA: PROPAGACIÓN DE LA RADIACIÓN.

La fibra óptica es capaz de transportarla radiación electromagnéticaa grandes

distanciascon pérdidasmuy pequeñasen su intensidad. Actualmente y graciasal gran

avanceque se ha producidoen las cienciasde la comunicaciónsedisponede gran variedad

de fibrasópticas.

La seccióntransversalde una fibra óptica se encuentrarepresentadaen la figura 1:1

En ella se observaque está formadapor tres partes: el núcleo y el revestimiento, de

materiales transparentesa la radiación empleaday una funda protectora. El núcleo

constituyeel soportefísico de la radiaciónóptica que seguía y el revestimientoayudaal

confinamientode dicha radiación. Finalmente suele recubrirsela fibrsa por puna funda

externa,generalmenteplásticaqueproporcionaprotecciónmecánicaytérmicaa la fibra.
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CAPA PROTECTORA

NÚCLEO

REVESTIMIENTO

Figura11. Partesde una fibra óptica.

El principio por el cual la fibra “conduce” la radiaciónpor el caminodeseadose

basa en la reflexión total (figura 1 2)que tiene lugar en un material de alto índice de

refracción(n1) al llegara la interfasecon un material (revestimiento)de menoríndice (n2),

siempre que la radiación penetreen la fibra con un ángulo menor que el ángulo dc

aceptacióno crítico. La relaciónentreel ángulode incidencia y el de refracciónvienedada

por la ley de Snell:

n1 sena1 = n2 sen

A medidaque el ángulode incidencia(a1) se va haciendomayoraumentael ángulo

de refracción (a), hastaque paraun valor sen a1 > n2 /n1 es imposibleque el rayo sufra

refracciónsino que esreflejadodentrode la fibra (reflexión total). Paraque estoocurraes

importantesabercuales el máximo ángulode entradade radiaciónen la fibra, esteángulo

se denominaángulodeaceptaciónaOL cuyo valor seexpresaen la siguienteecuación:

aOL= arcsen(n1/n0cosa1)

donden0 esel índice de refracciónexternoa la fibra. Por consiguiente,toda la radiación

con un ángulode entradamenor o igual al ángulo de aceptaciónaOL se transmitepor l<i

fibra, mientrasque si esmayor, sepierde.
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Figura 12: Transmisiónde la radiacióna travésde la fibra óptica

Los parámetros

estáticosy dinámicos:

característicosde una fibra óptica los podemos clasificar en

Estáticosson aquéllosparámetrosque se mantienenconstantesa lo largo de la

fibra. A estacategonapertenecenlos siguientesparámetros:

Apertura numérica (A N). Indica la cantidadde luz que es capaz de aceptarla

fibra. La aperturanuméricadescribeel cono de radiaciónque puedepenetrarpor la fibra

paraser“guiada” y normalmenteoscilaentre0.18 y 0.66.

A N = n0 sen&OL

La aperturanumérica si n0 = 1 es función únicamentedel seno del ángulo de

aceptación.Esteángulodependede la diferenciaentrelos indicesde refraccióndel núcleo

y del revestimiento,cuantomayoresestadiferencia,mayoresel ánguloy por tanto mayor

la aperturanuméricade la fibra.

Introducción General
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- Diámetrodel núcleoy diámetrodel revestimiento,la relaciónde ambosconfigura

que las fibras seanmultimodoo de modo uníco.

- Indicede refracción. Los valoresdel índice de refraccióndan lugara dos tipos de

fibras segúnque ésteseaconstanteo tengaun gradientea lo largo de la misma.

En las primerasel índice del núcleo, n1 y del revestimienton2 son constantes,

transmitiendosela radiaciónen “zig-zag” por reflexión total. Estasfibras sedenominande

“salto de índice”.

En las segundasel índice de refraccióndel núcelon1, tiene un gradientea lo largo

de la fibra, pero siemprees mayor que el índicedel revestimienton2. En estasfibras que

se denominande “índice gradual”, la transmisióntienelugaren ‘ondas” por reflexión total

y por refracción. En la figura 1 3 sepuedeobservarun esquemacon los distintostipos de

fibra

Po. U rt.. y~ <‘~ de nóa en •scatn P.Mo — Cal.

•flÉ’~

I~A~
Mr b a nlo~,~o

1)
• Ft, a rnt,r ‘T~aode roce gradad

ÚL®

Figura 13. Tipo de fibras ópticas
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Dinámicos, son aquéllosparámetrosque varían a medidaque la radiaciónavanza

por la fibra y definen el grado de distorsión de la señal luminosa. A esta categoría

pertenecen:

- Atenuación.Esteparámetromide la pérdidade la radiacióna lo largo de la fibra,

dependiendode factoresintrínsecosy extrínsecos.La atenuaci¿nse mide en decibelio/Km

(dB/Km) y secalculacomo:

dondel~ es la intensidadde la radiaciónque penetraen la fibra e 1 es la intensidaden un

puntodentrode la fibra.

Los factoresintrínsecosno se puedeneliminarpuestoque dependende la naturaleza

del material empleado, y dan lugar fundamentalmentea pérdida de radiación por

absorción. Las fibras de sílice fundida transmitenen el intervalo de 220 a 1300 nm,

mientras que las de vidrio lo hacen desde380 hasta 1300 nni. Las fibras de plástico

(poliestireno, polimetacrilato) son mucho más económicasy fáciles de manejar pero

únicamente transmiten en el visible. Las pérdidas de radiación debida a factores

extrínsecos,que dependende hechoscomo la contaminacióndel vidrio con metales,

curvatura,etc, se han minimizadoa lo largo de los añospuestoque cadavez se consiguen

materialescon mayorpureza.En la actualidadsetrabajacon fibras con una atenuacióndel

ordende 0.01 - 3 dR/Km.

La curvaturade la fibra tambienda lugar a pérdidas,pero éstasson inapreciables

hastaque se sobrepasauna curvaturacrítica. Como reglaprácticapuedeconsiderarseun

radio de curvaturamínimo de valor igual a diez vecesel diámetroexternode la fibra.

3.3.5. TERMINAL SENSIBLE.

La preparacióndel terminal sensiblecon la fasesensorareactivapuedeconsiderarse

la etapaclave en el diseñoy desarrollode los sensoresópticos. En estaetapaseincluye la

elección del indicador adecuado,el soporte y el método de inmovilización para la

obtenciónde superficiesactivastan sensiblescomo seaposible. Es un estudiodifícil dada

la cantidady variedadtanto de indicadores,como de soportessólidos y mecanismosde
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inmovilización. Es preciso teneren cuentael analilo a determinarpara la elección del

indicadoradecuado,las característicasdeambosy su posibleinteracciónparala selección

del soportey todo ello condicionala eleccióndel métodode inmovilización másadecuado.

A pesarde la cantidadde estudiosefectuadosno puedegeneralizarseen cuantoal tipo de

soportey mecanismode inmovilización ideales sino que estaelección debe basarseen

datos experimentalesobtenidos para cada indicador en condicionesdeterminadas.De

maneraorientativase puedenensayarlos sustratosque hayan sido utilizadosen bibliografía

con buenosresultadoscon reactivossimilaresa los de interés.

Dada la importancia de estaparte del sensorse estudiará separadamenteen el

siguienteapartado.

3.4. FASE SENSORAO REACTIVA.

En esteapartadose hará una breve descripciónde los indicadoresy soportesmas

empleadosen la bibliografíahaciendomenciónespeciala los distitntosprocedimientospara

la inmovilizacion.

3.4.1. INDICADORES.

Se han descritomultitud de reactivospara la determinaciónde numerososanalitos

inorgánicos.Entre ellos existen colorantes,indicadoresfluorescentese inclusomoléculas

orgánicasnormalmenteno fluorescentespor sí solasque puedenserlo utilizando reactivos

marcadoreso derivatizantes.

El indicadordebeposeeruna función químicaque le permitaserinmovilizado en

un soporte rígido, si no es así es preciso modificarlo para proveerle de una función

química que posibilite el procesode inmovilización. Es deseableque dicho procesono

afecte las propiedadesfisico-quimicas del reactivo elegido para que la reactividad del

mismoen fasesólida seasimilara la quepresentaen disolucion.

Una de las razonesprincipalesde la limitada estabilidad(tiempo de vida) de los

sensoresópticoses la fotodescomposiciónde los indicadores,por ello en la seleccióndel
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indicador esde suma importancia que éstepresenteuna gran estabilidadfotoquímica ya

que el indicador soportadoestá sometidoa continuaradiacióndurantesemanase incluso

meses.

A pesarde los numerososreactivosconocidospara la determinaciónde una gran

diversidadde analitosserequiereun gran esfuerzoen investigaciónen cuantoal diseñode

nuevas moléculas fluorescentes que puedan ser utilizadas en fase sólida para la

determinaciónde especiesde interéspara las que no existe indicadoradecuado,o para la
mejoraen cuantoa selectividadde los reactivosya descritosparadiversosanalitos.

3.4.2. SOPORTES.

Los reactivos utilizados en sensoresópticos se inmovilizan preferentementeen

soportesrígidosy ópticamentetransparentes,constituyendosu conjunto la fase sensibleal

analitoa determinar.Como soportesólido puedeutilizarse la superficie del extremofinal

de la fibra óptica aunque su superficie específicaes más bien pequeñapor lo que la

sensibilidadobtenidaes limitada, éstapuedeverse compensadacon la utilización de una

fuentede energíapotentecomoel láser. Laeleccióndel soportetiene un efectomarcadoen

las característicasdel futuro sensor,principalmenteen el tiempo de respuestae incluso en

la selectividaddel método.

En todo caso, la eleccióndel soportepoliménico dependede los requerimientos

prediciblespor las interaccionesindicador-analito.Por ejemplo paraanalitos gaseososla

respuestaestágobernadapor el coeficientede difusión de los gaseshacia el soporte, su

solubilidad en el mismo y la permeabilidadde éste. Así, cuandose trata de indicadores

fluorescentesy desactivadoresgaseososno polares,comooxigeno o dióxido de azufre,el

indicadorpuededisolverseen un polímero adecuadoparaformar la capasensiblea través

dc la cual el desactivadorpueda difundir libremente pero no las sustanciasiónicas

mejorandoen estecaso la selctividad. Se consideraque para02 y CO2 la silicona esel

soportede elecciónpor la gran solubilidad que presentandichosanalitosen este soporte

ademásdequeimpide el pasoa sustanciasacuosasporsu carácterhidrofóbico.

Otroaspectoa teneren cuentaen la eleccióndel soportees la posiblefluorescencia

intrínsecade algunos soportestalescomo algunospolímerosde poliestireno (excitación

DV) que se traduciríaen la obtenciónde señalesmuy altascorrespondienteal blanco. Los
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polímerosde polietilenotambiénpresentanfluorescenciaperocon menorintensidad.Porel

contrariocloruro de polivinilo y silicona normalmenteno presentanfluorescencia.Algunos

aditivos plastificantesañadidosa los polímerosorgánicospara mejorar sus características

físicas como maleabilidady permeabilidadfrente a gasestambién poseenfluorescencia

contribuyendoa la señal de fondo.

En las situacionesen que el analito no penetreen el interior del polímero o el

reactivo a utilizar no sea soluble en tales polímeros, es preciso facilitar el accesodel

analito hacia el reactivo que normalmenteseefectúapor inmovilización del mismo en la

superficiedel soportepoliméricopermitiendosucontactocon la disolución demuestra.

Son muchoslos soportessólidos utilizados en los procesosde inmovilización, los

empleadoscon más frecuenciason: vidrio en variasformas, celulosa,poliacrilamida,papel

de cromatografía, membrana de electroforesis, intercambiadores iónicos etc. La

investigaciónen la utilización de otros muchossoportesdebecontinuarpara aclararen lo

posiblelas variablesque afectana la radiaciónobservada“emitida” desdeel sólido con el

fin de podercontrolardichasvariables(distribucióndel analitosobrela superficie,espesor

de la fase reactiva). El vidrio presentala ventajade no hincharseen disolución acuosa,en

forma de bolitas de vidrio de poro controlado presentaademásuna gran superficie

específica.Con la utilización de celulosacomosoportese consiguentiemposde respuesta

pequeñoscuandose trabajacon disolucionesacuosaspero sin embargosu estabilidades

limitada por su facilidad de degradación bacteriana. De los entrecruzamientoscon

poliacrilamida y pometacrilamidaresultansoportesmuy establespero que se hinchanen

agua. Otrossoportesutilizados son las membranasde intercambioiónico empleadasen el

casode inmovilización de moléculascargadasque quedanfijadas en posicionesaccesibles

al analito, debido a ello los blancos (señal correspondienteal indicador soportado)son

mínimos.

Las superficiesactivasobtenidaspuedensituarseen diferentesposicioneso formas~

segúnla configuracióndel sensoren cuestión.Así, la fase reactivapuedecolocarseen el

extremode la fibra óptica (sensorestipo sondao en flujo, amboscon fibra óptica) o en una

célulade flujo que sedisponeen el portamuestrasdel instrumentode medida. (Figura5)
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3.4.3.TÉCNICAS DE INMOVILIZAClON.

La eleccióndel procesode inmovilización es crítico en el conjunto de operaciones

necesariaspara el desarrollode sensoresópticos. Los métodos más importantespara la

preparaciónde las fasesreactivasson: inmovilización mecánica(física), electrostáticay

covalente(Figura 14). Existen revisionesque cubrentodos los aspectostanto físicos como

químicos de gran variedad de reactivos inmovilizados, indicadores,proteínase incluso

células.Los métodosmásestudiadosson los que involucran la inmovilización de proteinas.

Las conclusionesno puedengeneralizarsepero sí se puedetener una idea general de los

problemasexistentes.

Mecánica

Electrostática

Coya]ente

Figura 14 Tipos de inmovilización.
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Inmovilización física. El atrapamientofísico permite un elevadacargade reactivo

en la fase sólidapero normalmenteofrecepobrescaracterísticas(gran resistencia)parasu

utilización en sistemasen flujo. Pueden distinguirse dos tipos: 1) adsorción y 2) la

inclusión de la moléculadeseadaen una oquedadsin posibilidad de desalojocomo sucede

en el atrapamientoen una matrizde sílice porel procedimientodenominadosol-gel.

Paradeterminadospropósitoses suficiente la adsorción sobreuna superficiepolar

del reactivo deseado. Los enlaces formados son interaccionesVan der Waaills. Es el

método mássimpley másbarato.

Los reactivospuedenser confinadosen el interior de cápsulasde solo unosnm de

diámetroen el casode indicadores,aunquenormalmenteel confinamientoes un método

empleadopara biomoléculas,ya que el atrapamientode éstasmantieneuna alta actividad

enzimáticasin variación apreciablede suspropiedades.Un métodobastantesimple parala.

inmovilización de indicadoressobrecelulosa y materialesrelacionadosestábasadoen la

creaciónde una estructuraporosacon conexionesinternas dentro de un esqueletode

celulosa.La membranade celulosaseagitaen una disolución acuosade polietileniminao

un diaminoalcanode largacadenaquedandoel indicador atrapadoen el interior de una

malía.

El atrapamientofísico de moléculaspuedellevarsea caboen matricesde diferente

naturaleza,distintas membranas,geles de poliacrilamida, o en matrices de sílice a

temperaturaambiente como en el caso de procedimiento sol-gel. Este método de

inmovilización se detalla a continuaciónpor su novedad en la aplicación a sensores

químicos de fibra óptica y constituir una de las técnicasde inmovilización empleadasen

estamemoria.

Atravamientode reactivospor elprocedimientosol-HeL Los recientesavancesen la

tecnologíade la fabricación de cerámicahan hechoposible modelar vidrios porososde

sílice a temperaturaambientesegúnel llamado“procesosol-gel” (98,99)que consisteen

la hidrólisis y posterior condensación de de tetraalcoxisilanos en disoluciones

hidroalcohólicas.

Graciasa estatécnicaes posible “dopar” los vidrios de sílice con compuestosde

diversa naturaleza, introduciéndolosjunto a los reactivos de polimerización quedando
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atrapadosen las cavidadesexistentesen el futuro vidrio y al mismo tiempo siendoposible

su interaccióncon especiessolublesque accedana ellos a travésde los poros del vidrio.

De estamaneraescasi generalizadalaposibilidadde obtenero fabricar un vidrio aptopara

determinarespeciessegunnuestrasnecesidades,sin másque elegir el reactivoadecuadoy

fabricar un vidrio porel procesosol-gel con los “ingredientes” adecuados.Algunosgrupos

de investigaciónhan “atrapado” diferentesreactivosorgánicosen vidrios sol-gel (100-102)

y han estudiadosuspropiedadesfotoquímicas..

El procesosol-gel esun métodoatractivoparala inmovilización de (bio)moleculas

en matrices de sílice por su preparacióna temperaturaambiente,posibilidad de atrapar

gran cantidadde reactivoy sencillez.ihonsony col. (103) en 1971 inmovilizaron tripsina

por este procedimiento demostrandosu actividad en su nuevo entorno. Braun y

colaboradores.(104) han atrapadofosfatas alcalina siguiendoeste procesoconsiguiendo

unabiocatalisisestablede la enzimaatrapada.Tatsu y col. (105)han inmovilizado poreste

métodoglucosaoxidasaparasu utilización en un sensordeglucosa.

Todo estohacequeel procesosol-gel poseaun granpotencialpara]a obtenciónde

fases reactivas de sensoresquímicos (106-108) sin más que seleccionarlos reactivos

correctos,puede ser la panaceauniversal a la hora de diseñar sensoressin más que.

seleccionarlos reactivos correctos. Es preciso ademásque el soporte obtenido sea.

funcional, o seaque reaccionecon el analito a determinaren un tiempo razonabley esto

dependeen gran medida de una multitud de parámetrosque esnecesariocontrolaren el

transctírsodel procesode fabricacióndel sol-gel (tiempo de envejecimiento,temperatura,

etc.).

La obtenciónde un vidrio porel procedimientosol-gel implica las siguientesetapas

(98)

* Mezcla: Se producela hidrólisis y policondensaciónal mezclarel precursoralcóxido

Si(OR»con agua.El tamañodepartículay el entrecruzamientoentrepartículas(densidad)

dependetanto del pH comode la relaciónR~ 1H201/[Si(ORhi.

Hidrólisis: n Si (OR» +4n H20 n Si(OH)4 + 4 n ROH

Condensación:n Si(OH) n SiO2 + 2n I~I2O
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Si la hidrólisis tiene lugar en medioshidroalcohólicoslas reaccionesimplicadasson

máscomplejassegúndescribenalgunosautores(109.110,).

* Gelificación. Las partículas coloidales juntas comienzan a formar una malla

tridimensional. La viscosidadaumentabruscamentey se obtiene un objeto sólido con la

misma forma del moldeque lo contiene.

~- Envejecimiento: En estaetapala policondensacióncontinúa; aumentael espesorde la

pared interpartícula y disminuye la porosidad. La fuerza del gel aumenta con el

envejecimiento.

*. Secado:El líquido que se encontrabaen los poros de la malla es eliminado. En esta

etapase desarrollanfuerzasde capilaridad muy grandescuando los poros son pequenos

(menorde 20 nm).

& Estabilizaciónquímica o deshidratación:La eliminación de los grupos silanol de la

superficie suponela obtención de un sólido ultraporosoquímicamenteestable. Este gel

porosofabricadoesópticamentetransparentecon porosintercomunicados.

‘~‘- Densificación:seproducesometiendoel gel porosoa temperaturasaltas, puedelograrse

una densidadequivalenteal cuarzofundido (eliminandotodos los poros). La temperatura

de densificacióndependede las dimensionesdel poro en la malla, la conectividadentre

ellosy el áreasuperficial.

La estructurade un gel se estableceen el tiempo de gelación; los demásprocesos

comoenvejecimiento,secado,estabilizacióny densificacióndependende la estructuradel

gel. Las velocidadesrelativasde hidrólisis y condensación,que ocurren simultáneamente

aunquecon diferente velocidad, determinanla estructuradel gel. Las variablesde mayor

importancia son temperatura,naturalezay concentracióndel electrolito(ácido o base),

naturalezadel disolventey tipo de precursoralcóxido. Es por ello importanteconocer

cómo actua cada variable sobre la velocidades de las reaccionesde hidrólisis y

condensaciónya que de ello dependerála estructuradel futuro vidrio puestoque se sabe

que una hidrólisis rápida y una condensaciónlenta favorecenla formación de polímeros

linealesmientrasque una hidrólisis lentay una rápidacondensacióndan lugar a polímeros

mayoresy másramificados.De igual manerael tiempode gelacióny la viscosidaddel gel
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dependende la temperaturaa la que se esté llevando el procesoy de las variablesantes

mencionadas.Otro parámetro importantea tener en cuenta en la obtención del vidrio

porosoes la eleccióndel recipienteempleado,debeevitarsela adhesióndel gel al molde

paraque no existanfuerzasquefavorezcanla rupturadel vidrio.

De todo lo expuesto, podemos resumir que antes de lanzamos a la aventura

debemossaberexactamentequé característicasdebetenerel vidrio sol-gel que vamos a

fabricar según nuestrasnecesidades,en nuestro caso para que sea un soporte sólido

reactivoy poder utilizarlo comosensornos interesauna gran áreasuperficialy tamañode.

porosadecuadosal analitoque queramosdeterminarasícomo una gran intercomunicación

entre dichos poros para que se vea facilitada la reaccionabilidadentre el reactivo

“atrapado” en el vidrio sol-gely el analitoa determinar.

La inmovilización e¡ectrvstdticaesposible cuandola superficiedel soporterígido

estáprovisto de gruposcargadostalescomo sulfónicoso amonioscuaternarios,el material

es capaz de enlazar iones que tenga carga opuesta. (ej poliestireno sulfonado enlaza

diversoscationescon distinta fuerza). Estehechoseusaampliamentepara separaraniones

o cationesy el enriqueciminetode ionestraza. El enlaceen la superficie resultade una

interacciónelectrostática.

Las principales ventajas de esta inmovilización es el fácil procedimiento y su

reproducibilidad. La carga de la fase sólida puede ser gobernadapor el tiempo de

inmovilización. El procedimientode inmovilización suele ser muy simple , el polímero

cargadoessumergidoen la disolución del reactivopor un periodode tiempodefinido. Las

moléculasindicadoras,se situan en sitios en la superficie del polímero por lo que son

fácilmenteaccesiblea las especiesde interés.

La inmovilización química se realizapor formación de un enlace covalenledel

reactivoseleccionado(indicador, enzima,antígeno,anticuerpoo inclusobacterias)en una

superficie sólida que debepresentargruposreactivos, si no es así es necearioun proceso

de activación. El enlacecovalentepuedellevarsea cabotantoen la superficiedel soporte

sólido comopor entrecruzamientoentreel reactivo(enzimas,proteínas).Si se trata de un

indicadorel procesopuedesermáscomplejoy laborioso.La tabla II resumelos métodos

masempleadosparael enlacecovalentede indicadoresensoportesde diferentenaturaleza..
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Ácidoscarboxilicos,

protoinas

aminas. ~roteinas DCC,EDC

Aminas, alcoholes,

euboxilatus, tiMes

Especies axñónicas’~

Especiescat,ónicas$Solfonacion

Copolinwro do- Ca,toxwtilo Animas, ¡>wteina~. EDC.DCC
ruro de vinilo, CH,-CffCO-CI POCl~ sicoholes,aminas,

ácido acrílico

a EDC esI-etil-3-(3-dimetllanainopropll)carbodiinsida; DCC esdkiclobexff carbodiudda.
b Este úiñteuial puede reareioaar adensases glicina para dar un derivado earbosimetiladoque puedeser acoplado vía asnina
con grupo espaciadora aminas y protehias.
c Poliestireno.nwdilicado eón amino escoaereiaL
d Soportede intercambio anidaico

eSoporte de intercambio catiéniea.

La inmovilización covalentenormalmentemodifica drásticamentelas características

intrínsecasde los reactivos,asípuedenobservarsepequeñasvariacionesespectralesde los

reactivos, cambiosconsiderablesde los yaloresde pKa, de constantesde formación de

enlacesy de constantesde desactivaciónde fluorescencia.Los cambiosvienena ser un

reflejo de diversos tipos de interacciones, interaccionesentre moléculas vecinas del

coloranteinmovilizadoen la superficiedel polímero, interaccionesentrelas moléculasdel

EDC.DCc

DCC,EDC

Fin amonio

Acido
4ulIi>nieo
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reactivo y la superficie del polímero y también efectoselectrónicosdel enlacecovalente

formado. En cada caso particular, es precisopor tanto determinarlas característicasdel

reactivoinmovilizado respectoa las que presentaen disolucion.

Existen en bibliografríanumerososestudiossobrela inmovilización de cromóforos

tanto por procedimientos de adsorción, enlace covalente y atrapamiento físico

(111,112.113).Boisdé ha comparadodiversastécnicasde inmovilización (114) .En todos

los casoses usual la modificación de característicastales como el pK4 de los reactivos

despuésde la inmovilización.

La decisiónfinal de la eleccióndel procedimientode inmovilización de un reactivo

detrerminado depende de varios criterios como la facilidad de la operación.,

reproducibilidad, coste económico,número de pasosde la reacción y por supuestola

reactividadadecuadade la superficieactivaobtenida.
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4.- MEDIDA DE LA PROPIEDAD OPTICA SOBRE SUPERFICIES
SÓLIDAS.

El campode aplicaciónde la químicaanalíticase haampliadonotablementegracias

a la utilización de fases sólidas como herramientabásicaen el diseño, desarrollo y

aplicación de sensoresquímicosde naturalezaóptica con o sin fibra óptica. Actualmente

ademásde las reaccionesque tradicionalmentetenían lugaren mediosacuosos,orgánicoso

micelares son objeto de estudio sistedias que necesitan medidas de la radiación sobre

superficiessólidas,hechoque estájugandoy jugaráun papel trascendentalen la evolución

de este novedoso campo que son los sensores ópticos. Las propiedades susceptibles de ser

medidas en fase sólida son principalmente absorbancia, reflectancia y luminiscencia.

4.1.- ABSORBANCIA.

La medida de la absorbancia, que es una de las técnicas más utilizada en el análisis

químico tradicional, ha encontrado aplicación también en el campo de los sensores ópticos,

si bien, su aplicación se ve restringida por la existencia de otras propiedades susceptibles

de ser medidas que ofrecen más ventajas desde el punto de vista analítico (sensibilidad,

selectividadetc). La fase reactivadebesersuficientementetransparentea la radiaciónpara

realizarla medidade absorbancia.

El fenómeno está basado, al igual que en disolución, en la absorción de radiación

por el analito, el indicadoro el productode reacciónentreambos. De acuerdocon la ley

Lambert-Beerexiste una relación lineal entredichaabsorbanciay la concentraciónde la

especiede interésanalítico:

A= log bu = e cd

ecuaciónen la que lo simbolizala intensidadde la luz incidente, 1 la intensidadde la luz

despuésdeatravesarla muestra,e el coeficientede absortividadmolar y d la longitud del

pasoóptico.
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En la bibliografía (115) se describen varios tipos de células de flujo para medidas

de absorbancia que se reflejan en la Figura 15.

Detector

Figura ¡5: Células de flujo tipo sandwich para medidas de absorbancia (a) la luz ~guiada”por una fibra
bifurcada incide perpendicularmente en la célula, (b) la luz procedente de un único ramal de fibra óptica incide
con un ángulo de 450• EH: Bloque superior, S: Espaciador, R: Espejo metálico, BB: Bloque inferior.

La medida de absorbancia ha sido utilizado para la determinación de especies que

poseen absorción intrínseca en diferentes regiones del espectro, UV (determinación de

nitratos en aguasde bebida (116)), IR (determinación de Cu(ll) en baños electrolíticos

(117)). Otras especies de interés que no presentan dicha absorción característica pueden ser

determinadas indirectamente a travésde un transductorapropiado.

De la comparación entre las técnicas de medida utilizadas en combinación con

sensoresópticos (principalmentesensoresde primera generación),sorprendela escasa

aplicaciónde medidasde absorbanciarespectoa reflectanciay luminiscencia.Estehecho

se debeen primer lugar a que técnicascomo las luminiscentesson superioresen cuantoa

selectividady sensibilidad,y en segundolugar a la absorciónintrínsecade la misma fibra

óptica que elevanotablementeel nivel de fondo constituyendouna seria interferencia,su

eliminación es posiblecon la utilización de una segundafibra de referencia.Ademáslas

Radiación
incidente

Entrada Radiación Detector Salida
flido a incidente flujo

(a) (b)
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medidas de absorbancia están sometidas a interferencias de partículas presentes en el paso

óptico y por otras especies que absorban a la misma longitud de onda que la especie a

determinar.

4.2.- REFLECTANCIA DIFUSA.

Cuando un haz de luz incide sobre una superficie sólida opaca o que transmite la

radiación muy débilmente, ocurren dos tipos de reflexiones (118): una reflexión especular

(también llamada de Fresnel) y una reflexión difusa. (Figura 16), En la tabla 3 se

encuentran resumidas las característicasdeambasreflexiones.

Tabla 3. Características de reflectancia especular y difusa.

Reflectancia especular Reflectanciadifusa
Reflexión desde una superficie pulida (“front— Reflexión desdeuna superficie mate.
surface” superficie frontal>.
Virtualmente la radiación no penetra en la La radiación pasa al interior del material. Existe
muestra, por tanto refracción <transmisión/absorción>,

reflexión, difracción y dispersión antes de
reemerger en la superficie.

Los ángulos de incidencia y reflexión son La radiación reflejada emerge en todos los
iguales. El haz incidente y reflejado están ángulos y direcciones desde la superficie.
situadoseu el mismoplano.

Componente
Haz incidente especular

Componente
difusa

Aire

Medio

Figura 16: Componentesespeculary difusa de reflectanciaal incidir un haz de luz en una
superficie sólida.

ee
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En la reflectancia difusa, la muestra absorbe y refleja la radiación. Así la radiación

que emerge desde la superficie contiene información característica de la absorción de la

muestrapero tambiénposeeuna componentede reflexión especulardebidaa la radiación

errática que distorsionael espectrode reflectancia,por lo que las representacionesde

intensidad frente a concentración de analito no son siempre lineales. Cuando la

componentede reflexión especulares pequeñael espectrode reflectanciadifusa tiene el

mismo aspectoque el espectrode transmitancia.Por lo tanto, cuando trabajamoscon

reflectanciadifusa interesaminimizar la componenteespecular.

I.~a espectroscopia basada en reflectancia difusa es en general una técnica cualitativa

o semicuantitativa.Sin embargo,se puedeutilizar como técnicacuantitativasi la muestray

la matriz de dilución cumplenciertoscriterios, queprocedende las presuncionesasumidas

en la ecuaciónde Kubelka-Munk (119)que pretendeasemejarla reflectanciadifusacon las

medidas de transmitancia a través de un ecuación similar a la ley de Beer. La función de

Kubelka-Munk, P(R), respondea la siguienteexpresión:

(VR)2 K

F(R)= —

2R 5

donde R esla reflectanciade la muestra,K es el coeficiente de absorción y S el coeficiente

de dispersión.

A concentracionesbajas secumple que:

K 2303 ec

donde ¿ es la absortividad molar de la muestra y e la concentración. Así, F(R) es

proporcionala la concentraciónde muestra

La ecuaciónde Kubelka-Munk es válida para muestrasdébilmenteabsorbentesy

altamentedispersantes.Paraque una muestrapresenteestarelación lineal entreF(R) y su

concentracióndebecumplir que: a) la muestraestédiluida en una matriz no absorbente,b)

el coeficientede dispersiónS, semantengaconstanteal variar la longitud de onday con la
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variación de la concentración, c) la contribución de la reflectancia especular sea

insignificantey d) la capadispersorapresenteun espesorinfinito (1-3 mm parapartículas

finas).

Paraevitar las fluctuacionesderivadasde la variacióndel coeficientede dispersión,

5, con la longitud de onda se utiliza una relación de intensidadesde bandasespectrales

cercanas, de este modo se mejoran los resultados cuantitativos (120,), incluso si la relación

se efectúa entre áreas de bandas cercanas en lugar de utilizar intensidades, se consiguen

aún mejores resultados <‘121).

El valor de la reflectanciaabsolutase determinautilizando muestrasestándarpara

reflectanciatalescomo BaSO4. pero normalmentedebidoa las dificultadesque planteasu

medidano sedeterminaestevalor sino el de reflectanciadifusa relativa,que esel cociente

entre la reflectancia de un estándar que posee una absortividad nula en las regiones de

interésdel espectroy la reflectancia,R, de la muestra.

Si bien la teoría más ampliamente aceptada es la de Kubelka-Munk, que asume una

únicacapadondeseproduceel fenómenode reflectanciadifusa, otros autoresconsideran

una zona multicapa (122), Willians and Clapper han desarrolladootra ecuación que

describeesta situación que es mucho más compleja (¡23). Al lado de estasdos teoría,

existenmodelospararelacionarla reflectanciacon la concentración.Entreellos, el modelo

Rozemberg(124)se aplica a mezclas de polvos absorbentes y no absorbentes mientras que

la teoría de Pilts-Giovanely (125) se utiliza cuando existen partículas dispersoras

suspendidasen un medio acuosoabsorbente.Estos métodoshan sido comparadospara

varios sistemas modelo (126) y la conclusión fue que para un sistema adsorbente-

absorbentetal como una partícula de resmacoloreada(por adsorción de un reactivo

colorante) la teoría de Kubelka-MunK es la que proporcionalos mejoresresultados.El

casopanicularconstituidopo paniculasde colorantessensiblesal pH ha sido objeto de un

estudio exhaustivo (127).

El método de reflectancia difusa conlíeva las siguientes ventajas: 1) el

procedimientode preparaciónde muestraesrápido, incluye la trituraciónde la muestraa

polvo, 2) puedenanalizarseunaampliavariedadde muestrassólidas,polvos o dispersiones

sobre superficies sólidas, 3) el método es altamente sensible, siendo útil para
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micromuestras4) no existencambiospolimórficos en la estructuracristalina si la muestra

no es triturada.

El espectro resultante variará dramáticamente en apariencia dependiendo de muchos

factores,dos de ellos sobrelos que el operadortiene control son el tamañode partículay

la concentración. La obtención de medidas reproducibles de reflectancia difusa requiere

gran uniformidad y homegeneidad tanto en el tamaño de partícula como en la disposición

de éstas,puestoque ambosafectana la reflectanciaespeculary a la dispersión.Sepueden

obtener espectros reproducibles triturando la muestra a un tamaño de partícula entre 10-20

micras,en cuantoa la disposiciónde las paniculasen la célulade medida, se recomienda

no empaquetar ni nivelar la parte superior de la superficie en contacto con la radiación.

La naturalezade la muestraafectadrásticamentea la señalanalíticay en general

puedendistinguirse los siguientescasos:

1) Si la muestra es uniforme y muy absorbente la mayor parte de la radiación será

absorbiday el restoseráreflejadaespecularmente.

2) Si la muestraes pulverulentao posee una superficie irregular, la radiación

incidente puede penetrar dentro de la superficie. tina fracción de esta radiación será

transmitida a travésde las partículasy otra reflejadapor las mismas. El espectroobtenido

será una combinación de reflectancia especular y transmitancia. La proporción de estas

componentesen el espectrofinal varíaen función de lanaturalezade la muestra.

3) Cuando la muestra pulverulenta posee un tamaño de partícula adecuadamente

pequeñay estámezcladacon una matriz altamentedispersivaocurrepocareflexión desde

la superficie frontal, puesto que la mayor parte de la radiación es transmitida dentro de la

capa superficial. En este caso se puede considerar que la radiación es transmitida a través

de las partículas de la matriz que no absorbena lo largo de un amplio intervalo de

diferentescaminosópticos. Sin embargo,tambiénestarápresenteuna pequeñacomponente

especular. Generalmente a mayor dilución de la muestra en la matriz, menor componente

especular,y asíquedaráun espectrolo másparecidoposiblea uno de transmitancía.

La espectroscopia de reflectancia difusa no está restringida a la región Visible del

espectro,puedeser utilizada en NIR, y IR también preferentementeen combinacióncon
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los métodos de transformada de Fourier (FTIR) (128-130,). La técnica sc puede aplicar a la

mayor parte de sólidos (muestras pulverulentas, cristalinas, superficies rugosas, etc), sin

preparaciónprevia de la muestraevitando la manipulacióny disminuyendoel tiempo de

análisis.

El número de publicacionessobre sensoresópticos basadosen la medida de

reflectanciaes muy elevadorespectoa los de absorbancia,existiendovarias razonespara

dichapopularidad:a) la medidade reflectanciapuedeseraplicadaa materialesópticamente

no transparentes,incluso no homogéneos,y a materialesopacosen los que la absorbancia

daría un alto nivel de fondo y b) la reflectanciapermiteutilizar varios parámetrosparasu

medidatalescomointensidad,distribuciónangulary polarizaciónde la radiación.

Por otra parte, la relación entre la señal óptica y el analito es más compleja, la

instrumentaciónpuedeser más caraa veces y la reproducibilidadde los datos depende

asimismode la reproducibilidaden la fabricaciónde la fasesólida.

4.3. LUMINISCENCIA.

Los estudiosde luminiscenciasobrefasesólida se llevan a cabocon distintosfines,

los cuales se encuentran resumidos en la tabla 4, en dicha tabla nos encontramos, desde el

empleode sensoresluminiscentescuandosedisponede pequeñosvolúmenesde muestrao

de reactivo(del ordende microlitros), al análisisrápidocualitativoo a la protecciónde un

analitode posiblesdesactivadoresparala medidade su fosforescencia.

Tabla4. Aplicacionesde la luminiscenciasobresólidos.

Estudiosde luminiscenciasobresuperficiessólidas.

1.- Sensores luminiscentes (alta sensibilidad y selectividad, volúmenesd id).
2.- Combinaciónde métodosde separación-iumuniscencia(ej. cromatografía en tina-fluorescencia,
cromatografíaencapafina-fosforescencia,electro ¡&-flluorescencia).
3.- Estudiorápido de mili piesmuestras(ej. cromatografíaencapfina!&ctroforesis-himimscencia)
4.-Luminiscenciasensibilizadaej•. bausferenciade eiwgía entremoteculasadsorbidas>.
5.- Utilizaciónanalíticadereactivosbioquímicosinmovilizados(ej. inmunoensayosenfasesólida).
6.- Protecciónde moleculashiminiscentesde interaccionesno deseadas(desactivación)(el. fosforescenciaa
temperaturaambiente).
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Miller (131)ha revisadolas aplicacionesde las técnicassobresuperficiessólidasen

áreas tales como fosforescencia a temperatura ambiente, fluoroinmunoensayos,

cromatografíade capafina, sensoresluminiscentesetc.

Las ecuacionesque relacionanla señal luminiscentey fa concentraciónde analito

(para utilización en análisis cuantitativo) son más complejas en el análisis de de

luminiscenciasobresuperficiessólidas que en el trabajocon disolucionesdiluidas puesto

que las moléculasde luminóforo seencuentraninmovilizadassobrepequeñaspanículasy

éstasjunto a la matriz sólida causanla dispersiónde la radiaciónprocedentede la fuente

así como de la propia radiación de emisión luminiscente (132,). Los numerosos

tratamientosteóricos existentes (1)8.133.134,)hacen suposicionesdrásticas incluso no

realistassobrela naturalezadel medio sólido y condicionesópticas.

La mayoríade los modelos,afortunadamente,coincidenen la predicciónde que la

intensidaddc luminiscenciaaumentarálinealmentecon la concentracióndel analito. Esta

afirmación se cumple siempre y cuando el analito esté presentea bajos niveles de

concentración

Si bien esfactible la realizaciónde medidasde fosforescencia,quimiolumíníscencia

o bioluminiscenciacon optrodos,la fluorescenciaha sido, sin duda, la técnicaluminiscente

más empleada.Estas técnicasgeneralmenteson más sensiblesy más selectivasque la

fotometría.

Es precisodiferenciartres casos: 1) el analitoesel luminóforo, 2) las propiedades

luminóforasdel reactivoindicadorvaríancomoresultadode la interaccióndel mismo en

estado fundamental con el analito y 3) las propiedadesluminiscentes del reactivo

disminuyen debido a la interacción del mismo en estado excitado con el analito

(desactivacióndinámica).

Las técnicasluminiscentessebasanen la medidade intensidadde luminiscencia,

tiempode vida del luminóforo o polarizaciónde la radiación.Las dosprimerasson las más

utilizadasen combinacióncon sensoresde naturalezaóptica.



58
Introducción General

IntensidaddeJuminiscencia. La relación entrela intensidady la concentracióndel

analitovieneexpresadapor la siguienteecuaciónsegúnha demostrado(135):

2.3c cl (2.3c cl)2

1 = 2.3 lo 4’ ¿ c 1 K (1 + )
2! 3!

dondeloes la intensidadde la luz de excitación,e el coeficientede absortividadmolar a la

longitud de onda de excitación, 4’ el rendimientocuántico de luminiscencia, 1 el paso

óptico, K es un factor que considera cuestiones geométricas del instrumento y tiene en

cuentaque sólo una fracción de la emisión total de la radiaciónesobservada.

Para disolucionesdébilmenteabsorbentesen las que e c 1 <0.05, la ecuación

anterior puede simplificarse

1 = 2.3 lo 4’ e e 1 K

Por otro lado y respectoa los analitos que desactivan la fluorescenciay/o

fosforescenciade muchosligandos como es el caso del oxígeno, su comportamientode

desactivadorobedecea la ecuaciónde Stern-Volmer(136):

lo/Y = 1 + Ksv P02

en donde, lo e ¡ son las intensidades de emisión en ausencia y en presencia del desactivador

respectivamente,y Ksv la denominadaconstantede Stern-Volmerque es igual al producto

de la constantede velocidadde desactivaciónbimoleculardifusional (Kd) por el tiempo de

vida del indicador en ausenciadel desactivador(ro). El valor de ¡Cd y por tanto K
5~

dependede la naturalezay viscosidaddel disolvente,de la temperaturay de la naturaleza

del luminóforo. Aunquela ecuaciónprediceuna relaciónlineal entrebu y P
02’ cuandoel

indicadorseencuentrasoportadoen una fase heterogénea,secompruebaque se obtienen

desviacionesde la linearidada P02 superioresgeneralmentea 200 torr debidasin lugar a

dudas a la diferente accesibilidad para el oxígeno de las moléculas de luminóforo

inmovilizado habiendosido desactivadasla mayoría de los fluoróforos accesiblesal

aumentar la concetración del desactivador.
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Tiempo de vida. Es el tiempo medio que las moléculas residen en cl estado

excitado. El tiempo de vida se obtienecomo valor medio de un númerode moléculas

estadísticamentesignificante.En el casode decaimientoexponencialel tiempode vida r se

definecomo el tiempo en el que sólo un 37% aproximadamentede la poblacióninicial aún

existe en el estadoexcitado. Los tiemposde vida típicos de fluoróforos varíanentre2-20

ns, los tiempos de vida en fosforescencia son mayores, del orden de 1 ps - 10 s.

Los sensoresde naturalezaóptica basadosen medidasdc tiempode vida son útiles

si el analito afecta al tiempo de vida del indicador o afecta el valor del tiempo de vida de

otra moléculaen un sistemade transferenciade energía. De acuerdocon la ecuaciónde

Stern-Volmer la relación entre el tiempo de vida en ausencia (ijy presencia de

desactivadores (r) viene dada por:

r~/r = 1 + K~, r~ [Q] — 1 + K~ [Ql

en la que existe relación lineal entre la concentración de desactivador [Qly rji-.

las técnicasque se basanen medidasde tiemposde vida presentanmuchasventajas

sobre las basadas en medidasde intensidad porque: 1) 7 es independiente de la

concentración de luminóforo por lo que la variación de su concentración (por

fotodescomposicióno “salida” de la fase reactiva) no afectaa la señal analítica, 2) las

fluctuaciones de la intensidadde radiacióny sensibilidaddel detectorno influyen ya que el

tiempo de vida es independiente de la intensidad de la fuente y del fotodetector, 3) se ha

convertido en un campo muy prometedoren combinacióncon sensoresde fibra óptica

debido a que la utilización de fibras de longitud mayor a 1Km no producepérdidade

precisiónparaanalitoscon tiemposde vida > 1 ns. (137,).

Transferencia de energía. Se basa en que una moléculaexcitada(donante)puede

transferir su energía electrónica a otra especie (aceptor) (/38,). Este proceso llamado

transferenciade energíaocurrepor la interaccióndipolo-dipoloentredonantey aceptor. La

velocidad del procesodependedel rendimientocuántico de fluorescenciadel donante.,

solapamientodel espectrode emisión del donantey espectrode absorcióndel aceptory la

distanciay orientaciónrelativaentredichasmoléculas.



60
¡ntnntcdón (knemi’

La transferencia de energía no es un proceso difusional. Lakowicz (139) describe

con detalle el fenómeno, extrayendoparámetrosfísicos de datos experimentales.Una

consecuencia para sensores ópticos es que la distancia donante-aceptor en sensores basados

en indicadoresinmovilizadosdebeserconstante(ej enlacecovalentedonanteo aceptorcon

grupos espaciadores).

En la bibliografía se encuentran descritos algunos sensoresbasadosen estos

fundamentos, así se ha desarrollado un sensor de pH que utiliza eosina inmovilizado como

donantey rojo fenol de aceptor(140-142,). Un ejemplo del segundo caso es un sensor para

02 (143) y SO2 (144) basado en la desactivación del estado excitado por transferencia de

energía de un aceptor fluorescente cuya fluorescencia se ve modificada por la desactivación

directa por el analito del donante.

Basándose en la dependenciade la eficienciadel procesode transferenciade energía

con la distancia donante-aceptor,se ha desarrolladoun sensorpara glucosa (¡45) que

utiliza fluoresceína como donantey rodaminacomo aceptor. La distancia entre ambos

fluoróforos varía en un sistema cerradosegúnvaría la concentraciónde glucosa. De igual

manera la distancia entre fluoróforos varía con la fuerza iónica (146). Basándose en este

hechoHirschfeld tienepatentadaunaaplicación (142).

El potencialanalíticode sensoresbasadosen procesosde transferenciade energíaes

un aumento de la sensibilidad (luminiscencia sensibilizada) mediante la combinación de

indicadores absorbentes y fluorimétricos, o bien indicadores fluorimétricos con

rendimientos cuánticos muy diferentes. Otra opción es la combinación de medidas de

tiempo de vida con procesos de transferencia de energía lo que redundaría en una mejora

del sensorrespectoa la estabilidada largoplazo.

FLUORESCENCIA

Si un ligando fluorescente F inmovilizado en un soporte sólido se pone en contacto

con una disolución que contiene un ión metálico M, éste se unirá con el ligando

estableciéndose el equilibrio:

M + F MF
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Si las características fluorescentes de MF difieren de las de F, las cantidades

relativas de MF y F pueden ser determinadas por las medidas de fluorescencia.

Son muchos los ligandos fluorogénicos inmovilizados presentes en la bibliografía

utilizados para determinar iones metálicos. En principio cualquiera de estos reactivos

puede ser inmovilizado para formar un sensor. El reactivo inmovilizado preconcentra el

ión metálico en el paso óptico, por consiguiente aumenta la sensibilidad, también debido a

esta configuración las interferencias ópticas tales como efectos pre y postfiltro asociados a

fenómenos de absorbanciade la muestrase reducennotablementee incluso también se

mejora la señal de fondo causada por la fluorescencia de la matriz . La selectividadsin

embargo, está limitada por la selectividad del ligando elegido para el ión metálico de

interés.

La extensión de la asociación del ión metálico con el ligando inmovilizado depende

de la constante de formación del complejoen fasesólida. Si se forma un complejo 1:1 la

constante de formación del complejosepuederepresentarsegúnla siguienteecuación:

XMF

= [1]
XFLMI

dondeXF y XMF representanel númerode molesde ligando inmovilizado no asociadoal

metal y asociadoal metal respectivamente,[MJ es la concentracióndel ión metálico en

disolución y Ke es la constante de equilibrio. El número de moles totalesde ligando

inmovilizado (CF) viene dado por:

CF = X~ + XMF [21

La señal de fluorescencia dependerá de la cantidadrelativadeF y MF:

‘E = + KMFXMF [31

es la intensidad de fluorescenciay K~ y KMF son constantes de proporcionalidad que

relacionan la intensidad de fluorescencia con las cantidades de ligando libre y asociado

respectivamente, asumiendo que la capa de reactivo no absorbe radiación de la fuente en
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una extensión significativa. Sustituyendo la ecuación [21 en la [1]

obtenemos:

y reorganizando

1

XF = CF
1± ¡M3K~

141

[M]K~
XMF CF ¡51

1 + [M~K~

Sustituyendo estas expresiones en [3] se obtiene la siguiente expresión:

IMIKe
= - Cf + ~MF CF

1 + IMIKe 1 + ¡MIK~

Si consideramos que la concentración inicial de ión metálico es MJ~ y que ésta

disminuye porque el ión metálico es extraido desde la fase acuosahacia la fase sólida

reactiva para formar el complejo inmovilizado, tenemos que:

[Ml [M], - (XMF/V) 171

dondey esel volumende muestra.

161

Si la fase reactiva absorbe radiación es preciso añadir otro

ecuaciones [83y [93.

IF = (KFXF + KMFXMF) (1 - 10A)/2.303A

término obteniéndose las

[8I

donde A es la absorbancia de la fase reactiva. Tanto el ligando libre como el asociado

puedencontribuir a la absorbanciatotal, entonces:

A=aFXF + aMFXMF [91

dondeaF y aMF son las absortividadesparael ligando libre y complejadorespectivamente.

Si aF y aME son diferentes,el término quecontienela absorbanciavariarásegiun la cantidad
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relativa de ligando libre y asociadoy tendrá influencia en la variación dc intensidadde

fluorescenciacon la concentraciónde ión metálico.

La ordenaciónde las ecuaciones[8] y [9] conducea una expresiónsemejantea [6]

pero más compleja que relaciona I~ con la concentración inicial de metal, con el volumen

de muestra y con el número de molesde reactivoinmovilizado.

En la expresiónsimplificada[6], si el ligando por sí solo no es fluorescentepero sí

lo es el complejo con el ión metálico, el primer término se anula y en este caso la

intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentraciónde ión metálico a

concentracionesbajaspuestoque a concentracionesrelativamentealtasla respuestadejade

ser lineal alcanzándoseun valor límite cuando todas las moléculasde ligando están

asociadasa iones metálicos. La figura 17 ,muestra este comportamiento y representala

fluorescencia relativa frente a la concentración de metal en términos de ~ cuando la

intensidad de fluorescencia alcanza la mitad del valor límite, ~e = l/[MJ, lo que es

extremadamente útil para estimar el valor de K~.

—4

4’)

0.2/K 0.41K 0.61K 0.8/K
concentraciónanalito

Figura 17: Relación entre la intensidad relativa de fluorescencia, constantede equilibrio y
concentración de analito cuando el reactivo formaun complejofluorescentecon el analito.

La expresión 16] siempre que el primer término se anule puede organizarse como

sigue:
[M] [Ml

— + [10]

‘E KMFCFKe

1/1<
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La representación de 1 MJ/IF frente a [Ml será una recta cuya pendiente vendrá dada

por l/KMFCF y su ordenada en el origen será l/KMFCFKe•

En el intervalo de respuesta lineal donde [M]Ke< <1 y XMF< <XF la fracción

total de ión metálico extraido por la fase reactiva puede ser calculada como sigue:

Cantidadde metal en fasereactiva XMF KCCF

— — [II]
Cantidad de metal en muestra [MIV y

Esta expresión se obtiene al despejar XMF/IMI de la ecuación[11 y asumir que

CF=XF. Con esta ecuación se puededeterminarsi un sistemaparticular estáactuando

como un sensorsin extraeruna cantidadapreciablede metal de la muestrao no. También

hace notar como la fracción de metal extraido depende tanto del número de moles de

ligando inmovilizado como del volumen de disolución.

En el caso de que el ligando inmovilizado sea fluorescente pero el complejo que

forma con el ión metálico no lo sea, el segundo término de la ecuación16] se anulapor lo

que la intensidad de fluorescenciadecrecesegún se aumentala concentraciónde ión

metálico. En la Figura 18 aparece la respuesta teórica en este caso, la concentraciónde

metal viene expresada en términosde K~. Esta clasede sistemaspresentanun intervalo

dinámico limitado; sin embargoes el único camino para el diseño de sistemasque

respondan a iones metálicos desactivadores de fluorescencia.

u
4’)
3-

CI
3’

1/K 2/1< 3/K ¿/1< 5/1<
concentraciónanalito

Figura 18: Relación entre la intensidad de fluorescencia,constantedeequilibrio y conenetraciónde
analitocuandoexistedesactivaciónestáticade la fluorescencia
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Algunos reactivos fluorogénicospara iones metálicos forman complejos 2:1 en

disolución, lo que puede suceder igualmente en la fase sólida reactiva. Este caso es mas

dificil de tratar teoricamente.En la ecuación[1! para la formación de complejos 1:1 se ha

asumido la igualdad de los factores de actividad del ligando libre y del complejoen la fase

sólida por lo que estos se anularían, sin embargo en el caso de la formación de un

complejo de estequio¡netría 2:1 estos factores no se anularían ya que la expresión para el

1 ¡gando estaría elevado al cuadrado.

La mayor dificultad al tratar los complejos 2:1 en fase sólida es que los factores

estéricos juegan un papel prioritario en cuantoa la estabilidaddedichocomplejoy estosno

son homogeneos en toda la fase sólida sino que varían en gran manera de un sitio a otro en

la fase reactiva. Aún siendo más complejas las expresiones obtenidas para estos complejos,

los resultados son similares al caso de formación de complejo de estequiometría 1:1.

FOSFORESCENCIA

Dado que la fosforescencia se ve favorecidacon la rigidez del sistemaen el que se

encuentra el luminóforo, podemos afirmar que si éste se sitúa en una fase sólida estará en

condicionesde máxima rigidez y por ello el análisis de luminiscencia sobresuperficies

sólidases especialmenteútil en el casode medidasde fosforescenciapudiendosedetectar

fosforescenciaa temperaturaambienteen estascondiciones.Vo-Dhin (147) y Hurtubise

(148) han revisado la influencia de diversas variables experimentales sobre la

fosforescencia a temperatura ambiente (RTP) sobre sólidos talescomo naturalezade los

disolventes, volumen de muestra, luminiscencia de fondo, variación de las propiedades de

sustratos sólidos similares, descomposiciónde la muestra,contaminacióndebida a los

portamuestras etc. y profundizan en el estudio de la interacciones existentes en RTP en

sólidos y la aplicación de esta técnica a importantes áreas de analíticas

Los disolventes influyen drásticamente en RTP en sólidos, algunas consideraciones

generales de interés en su elección son la solubilidad del luminóforo, la compatibilidad

químicaentreel disolventey el sustratosólido, y la purezadel disolvente. El disolvente

más utilizado en trabajos de RTPen sólidos ha sido el etanol.
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Las ecuaciones que relacionan la intensidadde fosforescenciay la concentraciónde

analito son las mismas que en el caso de fluorescencia.

Sehulman y Parker (149) fueron los primeros en estudiar los efectos de oxígeno y

la naturaleza de las interaccionesentreluminóforo y soporte. De sus estudiosresultó que

los enlaces de hidrógeno del fosforóforo al soporte fue un factór importanteparaprevenir

la desactivación por colisión del estado excitado y que la matriz de la muestra resistía la

penetracióny esfuerzode desactivacióndel oxígeno.

La luminiscencia de fondo procedente de la matriz sólida puede contribuir a

lecturas erróneas tanto en la fluore~cencia como en la fosforescencia a temperatura

ambiente, es por ello que han sido muchos y muy variados los tratamientos utilizados para

intentar su eliminación. Se han sugerido algunos tratamientospara la eliminación de

impurezas del soporte sólido previamente a la absorción del luminóforo sobre él, otros

aconsejan tratamientos a diferentes temperatura, elución con disolventes de diferentes

polaridadeso irradiacióna diferenteslongitudesde onda, tratamientostodos ellosaplicados

al soportesólido previa inmovilización del luminóforo.El soportemásapropiadoparaeste

tipo de medidasesel papelde celulosa(150)

La presenciade tensioactivos afecta a la fosforescenciade diversos hidrocarburos

aromáticossituados en papel de filtro (15!). La presenciade tensioactivoscatiónicos

produceun incrementode la intensidadde fosforescenciamientrasque la fosforescencia

eradesactivadaen presenciade tensioactivosaniónicos.

La fosforescenciasobre superficies sólidas es una técnica que está en constante
crecimientoen su campode aplicaciones,asíexistendescritosmétodospara detecciónde

trazas de varios compuestos orgánicos como productos farmaceuticos (152,153),pesticidas

(154.155).hidrocarburosaromáticos(156-158),y drogas (159.160)entreotros. Vo-Dhin

ha desarrolladoun dosímetropersonalpara la detecciónde hidrocarburospolinucleares

aromáticos(pireno, fenantreno.. .) (161). El dosímetroes del tamañode un bolígrafoy la

detecciónde los contaminantesse basaen la difusión molecularde éstoshaciael sustrato

que es papel y su posterior detección directa por RIP. Con este dispositivo se han

detectadonivelesde ng/ml de estoscontaminantestras 1 hora de exposición.
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5. PARÁMETROS DE CALIDAD Y CAMPOS DE APLICACIÓN DE
LOS SENSORESÓPTICOS.

Los principales factores que definen la calidad de un sensor son sensibilidad,

selectividad, estabilidad,reversibilidady tiempo de respuesta.En sensoresde primera

generaciónen los que la fibra óptica es solo el medio material por el que se guía la

transmisión de la radiación las propiedadesy característicasde funcionamientovienen

condicionadaspor la especieo procesoque se estudie.

En los sensoresque implican la existenciade fasesheterogéneasla valoraciónde

estosparámetrosde calidad es máscomplejapuestoque al resultadofinal contribuyecada

una de las partes que componen la fase reactiva (indicador, soporte etc.).

La sensibilidadde un sensoróptico viene determinadapor la propiedadóptica

medida (absorbancia, reflectancia, luminiscencia..) característica del reactivo empleado,

métodode inmovilización y diseñoespecíficodel sensor.

En generallos sensoresbasadosen medidasde luminiscenciason mássensiblesque

los colorimétricos. Las característicasintrínsecasdel reactivo pueden verse modificadas

una vez en fase sólida respectoa las que presentaen disolución, ej actividadenzimática,

pH óptimo de funcionamiento, efecto de la fuerza iónica, pK de los indicadores. En

muchasocasionesse tiene, al inmovilizar el reactivo, la posibilidadde preconcentraciónde

la muestrasobrela fase sólida. Por otro lado la luminiscenciaa vecesse refuerzapor la

mayor rigidez del sistema sólido.

La selectividad del sensor depende en primer lugar de las propiedades del reactivo

elegidoaumentandola misma con reactivosde origen biológico, de la propiedadmedida,

(la luminiscenciaes másselectivaque la colorimetríaporqueexistenmenoselementosque

la posean).Por último, tambiénjuegaun papel importanteel soporte seleccionado,así

existenmembranasquepermitenel pasoselectivodel analitoa la fase reactiva.
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El tipo de interacciónentreel analito y la fasereactivaesel principal factorpara la

reversibilidaddel optrodo. Reversiblessonlos de pH y desactivacióndinámica.El restode

sensorespuedenserregenerables.

El tiempo de respuestaes un parámetro crítico para optimizar en la construcción

del sensor. Un factor a tener en cuenta en el diseño del sensor es la cinética de la reacción

que es tina característicaintrínsecade la reacciónseleccionada.El factor limitante viene:

determinadopor la transferenciade materia(etapanecesariapor encontrarseel reactivoy
el analito en diferentesfases)desdela disolución a la fase sólida. Existen varios criterios

para la determinación del tiempo de respuesta, los más generalizados son el tiempo en que

el sensoralcanzael 66 o el 90 % del valor total de la respuesta.

La estabilidad del sensor es un requisito para el buen funcionamiento de cualquier

sensor.Dependede las característicasdel reactivoy del soporteseleccionado.

El tiempo de vida del sensor está relacionado con la estabilidad del mismo pues si

el reactivo es estableen fase sólida y se mantienensus características,el tiempo de vida.

será largo. Estacaracterísticaes imprescindiblepara la comercializaciónde los sensores.

Para determinarel tiempo de vida del mismo es preciso preveerlas condiciones más

drásticas aunque la conservación adecuada se lleve a cabo en determinadas condiciones.

La reproducibilidad en la construcción del sensor viene determinado’

principalmente por las características del soporte sólido, pues es bien sabido que la

variaciónde lote a lote de un mismo soporteproporcionadiferentescaracterísticasde las

fasesólidasobtenidas.

Las áreasen que han encontradomayor aplicación los sensoresde fibra óptica

incluyen control de procesosindustriales(162-166,),biotecnología(35.167-169,),medicina

(170-172) y contaminaciónambiental (173-175),generalmentetodos aquellosen los que se

requiereun seguimientocontinuode determinadosparámetros(que puedenfluctuar en un

intervaloconocido)paragarantizarla calidaddel procesoy del producto.

Las especificacionesque debencumplir los sensoresquímicosde fibra óptica, para

su utilización industrial, dependeen gran partedel áreade aplicación concreta,aunque

generalmentese requiere en todas ellas tiempos de respuestamínimos, sensibilidad y
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selectividadadecuada,miniaturización,bajo costey fiabilidad. En el casopanicularde la

plicación en (bio)química clínica se requiere además (bio)compatibilidad entre los

materialesutilizados y los tejidos o fluidos biológicos cuandosetrata de determinaciones

“in vivo”. En muchosprocesosindustrialeses interesanteaplicar estosdispositivospuesto

que su tenacidad y posibilidad de transmisión de la señal a larga distancia posibilita las

medidasen zonas peligrosaso innacesiblesde maneraque la muestraa analizarno se

trasladaal laboratorio sino que se intenta llevar el laboratorioa la muestra(medidas“in

situ”).

Es preciso diferenciar dos tipos de medidas en tales áreas: diagnóstico y

monitorización, el objetivo de la primera es evaluar, definir y describir, en definitiva

caracterizar el comportamiento de un sistema, el de la segunda es observar el

comportamiento(dentro de unos márgenes)de un sistemaque ya ha sido previamente

caracterizado.Las medidaspara efectuar un diagnósticoconllevan la determinaciónde

especies,sus fuentes de procedenciay su toxicidad y se enfrentan a composiciones

desconocidaspor lo que estasdeterminacionesrequierenuna selecciónrepresentativade la

muestra,largo tiempo de análisisy alto costede analistasparaoperaren estos sistemas.

Por otra partehacerun seguimientode una especiedeterminadarequiereefectuarmedidas

repetitivasy frecuentesde un sistemacuya composiciónestá perfectamentedelimitada,

posibilitandoporello procesossimplesy a preciosrazonablespuesno se necesitananalistas

altamente cualificados.

El momento actual está marcadopor una lenta pero continua invasión de los

métodosde seguimientofrentea los de diagnóstico(determinacionesdiscretascon valores

exactosde los parámetrosde calidad) en cuestionesde control de calidad favorecida sin

duda por la posibilidad de evaluación en base a la continua información registrada en la

monitorización frente a la inferenciaestadísticacon los métodosde diagnosispues sus

datos no son obtenidosa tiempo real. Estesuponeun campode aplicación ideal paralos

sensoresdada su posibilidadde medidasen tiempo real y posibilidad de funcionamiento

on-line en la líneade producción.

Los sensoresquímicosde fibra ópticaposibilitan la realizacióndedeterminaciones

“in situ”, y ofrecen la tecnología necesana para realizar medidas repetitivas

automáticamenteen númeroelevado a un precio razonable. Un sistemade seguimiento
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ideal debe posibilitar la determinación “in situ” de las especies de interés en la mínima

concentración posible.

Los sensores químicos ópticos de primera generación pueden aplicarse en todas

aquellassituacionesdondeel análisisóptico se realizaa una ciertadistanciasin másque la

utilización de una fibra óptica como guía de la radiación Existen con tal motivo

instrumentoscomercialesparala adquisiciónde datosen la región UV-Vis a largadistancia

(Oriel, Photonetics,Guided Wave) que facilitan su utilización en areas radiactivas,o

sometidasa alto voltaje, sistemasde fermentación,y en generalzonaspeligrosas,asícomo

en el control de procesosindustriales. En la tabla 5 aparecen algunas aplicaciones

interesantesde estetipo de sensores.

Tabla 5. Algunasaplicacionesindustrialesde sensoresópticos.
Analito/aplicación Método Ref

Metano e hidrocarburos Medida de absorción en NI R en la región (176-179)
relacionados 1.34-1.66micrometros
NO2 Absorciónde NO~ a496 nmn medidacon20y

500 ni de fibra, utilizando una célula de (180)
absorciónal final dc la fibra doble.

CO2 Medida de absorción IR a 4.9 inicrometros (181)
con fibra .......

Uranio/plutonio Absorbancia a múltiples longitudes de onda <182)
con fibra éptica

Etanol, glucosa, fructosa Espectroscopia Ramito con láser y (183)
multivariate, least-square anainus

NADEen cultivos biológicos Sen or de fluorescencia para NADE, su
concentración está relacionada con otros (184)
parÁmetros en la fermentación

Mezcla de líquidos Analisis de mezclas CHCI3/C112C12 por (185)
espectroscopia Minan con láser

Seguimiento de un proceso de Medida de la fluorescencia de un polñnero
polimerizacion cuya fluorescencia se incrementa con la (186,187)

polimerización
Análisisde 1» calidaddefuel AbsurbanicaenNIR (188)
Fenolesengroundwater Detección de la fluorescencia intrújaeca de (189)

fenoles
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6. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA SOBRE SENSORESÓRFICOS PARA
pH, HIERRO Y ALUMINIO

Durantelos últimos diez añoslos sensoresópticoscon o sin empleode fibra óptica

han experimentadoun gran desarrollo.La revisión bibliográficaefectuadaen estamemoria

se ha llevado a cabo sobrelos tres analitosque son objeto de interésen la misma, pH,

hierro y aluminio, haciendomencióna aquellosdispositivostanto en flujo como flujo que

emplean reactivos inmovilizados como fase reactiva.

6.1. DETERMINACIÓN DE pH

La mayoría de los sensores químicos para pl] descritos hasta la fecha están basados

en los cambios de propiedades ópticas de una fase sensible al pH. La fase reactiva puede

estarunida al extremode una fibra ópticaque sirve de guía del cambioóptico detectadoo

situadaen una célula de un detectorconvencional.Normalmenteestasuperficie reactiva

contiene un indicador ácido-base que reacciona reversiblemente con los protones de la

muestra. Los sensoresde pH más utilizados hasta la fecha se basan en medidas de

absorbancia, o fluorescencia. Los sensoresde reflectancia o absorbancia utilizan

indicadores ácido-base colorimétricos, mientras que los de fluorescencia utilizan

indicadoresácido-base luminiscentes. En amboscasos la variación de pH produce un

cambioen las propiedadesdel indicadorinmovilizado.

Los sensoresde pH apartede su interésen sí mismos parael seguimientode este

parámetrocrítico en muchos procesosindustriales, en análisis bioquímico o industria

alimenticia, han contribuido a la ampliación en la aplicación de los sensoresquímicos de

naturalezaópticapuestoque puedenactuarcomo transductorespara ciertosanalitoscomo

CO2, NH3 o en biosensoresen los que se producen protones por la reacción de

determinadasenzimas.De estamaneralos sensoresparapH han desempeñadoun papel de

suma importanciaen el desarrollode los sensoresópticos máscomplicados(sensoresde

tercerageneración).
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6.1.1. SENSORESDE pHTIPO SONDA

El primer sensorquímico de fibra óptica para pH fue desarrolladopor Peterson

(190,). La fase sensible, que consiste en microesferas de poliacrilamida con el indicador

rojo fenol inmovilizadocovalentemente,se disponeen un tubo de diálisis permeablea los

protonesque se sitúaal final de un par de fibras ópticas. Los cambiosde absorbanciaen

función del pH son recogidospor la fibra óptica. El intervalo de trabajodel sensoresmas

bienestrechopH 7.0 7.4. pero muy útil paramuestrasfisiológicas. La precisiónobtenida

con estesensoresde 0.01 unidadesde pH. Tanto la variaciónde fuerza iónica como de la

temperaturaafectan la respuestadel sensor. Markle y colaboradores(191) han mejorado

este mismo sensoraumentandola precisión del mismo hasta 0.001 unidadesde pH y

rebajandoel tiempo de respuestalo que amplíasu utilización práctica.Este mismo sensor

miniaturizado se ha aplicado (¡92) a la determinación de pH “in vivo” en sangre

confirmandola buenacorrelaciónentrelos datos obtenidoscon el sensorde fibra ópticay

un minielectrodode vidrio.

4— fluminaci6n

Haz de fibras

Indicador

Extremo

gel lado

SeÑal ~—

Envol Ura

Senil permeable

Figura 19: Sensor para la medida de pH desarrollado por Peterson (190)
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Kirkbright y colaboradores(193,) describen un sensor de reflectancia que utiliza

como fasesensibleel indicadorazul de bromotimoladsorbidosobreun polímeroestireno-

divinilbenceno (194,). La fase sólida se dispone al final de una fibra óptica bifurcada y

queda retenida gracias a una membrana de politetrafluoroetileno (PTFE). La respuesta del

sensorabarcade pH ‘7 9. y se ve afectadatanto por la presenciade partículassólidasen

suspensión como por variaciones de fuerza iónica o temperatura. El tiempo de respuesta

para alcanzar el 63% de la señal es de 65 seg.

Otro sensor basado en medidas de reflectancia ha sido descrito por Moreno

colbordores(195.196).En este caso el indicador utilizado es el rojo cresol inmovilizado

sobreel intercambiadoraniónicoDowex IX 10. El sensordemostróposeerdos intervalos

de trabajo, uno de ellos a gran acidez 0.025M - 0.6 M en ácidoclorhídricoy otro en el

intervalode pH comprendidoentre6.1 - 7.2. La respuestadel sensorno se ve afectadapor

la presenciade partículassólidaso anionescoloreadosen las disolucioneslo que permitió

su aplicación a matrices turbias como leche.

El primer sensor reversible basado en medidas de luminiscencia para pH fue

desarrollado por Saari y col. (197,). El sensor se basa en la desactivación de la

fluorescenciadel indicador fluoresceinaminainmovilizado bien en celulosao en vidrio de

poro controladoEl tiempode respuestadel sensorescono ya que no necesitamembrana.

Poseeel más amplio intervalo de trabajo (pH 2 a 9) debido a los dos pKs sucesivosdel

indicador, sin embargocarecede sensibilidady reproducibilidad.

Munkholm y col. (198)tambiénutilizan la fluoresceinaminacomo indicadorparala

construcción de un sensor de pH. El reactivo es incorporadoen un copolímero de

acrilamida-metilen(bis)acrilamiday unidocovalentementea la superficiede la fibra óptica.

Zhujum y colaboradores(199,200)describenotro sensorpara pH (intervalo de

trabajo6.5- 8,5) basadoen medidasde fluorescencia.En estecaso, el indicadorutilizado,

la sal trisódica del ácido 8-hidroxi-l ,3,5-pirenotrisulfónico (HPTS), se inmoviliza

electrostáticamentesobreuna resmade intercambioaniónico. La dependenciade la señal

fluorescentecon el pH puedeexplicarseen la siguientefigura:
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mrrs* + PTS~*

hv f 405 nm 470 nmthv{ 520 nm

IIPTS H~ + PTS-
pKa 7.3

Figura 20. Procesosácido-base correspondientesal HPTSen el estadofundamentaly excitado

En el estadoexcitadola ionizacióndel HPTS seproducea mayor velocidadque su

regresoal estadofundamental,así a pH menor que 7.3 la fluorescenciaobservadaes la

correspondienteal estadoexcitado de la forma básica(PTS~*), aunqueel HPTS es la

especiemayoritariaen el estadofundamental.Como las longitudesde ondade excitación

de la formaáciday básicason muy distintas,puedeobtenerseunarespuestaen función del

pH del medio, excitandode forma selectivauna u otra especie,o bien, se puedeexcitar

ambas a la vez y estudiar el cociente de dicha emisión. En este último caso el pH se

determinagracias a la relación de intensidad de fluorescenciaentre las dos especies

excitadas, esto supone la eliminación de errores debidos a pérdidas de indicador,

fotodescomposicióny fluctuacionesde la fuentede luz y deriva del detector.Ademásla

medidade pH es independientede la temperatura,fuerza iónica y otros iones. Se obtiene

una precisiónde 0.02 unidadesde pH pero la vida de la membranaesmuy cortadebidoa

la fotodegradacióny se requiereun equiposofisticado.

Jordan y colaboradores(201) desarrollaronun nuevo sensorde PH, útil en el

intervalo 6.0 - 8.0, basado en la transferenciade energía de la eosina, fluoróforo

independientedel pH, al rojo fenol (indicador ácido-base). Los dos reactivos son co-

inmovilizados sobrepoliacrilamida. La precisióndel sensores de 0.008 unidadesde pH

con un tiempo de respuestade 10 seg. La especieprotonadadel rojo fenol presentauna

absortividadmenoren la región de solapamientodel espectrode emisión de la eosina,y el

de absorcióndel rojo fenol no protonado,por ello al decrecerel pH menor es la energía

transferiday la intensidadde fluorescenciaalcanzavaloresmás altos. El cambio de pH
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entre6 y 8 esdetectadoporvariaciónen la intensidadde fluorescencia.Estesensores muy

sensible,de extremadaduracióny resistentea la fotodescomposición.

Serra y col.(202) desarrollan un sensor de reflectancia tipo sonda para la

monitorizaciónde pH en aguade mar. Estesensorse basaen la utilización del indicador

rojo fenol adsorbidoen una resmatipo amberlitaXAD-2 , soportehidrofóbicoaltamante

resistenteen las condicionesmarinas,fijada en el extremode la fibra óptica.

La respuestaobtenida con este sensores de 1.5 -2 unidadesde pl] (igual al

obtenidoen disolución). Esteintervalo de trabajopuedeser ampliado(3.5 - 5 unidadesde

pH) utilizando diferentesconfiguraciones(fibra única o bifurcada) y tamañode partícula.

La respuestadel sensortiene una dependencialineal con la salinidad y temperaturaen los

intervalos12%<S<42% y 1 00C< T <35%C respectivamente.

Lakowic el al? (203) han desarrolladoun sensordepH y pCO, basadoen medidas

de tiempo de vida de fluorescencia.El sensorse basaen un procesode transferenciade

energíaentre un donantey un aceptor. El aceptor presentacambiosen su espectrode

absorcióncomo respuestaa la variación de pl] o pCO2. No se han descritoaplicaciones

del sensorpero considerandosus característicasanalíticas, parecerposeeruna precisión

adecuadaparautilización en clínicay determinaciónde gasesen sangre.

Thompsony col. (204) Estos autoreshan desarrolladoun sensorde fibra óptica

parapl] basadoen tiempo de vida de fluorescenciade varios indicadorescomerciales.La

precisiónes0.02 unidadesde pH. Esteestudioesaplicablea otrosanalitose indicadores y

puedeaplicarsea sensoresde ondaevanescente.

RecientementeKostov et al. (205) proponenun método de producir membranas

para sensoresópticos de pH. Las membranasde acetilcelulosacontienen indicador

inmovilizado covalentemente(rojo neutro o congorojo). Estas membranaspresentanun

tiempode respuestacorto y buenadurabilidad. Estemétodoproprocionala posibilidadde

inmovilizar simultaneamenteenzimase indicadoresde pH.

Ge et al. (206) han descrito un sensorde fibra óptica para pH basadoen onda

evanescente.Un polímeroconductivosensibleal pH (polianilina> ha sido inmovilizado en

el núcleode una fibra óptica de sílice. Los valoresde pH obtenidoscon estesensory los
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obtenidoscon electrodoscomercialesposeenbuenacorrelaciónsi el pH seexpresacomo

un polinomio de quinto orden de la absorbanciapara una longitud de onda dada. Su

aplicaciónparala monitorizaciónde pH a largadistanciaestábajo investigación.

6.1.2. SENSORES ÓPTICOS EN FLUJO PARA LA DETERMINACIÓN DE PH’

SensoresdepH que empleanflbn¡ óptica

El primer trabajo descritoen la bibliografía sobreun método FIA con detección

medianteun sensoróptico fue una simple medidade pH (207). Se trata de un sistemade

circuitos integrados, cuya fase reactiva está compuestapor un indicador ácido-base

inmovilizado sobrecelulosa. A travésde estafase reactivasituadaen un canal del flujo,

fluye librementela corrienteportadora(Figura 21> produciendoun cambiode color. Este

cambiode reflectanciade la fase sólidaesrecogidopor un hazde fibras ópticfasbifurcadas

y conducidoa un espectrofotómetroconvencional.

Figura21. Esquemadel sensoroptico paramedidasde pH. (c) caudaldel portador, (d) espesorde
la “fase reactiva” (r) reflector, (o) fibras ópticas.

Los mícrocircuitos son bloquesde PVC de 70x45x10 mm donde se han impreso

canalesde forma queéstostienenun seccióntransversalsemicircularde 0.8 mm2 de área.
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El microcircuito, asícomo el dispositivoparalas medidasde pH se muestraen las

Figuras22 y 23 respectivamente.

ti

Figura 22. Microcircuitos integrados
sensoróptico. (s) muestra,(Pl) y (P2)

para medidasde pH. Comprendeválvula de inyección y el

tubosqueconducena la bombasperistálticas,(W) desecho.

w

Figura 23. Dispositivo para medidas de pH. (Pl) y
muestra,(C) portador, (W) desecho-La célula de flujo

espectrofotómetro (O) a travésde la fibra óptica.

(P2) bombasperistálticas, (T) timer, (5)
comunicacon una fuente de luz y con un

Este sistemase caracterizapor una rápidarespuestaal pH permitiendohasta 120

determinacionespor hora, así como una buena reproducibilidad(desviaciónestándar+ -

0.01 unidadesde pH)
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La medida de pH en aguade lluvia en un sistema de inyeccion en flujo ha sido

desarrolladoporWoods, (208). Se basaen el seguimientodel cambiode color de una fase

reactivacomercial que incluye vanosindicadorescovalentementeunidos a una matriz de

celulosaevitandoseel procedimientode inmovilización. El dispositivoempleadopermitela

inyecciónde diferentevolumende muestra75 - 200 microlitros. Los intervalos de trabajo

dependen del pK del indicador inmovilizado. La precisión en todos los indicadores

ensayadosy en todos los intervaloses menora 0.17unidadesde pl]. Con una inyecciónde

275 microlitrosde muestrase puedenrealizar35 determinacionesporhora.

RecientementeWerneret al (209) han descritouna membranasensibleal pH que

consisteun un soportede poliestercubiertocon una capadelgadade celulosaque continen

un indicador ácido-base inmovilizado covalentemente. La membrana es totalmente

transparentey muestraun color inducido por el cambiode pH en el intervalo 10-13. El

tiempo de respuestapara alcanzarel 90% de la señal es 1 minuto. Este nuevo material

poseeuna gran estabilidad,puestras variashorasde operacióna pH muy alcalino la señal

sigue siendoestable,lo que lo convierte en una alternativa a los electrodosde vidrio

convencionalesque sufrenel llamado error alcalino. La fuerzaiónica afectala respuesta

del sensor. La precisión obtenida en el intervalo está comprendidaentre 0.03 y 0.1

unidadesdepH.

SensoresdepH que no emplean¡ibm óptica.

Wolfbeis et al. (210) desarrollanun sensorreversibleparapH basadoen medidas

de fluorescencia. El indicador fluorescenteutilizado es carboxinaftofluoresceínacuya

intensidadde fluorescenciavaríacon el pH. El intervalo de trabajosesituaen el intervalo

de pH comprendidoentre6 y 9. Se hanllevado a cabodosclasesde inmovilización, por

enlacecovalenteen una matrizde celulosay atrapamientofisico en una matrizde sílice por

procedimientosol-gel. Este último no resultó operativo debido a su respuestatan lenta

(tiemposde respuestade 15 mm) y a la p¿rdidaprogresivade indicadordel soporte.

La membranasensiblede celulosase colocaen una célula de flujo a travésde la

cual se bombean disoluciones a diferentes pH. En la Figura 24 se observa el

comportamientode esta membrana.El tiempo de respuestaes menor en el sentido



79
Introducción Genenil

creciente de pH (2-5 mm) que en sentido inverso (3-8 mm). El sensores totalmente

reversible.

0 -.

08
10.0

9.0 8.5

~ 061 ¡ . ¡
Ql

1 /
04 1

II ¡ 7.5

0.0 5

7.0

6.5’

20 40 60 80 1(X) 120
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Figura 24. Variación en la señal relativa, tiempo de respuestay reversihilidaddelsensorde pl]

cuandoseexponea disolucionesreguladorasde diferentespH.

Cardwell (211) han inmovilizado 4-dimetilamino-4’-octilazobencenoen una

membranade acetato de celulosa. En la membrana se incluye dietilftalato como

plastificantepara mejorar la transparenciade la membranay trietilenglicol como agente

humectante.El coloranteutilizado cambiade una formaneutrade color amarillo (en medio

básico)a una forma catiónicade color rojo (en medio ácido) por lo que es necesariola

introducción de un agentepara mantenerel balancejónico. Como tales se han utilizado

tetrafenilboratoy tetrakis(4-clorofenil)boratopotásico. Esta membranacolocadaen una

célulade flujo se ha utilizado parala valoraciónde unadisolución de basefuerte0. 1 M de

hidróxido sódicoo potásicocon ácidoclorhídrico0.1M. a 580 nm.
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6.1.3. SENSORES DE pH COMO TRANSDUCTORES EN SENSORESDE TERCERA

GENERACIÓN.

En los últimos añosse ha incrementadoel uso de optrodosbasadosen medidasde

pH para la determinaciónindirecta de especiesde interés como amoniaco, CO2, urea,

penicilina,etc que intervienenen reaccionesen que segenereno consumanprotones.

Así por ejemplo, se han determinadoionescomo Ag+, Hg
2+, Cu2~, Cd24, Co2~,

Ni2~, Mn2~ y Pb2> a través de la inhibición reversible no competitiva que provoca la

presenciade estosmetalessobrela reacciónenzimáticaentrela ureay la ureasa.Los iones

metálicosinactivan la ureasapor reaccióncon el grupo sulfidrilo aumentandoel pH. La

inhibición de la ureasaes relativamenteselectivapara el Hg2~ con una selectividad100

vecessuperior a la del restode los ionesy ademásla inhibición relativade la enzimaes

una función lineal de la concentraciónde Hg2~. Por otra parte, se trata de una inhibición

reversible, ya que la enzima inmovilizada recupera su actividad tras una etapa de

regeneracióncon una disolución de tioacetamida,EDTA. Yerian et al (212) proponenun

sistemapara la determinaciónde Hg2’ (0.2 - 2.0 pM) basadoen la inhibición enzimática

de la ureasa.Este método resultaapropiadopara el análisis en continuo de Hg2~ en

muestrasmedioambientales.

Un opírodo sensibleal CO
2 ha sido desarrolladopordistintosinvestigadores(213),

se basa en un indicador fluorescente (HPTS) sensible al pH disuelto en un tampón

bicarbonatoy atrapadoen un polímero de silicona. El CO2 difunde hacia la disolución

reguladorainternay cambiasu pH y por ello laspropiedadesfluorescentesdel indicador

varían.En la tabla 6 se resumenalgunosejemplosde estasaplicaciones.
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Tabla6. Ejemplosde utilización de sensoresde pl-! comotransductoresen sensoresde
tercerageneración.

Analito Límite de Indicador ácido-base Referencia
detección

Amoniaco 0.09 pM 2,7-diclorofluoresceina y 5- (214)
carboxi-2’ 7’ -diclorofluoresceina

Amotinen 7 nM 5-carboxi-4’ 5’- (215)
Glutamato 0.1 !LM dimetiffluoresceinay 2,7 .bis(2-

carboxietiD-5-
carboxifluorescema

PentedinaY 0.01 - 10 mM nile blue (216)
Pemcilma <3 0.03 - 10 mM
Penicilina 0.1 - 10 mM fluoresceinatsot¡oennatn (217)
Amoniaco 1 gM derivadosdetntemlmetano (218)

6.2. DETERMINACION DE HIERRO

La determinaciónde hierro basadoen medidassobrefase sólida combinalas etapas

dc preconcentración,separacióny determinaciónlogrando con ello sensibilidadesmuy

superioresa las obtenidasen disolución. Sehan descritopocossensoresópticosbasadosen.

métodos con y sin flujo y con y sin fibra optica y muchos de ellos carecende la

sensibilidady sobretodo de la selectividadadecuada.

6.2.1. SENSORESTIPO SONDA.

Faraldosy col <219,) describenun sensorde fibra óptica basadoen medidasde

reflectanciapara la determinaciónde Fe(lIl) utilizando Cromazurol-S como reactivo

indicador soportadoen una resmade intercambioiónico. La fasereactivase regeneracori

pirofosfato. Este sensorpresentaun limite de detecciónde 0.2 ppm con una precisiónde

0.2%y se ha aplicadoa la determinaciónde Fe(1Il) en aguasde diferenteprocedencia.
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6.2.2. SENSORESÓPTICOS EN FLUJO

Lázaro y col.(94,) proponen un método para determinar Fe(Il1) que integra las

etapasde retencióny detecciónespectrofotométrica.El métodosebasaen la formaciónde

un complejocoloreadoFe(lll)-tiocianatocuya absorbanciase mide una vez es absorbido

en la fase sólida. El método tiene un límite de detecciónde lO ng/ml y una razonable

selectividad.La principal interferenciaencontradase debea Cu(ll).

6.2.3. DETERMINACiÓN DE HIERRO EMPLEANDO FASES SOLIDAS.

Los métodosque se exponena continuaciónno constituyenen sí sensorespuesto

que se realizanen sdiscontinuoy sin fibra óptica, pero dadoque todos ellos empleanla

fasesólida parala realizaciónder la medidao como sistemade preconcentracióntendrtían

pun posiblepotencialanalíticocomo sensoresópticos.

Otros autoreshan utilizado diferentesfasessólidas parapreconcentmrhierro para

posteriormenteanalizaresteelementopor diferentestécnicas.Entre estos trabajospuede

mencionarselos siguientes.

Se ha utilizado un intercambiadoraniónicoparapreconcentrarhierro, su detección

espectrofotométricase llevaa cabocon el reactivo4,7-difenil-l-l0 fenantrolinadisulfonate’

La reacción se lleva a cabo despuésde eluir el hierro de la minicolumna con acetato.

(220). El complejo coloreado se adsobreen un intercambiadoraniónico y se mide

continuamentela absorciónde la fase coloreada,el límite de detecciónesde 0. 1 mng/ml

paraun volumende muestrade 80 ml.

Bírod et al. (221) proponenun método para la determinaciónde Fe(ll) y hierro

di suelto en agua de mar. La técnica emplea un sistema RA con detección

quimioluminiscente.La radiaciónmedidaprocedede la reacciónde sulfoflavina brillante

con H202 y Fe(fl) en medio neutro. Se utiliza una columnaintercambiadoracatiónicapara

preconcentrarhierro y se obtiene un limite de detecciónde 0.45 nmol/l con 4.4 ml de

muestra.El límite de detecciónpuedemejorarsesi se incrementael volumen de muestra
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utilizada. La desviación relativa estándares 2-5% para concentracionessuperioresa 2.5

nmol/l.

Se ha realizadola determiaciónespectrofotométricade Fe(llI) en aguade mar por

preconcentraciónde Fe(lll) en tina columna Cl 8 que contiene un reactivo quelatante

reactivo. El complejose eluyecon metanol y su absorciónse mide a 562nm,estimándose

un límete de detecciónde 33 ng/ml. <‘222,)

El número de publicacionessobre espectroscopiasobre fase sólida no son

numerosaspero en los últimos añosha experimentadoun gran auge, se puedeconsiderar

estostrabajoscomo una fasepreviaparaposiblesfuturossensoresópticos.

Nigo et al. (223)han desarrolladoun métodoparala determinaciónde hierro (II) y

(III), basadoen medidasdeabsorbanciaen fasesólida. El métodoutiliza el reactivo 1-lo

fenantrolinapara Fe(II) y citratocomo agenteenmascarantede Fe(1ll). De estamanerael

complejo formado en disolución en presenciade la resma Dowex SOW-X2 (agitación

mecánicadurante 30 minutos) queda absorbido en dicha fase sólida. Es posible la.

determinación de hierro total si se produce la reducción de Fe(lII) a Fe(ll) con

hidroxilamina. Las lecturasde absorbanciaseefectuana dos longitudesde onda, 514 nm

(máximo de absorcióndel complejo) y 630 nm dondeabsorbesolamentela resma. Se

obtieneun límite de detecciónde 5.1 ppb para Fe(lI) y 6.0 ppb de hierro total cuandose

tiene 200 ml de muestra.La precisiónesde 4.6% para la determinaciónde 0.2 ppm de

hierro total. Las mayoresinterferenciaslas producencobre, cobaltoy zinc. El métodose

ha aplicadoa la determinacióndehierroen aguasde origennatural.

Shriadah et al. (224) han descrito un método rápido simple y sensible para la.

determinaciónde hierroen aguade mar. El métodose basaen el enriquecimientode hierro

como tín complejo que forma Fe(II) con batofenentrolinadisulfonato de color rojo a pH

4.5 en un capade resmaaniónicaAmberlyst A-27. Se efectuanmedidasde absorbancia.

sobre la fase sólida coloreada.En primer lugar se forma el complejo en disolución (10

minutos) y se añadela fase sólidaparaque se produzcasu adsorción.La absorbanciase

mide a 550 nm. La desviaciónestándarrelativa esde 2.8% para6 determinacionesde 0.3

microgramosde Fe(I1). En cuantoa las posiblesinterferenciasse ha comprobadoque la

presenciade iones CW afectaa la fijación del complejopero noa su coloración.
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Saito (225) proponen una modificación del método descrito anteriormente

empleando una membranade PVC como soporte del reactivo batofenantrolinay o-

nitrofenilocileter. Existe la posibilidad de determinaciónde hierro total , Fe(I1) y Fe(1ll),

el métodoposeealta selectividady sensibilidadhaciaFe(ll). El límite de detecciónes6.8

107M. Se obtiene una precisiónde 4.3% con una disolución de 2.15 105M. El principal

efecto interferentese debea la presenciade cobre incluso en una concentraciónigual a la

(le Fe(ll), esteefectopuedesereliminado con la adición de un agenteenmascarantedel ión

Cu(ll).

Kanebo y col, han presentadoun método para determinaciónde hierro con un

límite de detecciónde 0.6 ng/ml por formación de un quelatoaniónico entreFe(III) y el

reactivo2,2’ dihidroxiazobencenoque reaccionacon violetacristal y despuesel par iónico

esadsorbidoen la superficiede unapelículade PVC ,midiendo a 592 nm. (226)

Lev y colaboradores(227) han desarrolladoun método espectrofotométricocon un

límite de detección para el ión ferroso menor de 0.1 ng/ml que se basa en la

preconcentraciónde esteión en una fasesólidaconstituidaporel reactivo110 fenantrolina

atrapadoen una matrizde sílice porel procedimientosol-gel. La absorbanciadel complejo’

formado se mide directamentesobrela fase sólida en un espectrofotómetroconvencional.

El tiempodeequilibracióndel vidrio dopadoestádeterminadopor la difusión del analito al

interior de la fase sólida para la formación del complejo y puede variar de 1 -24 h

dependiendode la cantidaddesoporteutilizadaparapreconcentrar.

6.3. DETERMINACIÓN DE ALUMINIO

6.3.1. SENSORES TIPO SONDA

El primer sensorregenerablede fibra óptica para la determinaciónde Al(1II) fue

desarrolladopor Saari y Seitz (228). Desarrollaronun sensorde fluorescenciautilizando

comoreactivoindicadorla momaquefue inmovilizada sobrecelulosaen polvo y unida al

extremode una fibra ópticabifurcada. La respuestade estesensores lineal en el intervalo

1-100gM en Al3~ a pH 4.8. El tiempo de respuestade estesensoresde 1-2 minutosy el

límite de detecciónlgM en Al3~.
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En un trabajoposterior<‘229,) se preparóotro tipo de sensorque respondea AI(lll),

Mg(1l), Zn(Il) y Cd(ll) por inmovilización de 8-hidroxiquinoleina-5-sulfónicosobre una

resmade intercambio iónico y uniendo la resma al extremo de un haz de fibra óptica

bifurcada. El límite de detecciónpara los diversos iones metálicosestudiadosfueron

menoresde 1 pM. La respuestadel sensorcon la concentracióndel ión metálico no fue

lineal.

En 1986 Wolfbeis propone un método de valoracióncomplexométricadirecta de

A13± con CDTA (230), válido incluso para disoluciones fuertemente coloreadaso

turbias.La valoración se sigue a través de la intensidadde fluorescenciadel complejo

AI(l1l)-morina mediantela utilización de una fibra óptica bifurcada. Este métodopermite

la determinaciónde aluminio en el rango de 1-800 ppm con alta precisión. Dado el

diminuto tamaño de las fibras son posibles valoracionesácido-basede muy pequenas

cantidadesde muestra(200-500MI).

Posteriormenteha sido descritala construcciónde un optrodopara aluminio cuya

fase sensoraestá cosntituida por monna inmoivilizada en una biomembrana (23!),,

obteniendoseun limite de detección de 16 ppb y un tiempo de respuestade 30-60

segundos.

6.2.2. SENSORES OPTICOS EN FLUJO.

Pereiroy colaboradores(232,) han desarrolladoun sensorespectrofluorimétricopara

determinaciónde AI(I1I) en niveles de ppb en un sistemaen flujo, la fase reactivaestá

constituida por Kelex 100 modificada con 8-hidroxiquinoleína inmovilizado sobre

AmberlitaXAD-7 y se obtieneun limite de detecciónde 7 ppb con una preciónde 0.8%.

Estos mismos autores han descrito un sensor fosforimétrico en flujo para la

determinaciónde aluminio. La medidade fosforescenciaa temperaturaambientese debea

la reacciónentreel analito y el reactivo ferrón inmovilizado en una resma aniónica. E][

límite de detecciónobtenidoesde 1 .8 ng/ml y unadesviaciónestándarde 2.3 % . (233)
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6.2.3. DETERMINACION DE ALUMINIO CON UTILIZACIÓN DE FASES SOLIDAS.

Existen en la bibliografía pocos sensorespara la determinaciónde esteanalito si

bien aparecenalgunos trabajospara la determinaciónde AI(Ill) que emplean reactivos

inmovilizadossobreun soportesólido paraprcconcenb~relcatión.

Ditzler y col. (234) inmovilizaron2,2,4,- trihidroxiazobencenosobregel de sílice.

La principal ventajadel sistemano es la preconcentracióndel analito sino la disminución

de las especiespotencialmenteinterferentes.

Ljunggren el al. (235) utilizan como agente quelatante desferrioxamina

inmovilizada en vidrio de poro controlado para la preconcentraciónde aluminio. La

minicolumna se disponeen un sistemade inyección en flujo y tras la elución del catión se

procedea la detecciónporepectrofotometríade absorciónatómicacon llama.

El acoplamiento de una microlumna con el reactivo 8 -hidroxiquinoleina

inmovilizada para preconcentraraluminio (durante3 minutos) seguidade la elución del

complejo con HCí-HNO3 y posterior deteccióncon absorciónatómica con llama (236»

proporcionaun límite de detecciónde 3 ng/ml de AI(ll1).

Algunos autores utilizan las fases sólidas para la determinaciónde aluminio

fonnandopreviamenteel complejoendisolución.

Wolfbeis (237) proponela inmovilización de momaen silica gel empaquetadaen

una microcolumnaparala determinaciónde aluminio fluorimetricamente.La relaciónentre

la longitud de la zonafluorescentede la columnay la concentraciónde AI(Ill) que pasaa

travésde la columnaofreceun métodosimple y rápidoparala estimaciónsemicuantitativa

deAI(lIl).

Molina -Diaz et al. (238), determinannivelesde aluminio por debajode ng/ml.

Paraello forman un complejoentreAI(III) y el reactivocromazurol5 decolor azul que se

adsorbefácilmenteen una resmade intercambioaniónico. El métododesarrolladose basa

en la medidade la absorbanciade estafase sólida coloreada.El intervalo lineal obtenido
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estácomprendido0.6-4.0ng/ml con una precisiónde 2.1%. El método, en discontinuo,se

haaplicadoa la determinaciónde aluminio en aguasnaturalesy de grifo y en aleaciones.



IL PARTE EXPERIMENTAL
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1.- APARATOS, MATERIAL Y REACTIVOS

1.1.- DESCRIPCIÓN DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS COMO FASE
REACTIVA EN ESTA MEMORIA.

1.1.1.-CROMAZUROL S.

El reactivo cromazurol 5 (CS) es un indicador metalocrómico derivado del

trifenilmetanocuya fórmula correspondea la del ácido 3”-sulfónico-2”,6”-dicloro-3.3”-

dimetil-4,4”-dihidroxi-5,5”-dicarboxíico-trifenilmetano.En disolución fuertementeácida

el ligandoestápresentecomo un zwitterion representadoen la figura.

CH3

1-1+

Ó

CH3

Figura 25. Fórmulaestructuralpropuestadel CS en disolucionesfuertementeácidas(1-141).

El Cromazurol 5 presentatres constantesde disociaciónque correspondena los

equilibriosde la tabla7.

H H

¡ ¡

o

so3-
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Tabla 7. Equilibrios y constantesde disociacióndel cromazurol5

Equilibrio pKa (239) pJC~ (240) Color

1141

H3I~tH~ + H21{ 2.5 2.3

H,i4~H~t ±H1
3 4.9 4.7

+ W 11.5 11.8
í42~

rosa

naranja

rojo

amarillo

azul

Este reactivo forma complejosquelatos,generalmentede estequiometría1:1 cori

numerososmetales. Las constantesde formación de estoscomplejosse encuentranen la

tabla8 dondeseobservaque los ionesFe(Ill) y AI(lll) forman complejosmuy establescon

estereactivo.

Tabla 8. Constantesde formación de los complejosdel

Metal Al Be Cd Cii Fe Uf lii

log <fi~~) 12.9 10.2 VA 15-6 17.5 13a

cromazurol5 con metales<‘241)

1>4 Sc• •Th. T! Y Zr

13.3 12k 12.3 12.3 1052 16.3

Iog (fi
12) iO.$ lEí

Iog (k21) 13 20a

1c>g <$22> 36.2

Langmyhr (240,) propone las siguiente estructuras para cada uno de los

complejos que forma el cromazurol S con el Fe(Ill), formación de un dímero, un

monómeroy complejo 2:1 representadas en las Figuras 26, 27 y 28.
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H20 OH2

SO3~

Figura 26 Estructura propuesta para el dímero lFe(H20)12)12
2.

CH
3

Ci .O¿-OH,
OH2

Ci

CH3

H20 ‘~2~

o-
1

C
4.’

O
1

0—H

CH3

SO3- CI

Cl

CH3 CH3

CH3

so-3
SO3

OH2

H2OH2c9H2

Figura 27. Posiblesestructuras del monómero [Fe(I-120)]4)HI
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H20 j~2O

Fe +.—0H2OHO 21
C O

SO3~

Figura 28 Estructura sugeridade [Fe(H20)]2)19±

Kashkovskaia y Mustafin (242) en 1958 emplearoneste reactivo por

primera vez con fines cuantitativos para la determinación de aluminio en

acerosy bronces.

En 1965 Pakalns (243), demuestra que el CS es un reactivo muy

sensible para la determinación de aluminio y que es en estesentido superior

al aluminon y al “rojo de eriocromo” para la determinación

espectrofotométrica directa del analito en presencia de diversos iones.

También espreferible la utilización del CS sobre la 8-hidroxiquinoleina según

Pakalnsya que el método que utiliza esteúltimo reactivo esa menudo tedioso

para análisis de rutina.

Este reactivo ha sido en los últimos alios utilizado de nuevo para la

determinación de AI(III) así comopara estudiar la reactividad de las especies

hidrolizadas del aluminio (244) resultando un método muy rápido para su
determinación colorimétrica.

CH3

CH3

O
.1,

C
4.

00H
2

H20
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Este reactivo ha sido en los últimos años utilizado de nuevo para la

determinaciónde AI(I1l) así como para estudiar la reactividad de las especies.

hidrolizadas del aluminio (244) resultando un método muy rápido para su

determinación colorimétrica.

Ohzeki (245), ha desarrolladoun métodoespectrofotométricoselectivo para

la determinaciónde trazasde AI(lII), previaretencióndel complejo temario de Al

con CS y zefiraminasobreunasmembranasqueactúande filtro.

1.1.2.- PIOVERDINA

Descripción:El fitoplanctonproduceen las aguasmarinasupnapequeñacantidad

de comíejantesorgánicosque presentangran afinidad por los metales. La información

existenterespectoa estos ligandos estáoriginada en estudiosde cultivos en los que la

concentraciónde estos quelatantesen alta. La extrapolación de estos resultadosa aguas

naturaleses por supuestoproblemáticay es bastanteimprobable que estos compuestos

afecten la especiaciónen aguasnaturales.Los microorganismosacuáticossintetizandos

tipos de agentescompíejantesde metales: ligandos transportadorespara adquirir los

metalestrazay ligandosdepuradoreso amortiguadorespara defendersede la toxicidad de

otrosmetales.

Ligandos transportadores: Para la mayoría de los metales no conocemosla

naturaleza del ligando transportador originado en el fitoplancton por bacterias,

normalmenteson membranasespecíficaque poseengran afinidad y especificidadpara los

metalesen cuestión.(estoesclaramenteunanecesidadparaadquirirmetalestraza desdeun

medio oligotrófico). En el caso del hierro, se puedendistinguir varios tipos de ligando

transportadores,sideróforosde tipo catecolo hidroxamato.

Los sideróforos son por lo tanto pequeñas moléculas que producen los

microorganismoscuandoestánpresentesen mediosdeficientesen hierro (246). Su función

estransportarhierro al interior de las célulasde los organismosque los sintetizanproceso

que involucra la participación de proteínasde membranaespecífica. Estos sideróforos
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poseenuna alta afinidad específicapara Fe(lll) al cual transportanhacia el interior de las

células. Los sideróforosen general se caracterizan<‘247,) por las siguientespropiedades:1)

Su síntesisse lleva a cabosolo cuandolas células microbialescrecenen mediosdeficientes

en hierro; 2) cornplejanespecíficamenteFe3~ y tienen una débil afinidad o insignificante

por Fe2~, 3) los complejoscon Fe(II1) poseenconstantesde estabilidadmuy altas (de][

orden de 1032), 4) como resultadode su capacidadpara complejarFe3~, los sideróforos

incrementanlas velocidadde entradade estecatión en cl interior de las células. Se puede

decir que los sideroforosjuegan en el transportede hierro en microorganimosun papel

muy parecidoal de las membranasjonóforasparalos metalesalcalinos(248,).

Como resultado de estas característicasalgunos sideroforos han encontrado

aplicación médicacomo la deferiferrioxaxminaB que en forma de mesilatoes distribuida

por la marca Ciba Geigy bajo el nombrede Desferal parael tratamientodela siderosis.,

<‘249,). En la síntesisde nuevosantibióticosse ha tenido en cuentael procesode transporte

de hierrode sideróforosy se ha imitado su naturalezaparatraspasarlas membranasde las

células. Por otra parte los grupos quelatantesque aparecenen los sideróforos (ácido

hidroxámicoy catecol)han sido utilizadosen la agriculturaparaaumentarla disponibilidad

de hierro en el suelo y tales sustanciaspueden,por inhibición de la ureasa,prevenir

pérdidasde amoniacoen el suelo <‘259)

Se han aisladosideróforosde suelosy ensayosquímicosy biológicos han indicado

su presenciaen algasy en aguasde lagoduranteel florecimientode algasazules-verde.Se

ha sugeridoque la producciónde sideróforospor algaspuedesuprimir el crecimientode

otrasespeciesincapacesde utilizar el complejohierro-sideróforoparasu crecimiento.

El sideróforoutilizado en estetrabajoparala construccionde sensoresquímicosse

denominapioverdina y es un reactivo fluorescentey soluble en agua, de origen natural

biosintetizadoporbacteriasde la especiePseudomonasfiuorescens.

La estructura detallada de algunos sideróforos ha sido caracterizada por

espectroscopiade resonancia magnética nuclear (RMN) (251). Así, las diferentes

pioverdinasestánconstituidaspor una porciónpeptídicade 6 a 10 amino ácidos unidos a

un cromóforoderivadoel 2-3-diamino-6,7-dihidroxiquinoleínapresenteen todasellas. El

péptido en la mayoríade los casoses lineal pero puedesercíclico o parcialmentecíclico.

Cada moléculade pioverdinacontiene3 gruposbidentadosquelatantes,un grupo cateccil
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localizado en el cromóforo y 2 grupos hidroxamatos o, un hídroxamato y un

hidroxiaspárticoque pertenecena la partepeptídica(252.253,).

Cada cepa de Pseudomonasproduce varias clasesde pioverdinasque poseen el

mismo péptidoy difieren sólo en la cadenaunida al cromóforo. De una especiea otra la

cadenadel péptidopuedevariarconsiderablemente,estandosit=mpreconstituidopor amino

ácidos hidrofílicos: glicina, serna, homoserina, ácido aspártico, ácido glutámico,

glutamina, ácido -treohidroxiaspártico,N- hidroxiomitina, lisina, arginina.

Las Figuras 29 y 30 representanla estructurala pioverdinasy la del complejo

octaédricoque forma con el Fe(Ill) respectivamente.La formación del complejo con el

Fe(IIl) produceuna desactivaciónestáticade la fluorescencia(254) que puedeemplearse

parala determinacióncuantitativadeesteanalito.

O

NR, NH~ 01-1

O
HN N OH

O OHt

(AA<
(AA)

(AA)—NH

01%

O

N 1-1 Nl]

,(AA)

(AA)-~~

1-1

O

Figura 29. Estructura de pioverdina
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O

NH2 NH ~ 01-1

O
HN OH

O

(AA<NH

(AA>

Fe(III)

OEJ\
N

01-1
N

O H

H MI

,(AA)

(AA)—NH (AA<(AA)

O

Figura 30. Estructura del complejo pioverdina-Fe(III)

Obtencióny purificación de pioverdina. Estereactivodeorigen natural seobtuvo

y purificó a partir de unacepade bacteriasPseudomonasFluorescensAR-] 1 modificando

ligeramentela versiónpublicadapor Meyer y Abdallah (10).

Las bacterias PseudomonasfluorescensAR-l 1 fueron cultivadas en un medio

PMS7Ca deficiente en hierro (condición indispensablepara que estasbacterias produzcan e.l

sideróforo). El medio de cultivo PMS7Ca está constituido por N,N-bis[2

hidroxietil]2aminometanosulfónico, piruvatosódico, sulfatomagnésico,cloruro amónico,

fosfato dipotásicoy cloruro cálcico. Las bacteriasestuvieronen estemedio de cultivo a

25
0C y sometidasa agitaciónmecánicahastaobservarun máximo en su crecimiento(en

estaetapaya se observala fluorescenciade algún productoexistenteen el mediode cultivo

queanteriormentenoexistía).
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El pigmento fluorescente se aisla del medio de cultivo por centrifugación (se

separanlas célulasmuertasy bacterias)y se pasaa travésde una columnaG25 rellenade

Sephadex(2.5 x 90 cm). La elución se lleva a cabocon aguay las diferentesfracciones(2

mí) se recogen en un colector automático. Esta fracciones se analizan

espectrofotométricanientey sólo las quepresentanuna absorbancia>0.2 en 460 nm son

tratadascon un excesode 8-hidroxiquinoleinapara eliminar cualquier traza de hierro y

obtener de esta manera el pigmento libre de impurezas. Una vez efectuado esta

purificaciónel pigmentoesliofilizado.

1.2. APARATOS Y MATERIALES

1.2.1. APARATOS.

- EspectrofotónietroUnicamSP600,provistode lámparahalógenaalimentadaa 12 V

- Tubo fotomultiplicadorThom Emi, modelo9558 - S20.

- Fuentede alimentaciónDC del tubo fotomultiplicadorThorn-Emi GencomMPS 1600.

- FuentedealimentaciónAC AVISOR, FAF 3/4 A,que seacoplaa la de continuocon una
salidafija de 13.8V.

- Voltímetro digital Promax,modelo MD-l0O.

- Espectrofotómetrode fibra óptica GuidedWave260 (El DoradoHilís, CA) equipadocon
tina lámaparade tungsteno-halógenode 20 W y 6V, conectadoa una ordenadorToshiba
T32005X.

- EspectrofluorímetroPerkin-ElmerL550 conectadoa un ordenadorIBM 5X55.

- Microscopiode fluorescenciaModelo Zeiss

- lEspectrofotómetrode diodosintegradosHewlett Packard8452-A.

- EspectrofotómetrodeabsorciónatómicaPerkinElmer 2380.
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- CentrífugaBeckman.

- Baño termostático

- pH—metro Crison 2001H dotado de un electrodo combinado de vidrio-calomelanos
saturadoCrison.

- BombasperistálticaLKB Perpex10200 y Gilson 2001.

- Válvulade inyecciónOmnifit de 6 vías

- Unidadesde filtración Ultrafree-CL (Millipore).

1.2.2. MATERIALES.

- Haz de fibra óptica de sílice de 2 mm de diámetrointernoy 1 m de longitud. El hazestá
integradopor 14 fibras de 500 micrasde diámetrocadauna. -

- Fibra óptica plástica Crofon (Du Pont), haz de 16 fibras de 250 pm de diámetrocada
una.

- Material especialpara fibra óptica: conectores(RS), fundasde plástico termocontráctil
(RS 399-861 y RS 399-906), tubo de teflón (RS 399-827),copolímero de éster acnlico y
N-vinil-2-pirrolidona para pegarlas fibras entre sí (Lankro 1-164, RCP 2280 13) y peía-
cables(RS-544-906).

- Célulade flujo “HeIlma” 176.52 (100 jd de volumeninternoy 3 mm depasoóptico)

- Célulasde flujo de metacrilato(diseñadasen el departamento.apartados??

- AgitadoresmagneticosSelect.

- Placasfiltrantes,Pobely Alamo de porosidad4.

-.Material volumétricodecalidadcontrastada( Afora, Alamo, Pobel...)

- Conectores,tubosde teflón de 0.Smmde diámetrointernoy tubos deTygon parabomba
peristática.

- Tamizadores,luz de malla lmm y 0.160 mm.

- Pegamento:epoxi-resina.
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- Lupa x12 aumentos.

- Papelde lija de 3 rugosidadesdiferentes.

Soportespoliméricos:

Intercarubiadoraniónico Dowex 1 -X2 (Dow Chemical Co.); 200-400mesh, porosidad
alta, capacidad(4.3 +Xi.3) meq/g,humedad71-77%,en forma de CL.

- Intercambiadoraniónico Dowex I—X4 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh, porosidad
alta, capacidad(4.3±-O.3) meq/g, humedad56-64%,en formade Cl-.

- IntercambiadoraniónicoDowex l-X8 (Dow ChemicalCo.); 200-400mesh, en forma de
Cl-.

- Intercambiadoraniónico Dowex l-XlO (Dow ChemicalCo.); 200-4%mesh, porosidad
baja,capacidad(3.2+-O.3) meq¡g,humedad34-40%,en formade Cl-.

IntercambiadoraniónicoAmberlita IRA-400, en forma de Cl-.

- Intercambiador catiónico Dowex 50-WXl2 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh,
porosidadbaja, capacidad(5.1+-0.3) meq/g, humedad43-49%,en formade H~.

- IntercambiadorcatiónicoAmberlita IR-122. FormaCu2+.

- IntercambiadorcatiónicoAmberlita IR-120.

- Copolímeroestireno-divinilbencenoDowex (Dow ChemicalCo.) al 2%.

Otros soporte sólidos:

Vidrio de poro controlado (CPG) (PierceCorning) 460 A, tamañode partícula37-74
micras

Gel de sílice 100 de la marcaPalca de diámetrocomprendidoentre0.063-02mm.

1.3.- REACTIVOS

- Cromazurol S (CS) de la marca Merck. Disoluciones acuosa de diferentes
concentraciones.

-. Pioverdinaaisladay purificadasegúnseexplicó en el apartado11.1.1.2.
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Patrón de Aluminio de 1000 ng/ml; preparadapor disolución de 1000 mg de aluminio
metálicopuro(Merck) en ¡000 ml deaguaMilli-Q con ácidoclorhídricoal 2% (\“/V).

- Patrón de Hierro de 1000 ng/ml preparadadisolviendo Fe(N03)39H20 en HNO3 al 1%
valoradocon permanganatopotásicopatrón.

- Hexametilentetramina(HMTA), de la marca Merck. Solución reguladorade HMTA 0.2
M y ajustandoel pH a 5 en medio HCIO4.

- Biftalato potásico(Merck)

- Disoluciones reguladoras fisiologicas de la marca Sigma, ácido 2[N—
morfolinoletanosulfónico (MES), tris¡hidroximetiljaminometanohydrocloride (TRIS),
imidazol, HEPES.

Reactivosorgánicospara la preparacióndel vidrio sol-gel: Tetrametoxisilano(Aldrich),
metanol (Carlo Erba)

Reactivos para la inmvolización del CS en CPG: 3 Aminopropiltrietoxisilano
(Fluka),cloroformo (Carlo ErBa), N-propilamina, nitrito Sodico <Carlo Erba) tolueno
(Carlo Erba) Acetona (Carlo Erba) Cloruro de p-nitrobenzoilo (Carlo Erba) Ditionito
sódico(Carlo Erba)

- Reactivospara la inmovilización del CS en gel de sílice: Cloruro de metiltrietilamonio,
Aliquat 336 (Aldrich)

GlutaraldehidoSCharlau.comoagenteentrecruzanteen la inmovilización depioverdinaen
CPG.

Reactivos inorgánicos de grado analítico de diferentes marcas, empleados en la
preparaciónde disolucionesparael estudiode los elementosinterferentes.

Reactivos inorgánicos de grado analítico de diferentes marcas, empleadosen la
preparaciónde disolucionesparalos estudiosde regeneraciónde las fasesreactivas.

Agua purificada medianteun sistemaMillie-Q (Millipore) para la preparaciónde todas
las disolucionesutilizadas.
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2.- PROCEDIMIENTOS OPERATORIOS

2.1.-DISPOSITIVOS DE MEDIDA

2.1.1.-MEDIDAS DE REFLECTANCIA

Dispositivo 1. Este dispositivo se ha empleadoparala determinaciónde aluminio

utilizando CS inmovilizado sobre la resmaDowex 1X2. La disposición del mismo se

encuentraen la Figura 31 .La radiación emitida por una lámparahalógenade 12 y es

monocromadapor un monocromadorde prismapertenecientea un espectrofotómetroUV-

VIS UNICAM. La fibra ópticabifurcada se acoplapor un ramal a la salida del hazde luz

que proviene del monocromadormientrasque la luz difusa reflectadaen el terminal se•

dirigea travésdel otro ramal a la entradadel fotomultiplicador.

El tubo fotomultiplicador se halla conectadopor una parte a una fuente de

alimentaciónde corriente continua (a su vez conectadaa una fuente de alimentaciónde

corriente alterna), y que por otro lado a un conversorde lectura digital. La rendija

utilizada a la salidadel monocromadorfue la mínima posible.Para la realizaciónde las

medidassecolocala célulade flujo (figura 32) en la que estásituadala fasereactivaen un

recipientecerradoy negromate (paraevitar la interferenciade la luz ambiental)que posee

tres orificios al igual quela célulade flujo, uno de ellos situadoen la partesuperiorparala

fibra óptica y dos lateralespara la entraday salida de las disoluciones. Las medidasse

efectuarona temperaturaambiente.

La fibra óptica empleadaen estedispositivoestáformadapor un haz de 16 fibra:s

Crofon Dupont de un diámetrode 0.25 mm cadaunay una superficieactivade0.78 mm2.

Estasestánformadasporun núcleode polimetacrilatodemetilo con un índicede refracción

de 1.490y recubiertasde un polímerotransparentede índice de refracciónmenorn
2 1.392

(AN=O.53) Estehazsehalla a su vez protegidopor una resmadepolietileno. Las fibras

óptica Crofonempleadasaceptanluz con un conode 32
0(ángulode aceptación).
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FUENTE —MONOCROMADOR

DR
BOMBA

PERISTAITICA

DR: DISOLUCION REGULADORA

R: REGENERANTE

M: MUESTRA

EOTO M U LT IP L CA DOR

FIBRA OPTICA CON VER SOR

LOGARrMmO
DIGITAL

DESECHO

Figura 31. Dispositivo de medida1 paramedidasdereflectancia

utilizadaen el dispositivo 1. 1. entradaflujo, 2. desecho,3 fuentedeFigura 32. Célula de flujo
radiación,4 detector.

La construcción del ramal de fibra óptica bifurcado se efectuó según el

procedimientodescritoanteriormente(255). Se parte de un haz de 16 fibras que se divide

en 2 gruposde 8 fibras distribuidasal azar.Estos extremos,con superficie perfectamente

CELULA DE:

¡ DE FLUJO

3 4
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pulida y totalmenteuniforme paraevitar al máximo pérdidasde luz, secolocan tanto a la

salida del monocromadorcomo a la entrada del detector mediante unos conectores

metálicos.

En la parte común del haz (16 fibras) que debe presentar una superficie

completamentepulida se coloca una pieza de unión entre la fibra y la célula de flujo

diseñadaparaesteexperimento.

En la Figura 33 serepresentael espectrode transmisiónde

T(%)

80

60-

40

20-

o

la fibra empleada.

flm.

Figura 33. Transmisión especial de la fibra Crofon.

Dispositivo 2. Se ha utilizado para la optimización de las condiciones operativas

parala determinaciónde Fe(III) y en su determinaciónutilizando CS inmovilizado en gel

de sílice. Estedispositivo se representaen la (Figura 34) El dispositivoestáintegradopor

un fotómetro de fibra óptica GuidedWave 260. con un accesoriode fibra óptica y una

célulade flujo donde se disponela fasereactiva(Figura 35).

La radiaciónprocedentedeunalámparadewolframiomonocromadapor una red de

difracciónde 625 líneas, se dirigepor un ramal de la fibra óptica(7±7)bifurcadaque esta

acopladaal espectrofotómetroa la fasesólida con el reactivoinmovilizadoque estasituado

en la célula de flujo. La luz reflectadase dirige haciael detectorpor el otro ramal de la

400 600 800 1000
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fibra y se registraen un ordenadorToshibaT3200SXque controlaademásel programade

medida. La rendija empleadafue de 0.25 mm.

La fibra óptica empleadaestaformadapor un haz de 14 fibras (7+ 7) de sílice

fundida; 7 fibras llevan la radiación desdela fuente luminosa hastala fase reactivay 7

guían la radiaciónreflectadahaciael detector.El diámetrode cadafibra esde 500 micras

poseyendoel haz un diámetrocomún de 2 mm y una longitud de ím. En la Figura 36 se

representala absorciónde radiaciónproducidapor 50 metrosde estamisma fibra en todo

el espectroelectromagnético.

La célula de flujo empleada,donde se colocala fasereactiva, se ajustaal extremo

comúnde la fibra evitandoel contactoentreambascon unaplacade cuarzode 0.25 mm de

espesor.Estacélula estáconstruidaen metacrilatoy esuna modificaciónde la diseñadaen

el dispositivo1. Las medidasse efectuarona temperaturaambiente.

No fue necesariotomarmedidasparaevitar las posiblesinterferenciasdebidasa luz

ambiental puestoque no ejercia efecto alguno sobre los espectrosrealizados,por estar

dotadoel equipode un sistemade modulaciónde la señal.

BOMBA
PERISTALTICA

ORDENADOR

DESECHO

ESPECTROFOTOMETRO

Nf~ MUESTRA

R: REGENERANTE
DR: DISOLIJCION REGULADORA

M

DR

OPT ItA

Figura 34: Esquemadel dispositivo 2 para medidasde reflectanciacon fibra Óptica.



104
Procediníentos operatoños

FIBRA

OPTICA

41

Figura 35. Célula de flujo de metacrilato empleadaen el dispositivo 2 para medidas de reflectancia,

‘se
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SPECTRUM OF 50 METERS OF VIS-MR (JCA-5O) ABER

Figura36. Espectrode absorciónde la fibra ópticaJC4-50(50 m)
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2.1.2.-MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

Este sistema se ha utilizado tanto para la optimizacióndevariables durante el

desarrollodel sensorcomoparala detenninaciónde hierro en diversasmatricesutilizando

comoreactivopioverdinacomoreactivoinmovilizadoen diferentessoportes(CPGy vidrio

sol-gel). El dispositivo(Figura 37) estáformadopor una célula de flujo comercial rellena

de la fase sensible(Figura 38) situadaen el portacubetasde un espectrofluorímetroPerkin

Elmer LS-SO. A través de la célula se bombeandisolucionesde diferente naturaleza,

registrándoselas intensidadde fluorescenciaen un ordenadorJBM-SXS5.

DETECTOR
ENTRADA

u
FLUJO FASE REACTÍVA DESECHO

BOMBA
PERISTALTICA

Figura 37. Esquema dispositivode medidaparamedidasde fluorescencia.

t 4

Figura Célula de flujo HeIlma 176.52con la fasereactiva empaquetada
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Cuandose ha trabajadoinyectandola muestra(FíA) se ha modificadoel dispositivo

introduciendounaválvulade inyecciónen el sistema(Figura39)

MUESTRA

ESPECTROFLUORIMETRO

<CELULA DE FLUJO> k—~~J DESECHO

¡ [1
- !II.tllJ

ORDENADOR

Figura39.Dispositivomodificadoparautilizaciónen FíA

2.2. PREPARACIÓN DE LAS FASES REACTIVAS: INMOVILIZACIONES

2.2.1. INMOVILIZACIÓN DEL INDICADOR CROMAZUROL S.

En esteapartadose expondráel procedimientooperatorioparala preparaciónde las

diferentesfasesreactivaselaboradas;todas ellasestánconstituidasporel mismo colorante

(Cromazurol 5) y diferentes soportes sólidos de manera que las fuerzasinvolucradasen

cadano de ellasson dediferentenaturaleza.

2.2.1.1. Ininovilinción en inteirambiadores ¡únicos. La fijación del reactivo

indicador (CS) al soporte selleva a cabo mediante procesosde adsorción y electrostáticos.

Se siguió para ello el procedimientodescritopor Faraldoset al. (219,) En un tubo de

ensayose coloca lgr de resma(previamentetratadacon NaOH, HCI y aguadestilada.,

secaday tamizada (luz de malla 0.160 mm)) y 10 ml de una disolución acuosade

CromazurolS al 0.1 %, agitándosedurante1 hora, tiempo suficienteparala deposiciónde

REGENERANTE

VA LVU LA

¡NY ECCION

DISOLUCtON BOMBA

REGULADORA
PERISTALTICA
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todo el coloranteen la resma(sobrenadanteincoloro); a continuaciónse filtra la resmaen

una placa de vidrio sinterizado(poro 4) y se lava sucesivamentecon UCI, NaOH y agua

para asegurarla eliminación del indicadorno inmovilizado (aguasde lavado incoloras).

Por último, se secana una temperaturainferior a 600C porque si la temperaturaesmayor

la matriz polimérica se destruye.Tanto las aguasmadre del procesode inmovilización

como las aguasde lavadoseanalizanespectrofotométricamenteparacuantificarla cantidad

de reactivoinmovilizado.

2.2.1.2. Ininovillnción de CS en widdo de poro controlado (CPG) La retención

del colorante CS en CPG conlíeva uniones covalentesy se ha desarrolladosegún el

procedimientodescritopor Bacci y col. (256). En primer lugar se procedea la activación

del vidrio deporo controlado. Se pesaron0.2 g de CPG (240, 460 A) y se tratan con 10

ml de HNO
3 al 5% a ebullición durante30 minutos, a continuaciónel vidrio de poro

controlado fué filtrado en una placa filtrante de vidrio, lavado con agua desionizaday

secadoen un horno a 95
0C. A continuaciónse llevan a caboprocesosconsecutivosde

aminacióny amidaciónque consistenen la introducciónde gruposNI-1
2 reactivos en la

superficie del vidrio. Esta primerareacciónse lleva a cabo tratandoa reflujo durante22

horas el vidrio de poro controlado con una disolución de 10% de 3-

aminopropiltrietoxisilanoen tolueno, se lava a continuaciónel vidrio con tolueno, metanol

y acetona,siguiendouna etapade secadoa 80
0C durante1 hora. La superficie del vidrio

quedaentoncescon gruposaminossusceptiblesde amidaciónmediantela reaccióna reflujo

(20 horas) del CPG con una disolución de p-nitrobenzoiloen cloroformo que contiene

trietilamina. Una vez efectuadosestospasosel vidrio de poro controlado se lava con

cloroformoy se trata con ditionito sódicoen calientedurante 1 hora (parala reduccióndel

gruponitro). El polvo de cuarzose lava con aguay se trata con NaNO
2al 2% en un baño

de hielo durante30 minutosagitando e inmediatamenteseañadeuna disolución acuosade

CS al 0.05%que se tiene reaccionandodurante24 h a 4’~C.

2.2.1.3. Pirpimción de un ,idño dopido con CS por el método sol-geL El

procedimientoseguidoparael atrapamientofísico del coloranteCS en el interior de una

matriz de sílice fue el denominadoprocedimientosol-gel que transcurrea temperatura

ambientedescritopor Levy (106). El vidrio se forma a partir de precursoresalcóxidos

<tetrametoxisilano)que en presenciadel colorante y una mezcla hidro-alcohólica se

hidrolizay condensaposteriormente,quedandolas moléculasdel coloranteatrapadasen las

cavidadesformadasen el interior deestamatriz de sílice.
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El procedimientooperatorioesextremadamentesencillo:en un vasode precipitados

con el fondo completamentepulido secolocan 5 ml de TMOS, 6 ml de metanoly 2.4 ml

de aguay se sometea agitación mecánica,a estamezclase le adicionan0.4 ml de una

mezclaquecontiene50 mg de CS, 0.25m1 de NH4OH 1.3 l0~M y 9 ml de metanol, todo

ello se lleva a un volumen total de 18 ml de metanol. El recipienteserecubreentoncescon

unapelículade plástico y semantieneaT~ ambientey en reposo.Cuandogelifica (aprox 3

días) seperfora la cubiertaplásticapara facilitar la evaporaciónde los disolventesy la

obtenciónde un vidrio de pesoconstante(aproximadamente2 semanas).Unavezobtenido,

el vidrio sol-gel se moltura., tamizay selava con disolventesde diferentenaturalezapara

observarsi existepérdidao no de colorante,quedandoasípreparadoparasu utilización.

2.2.1.4. Inmovilización de CS en gel de sílice. El procedimientoseguidopara la

obtenciónde estafasereactivaes una variacióndel descritopor Prseslakowski(257)quese

basaen la formación de un par iónico entreel coloranteR nitroso sal y el reactivo Aliqual.

336, estepar iónico se extraeen faseorgánicay se unea la gel de sílice. Dadoque tantoel

reactivo utilizado por estosautorescomo el CS posecenal menos un grupo sulfónico se

pensóen la posibilidadde inmovilizaciónde CS modificandoadecuadamentelas cantidades

mencionadasparala formacióndel par iónico CS-Aliquat336.

La gel de sílice normalmentepresentael catión Fe(llI) comoimpurezamayoritaria.

paraeliminarla se procedea su lavadocon HCI 3M hastaque la reacciónde las aguasde

lavadocon sulfocianuroamónicoindice la ausenciadelcatiónférrico. Estelavadocon HUí

origina una elevadaconcentraciónde iones cloruros que se eliminan lavando con agua

repetidasveceshastala reacciónnegativacon nitrato de plata de las aguasde lavado. Por

último se secala gel de sílice en estufaa 105W, quedandoentoncespreparadapara unirse

al par iónico formado entreel reactivoCS y Aliquat 336. Parala obtenciónde dicho para

iónico seprepararondisolucionesacuosasde CS en distintasconcentracionesy mezclarlas

con las cantidadescorrespondientesde Aliquat 336 0. lM en cloroformo. Se agitanbien y

se separanambasfases,la faseorgánica(quecontieneel pariónico) se filtra a travésde un

filtro de celulosaparaeliminarcualquierpresenciadeagua.

La gel de sílice servirá de soporte para el reactivo así formado, para ello se

mezclan25 ml de estafase orgánicacon 2.5 gr de gel de sílice y se agita mecánicamente

durante30 minutos. Se formadeestamanerauna fasereactivaquelatanteaniónica. La gel
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de sílice y el reactivo se dejan en reposouno o dos días y el excesode cloroformo se

elimina medianteun desecadora vacío. La fase reactivaes de color rojizo y de aspecto

pulverulento,se lava con disolucionesde diferentenaturalezapara eliminar el excesode

coloranteno fijado y se tamizacon una luz de mallade 0.16mm..

2.2.2. INMOVILIZACION DE PIOVERDINA

Las medidas de fluorescenciaefectuadasen este trabajo están basadasen la

utilización de un reactivo de origennatural biosintetizadopor las bacteriasPseudomonas

fluorescensllamadopioverdinaque se incluye en el grupode sideróforos.Se seleccionaron

dos tipos de interaccionesdiferentesde la pioverdinaen dostipos de soportescon el fin de

compararsu comportamientocomo fase reactivay por ello se inmovilizó pioverdina en

vidrio de poro controlado y en vidrio sol-gel implicando el primer soporte un enlace

covalentey el segundoun atrapamientofísico del pigmentoen las cavidadesexistentesen

una matrizde sílice formadaa temperaturaambientea partir de precursoresalcóxidos.

2.2.2.). Inmovilización de goverdina en v¡dño de ¡rin controlado. El

procedimientoseguidopara inmovilizar covalentementeel sideróforoen el vidrio de poro

controlado requiereen primer lugar la activacióndel vidrio deporo controlado. De los

numerososprocedimientosdescritosen la bibliografíapara llevar a cabo la activacióndel[

vidrio, en el presentetrabajo, se ha elegidola reaccióncon glutaraldehídocomo agente

entrecruzantedel vidrio previamentealquilaminado,para llevar a cabo la fijación del[

pigmentoporun extremoaminado(258).

Se pesaron0.2 g de CPG (240Ay 460 A ) y se tratancon 10 ml de HNO3 al 5% a

ebullición durante30 mm, a continuaciónel vidrio de poro controladofue filtrado en una

placafiltrante de vidrio, lavadocon aguadesionizaday secadoen un hornoa 95
0C. La

preparacióndel agenteaminoalquilanteen medioacuosose llevó a caboasdicionando1 ml

de 3-aminopropiltrietoxisilanoa 9 ml de aguadesionizaday ajustandoel pH a 3.45, la

mezclase mantuvo a 75W en un bañode aguadurante 150 mm. lo que proporcionala

existenciade gruposamino en la superficiedel vidrio. El vidrio fue filtrado con una placa

filtrante de tamaño de poro G4 y lavado y secadocomo se indicó anteriormente.Este

procedimientoserepite unavez más paraasegurarla mayorproporciónde gruposaminos
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en la superficiedel vidrio. En estascondicionesel vidrio asítratadopuedeseralmacenado

o utilizado parala unión del reactivoelegido.

El agenteentrecruzante,glutaraldehidoal 2.5% se preparóadicionando2.5 ml de

glutaraldehido50% a un tampón MES (0.05 M, pH 6.8) y diluyendo a 50 ml con la

disolución tampón. 1 ml de estadisolución fue añadidoa 0.2 g de vidrio alquilaminado,en

un vaso con cierre hermético,a travésde cuyo tapón seburbujeóargón para eliminar el

oxígenode la disolución. La reacciónprosiguedurante1 horaa temperaturaambiente,con

brevesdesoxigenacionescon flujo de argópncada 10 minutos durantelos 30 primeros

minutos. El vidrio asíactivadose lavó conaguadesionizada.

Inmovilizaciónde la pioverdina: se preparauna disolución de pioverdinade una

concentraciónconocida(6.65 104M, 9.75 lW5m y 6.5 10 5M.) en tampónMES 0.05M,

pH 6) a 4W y se adicionó al vidrio activado, burbujeandocon una corrientede argón

como se indicó anteriormente.La mezclase mantuvo a 40C durantedoshorasy media.

Una vez finalizadoesteprocesolas bolitas de vidrio se lavan con aguaparaeliminar el

excesode sideróforono fijado. La cantidadde pigmentoinmovilizado secalculadadoque

tanto la disolución inicial de pioverdinacomo la disolución final y aguasde lavado se

analizanespectrofotometricamente.

El vidrio con el pigmentoinmovilizado fue empaquetadoen una célula de flujo de

cuarzoparamedidasde fluorescencia(Helíma 176.52).

2.2.2.2.Fonnaciónde vidrio dop¡docon¡Mo n?nhina porprocedimientosol-geL El

atrapamientofísico del pigmentoen el interior de unamatriz de sílice se ha llevado a cabo

mediante la formación de un vidrio a temperatura ambiente por el procedimiento

denominadosol,gel (106); paraello 1 ml de tetrametoxixilano(TMOS), 1.2 ml de metano’

y 1 ,5 ml de aguase mezclay agita (5 mm) en un vasode precipitados,a continuaciónse

añaden0.08 ml de unadisoluciónacuosadepioverdina103M y se cubreel recipientecon

papel de plata hasta que se llegue al punto de gelificación (se observa una ligera

opalescencia)perforandoentoncesla cubiertade papelpara facilitar la evaporaciónde los

disolventes y el cundo o envejecimiento del vidrio (aprox 2 semanas). Una vez

transcurridoeste tiempo (en el que se ha ido controlandoel pesodel cristal) y con un

cristal depesoconstantesesometea vacíodurante24 h parafacilitar la evacuaciónde los
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disolventesde los poros y cavidadesformadasen la matriz de sflice donde se alojan las

moléculasdel sideróforo.

Una vez obtenido el cristal sepulveriza y se hacepasarpor diferentestamañosde

malla, a continuación se sumergeen diferente disolventesobservándoseque el reactivo

atrapado no se lava (determinación fluorimétrica de las aguasde lavado). En estas

condicionesla fasesólidaestádispuestaparaintroducirseen la célula de flujo conveniente

y llevar a cabolas medidasde luminiscencia.

El vidrio obtenido puedeutilizarse tal cual o molturarlo paraobteneruna mayor

superficie de contactoy por supuestoun menor tiempo de respuesta.Analogamenteen

cada serie probadase efectuabaun blanco (ausenciade pioverdina) para control. Este

vidrio así obtenido era incoloro y transparentemientrasque en presenciadel reactivoel

cristal eraalgo másopacoy de color verde.

2.3. REALIZACIÓN DE MEDIDAS PARA LA DEThRMINACIÓN DE DIVERSOS
ANALITOS.

2.3.1.DETERMINACIÓN DE ALUMINIO MEDIANTE UN SENSORDE REFLECTANCIA.

Las medidas se han realizadode dos formas diferentes: formando el complejo

previamenteen tubo de ensayoo bien formándolo“in situ” en la célula de reacción. El

establecimientode las condicionesóptimas de medida se ha llevado a cabo siguiendoel

primer procedimiento, mientras que el estudio de las característicasanalíticas se ha

efectuadosegúnel segundoprocedimiento. Los dispositivos de medida empleadosse

describenen el apanado11.2.1.1. (dispositivo 1). La señalanalíticaestáconstituidapor la

diferenciade reflectanciaa la X seleccionadaentreblancoy muestra.

2.3.1.1. Primer procedimiento: La resma con el reactivo Cromazurol 5

inmovilizado se bombeadesdeun medio acuoso,por medio de la bombaperistáltica,hasta

el huecoque existeen la célulade flujo paratal fin. Una vez que se rellenaestehuecose

introducetodoel conjuntoen un recipientenegroque tiene3 orificios, uno parala entrada
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de la fibra, y otrosdoslateralesparala entraday salidade los tubos de silicona empleados

parael bombeo(Figura32).

En estemomento,se toma la medidade reflectanciaen el multivoltímetro digital, a

la X de onday rendija seleccionadas(660 nm). Posteriormentese realizala medidade la.

muestra,para ello se tiene que disponer del complejo ya formado. La formación del

complejose realizade la siguienteforma: en un tubo de ensayosepone0.2 g de resma,5

ml de HMTA 0.2 M pH=5.O y la cantidad requerida del analito Al(III), se espera

aproximadamente24 horasy una vez formadoel complejo, se rellena la célula de flujo

comoya sehaexpuesto,realizándoseentoncesla medidade la reflectanciaa 660 nm.

3.1.2.- Segundoprocedimiento, en flujo: la célula de flujo se rellena con la

resmaque lleva inmovilizado el reactivo CS como en el primer caso,depósitandolaen el

hueco existenteen la célula para tal fin, en un extremo de este hueco se coloca una

membranade nylon para impedir que la fase sólida se desplaceal paso del flujo de

disoluciones.El orificio de entradade flujo serosca un tomillo que conectala célula de

flujo con el tubo de silicona que aportalas disolucionesa travésde la bombaperistáltica.

En el orificio superiorde la célula seencuentrael hazde fibra óptica.

Unavez empaquetada,sepasaa su travésla disolución reguladora,HMTA 0.2 M a

pH=5.0 durante un minuto, tomándosela medida en el multivoltímetro digital, ésta

constituyeel “blanco”. A continuaciónse pasaa travésde la célula la disoluciónde AI(III)

de la concentracióndeseada,que se encuentraal pH óptimo en HMTA 0.2 M;

transcurridoscinco minutos se toma la lectura correspondiente,a la misma 1 y con la

mismarendija queparael blanco.

Una vez efectuadaesta medida, se procedea lavar la célula de flujo, limpiando

cuidadosamentesu interior paraque no quedenrestosde la resmaanteriormentemedida

(puestoquepodríainterferiren la siguientemedida). Se pasaduranteun minuto HCl 1 M y

a continuaciónaguadesionizadadurante5 minutosmásparaque el interior de la célulano

quedecon pH ácidoy ésto interfieraen la medidade las sucesivasresinas.

Las disolucionescon y sin analito pasana travésde la céluladuranteun tiempo

determinadoobteniéndoseentoncesla medidade reflectancia.1 La célula se lava y se
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procedea colocar otra porción de fase sólida en la forma anteriormenteindicada para

procedera la realizaciónde otramedida.

2.3.2.-DETERMINACIÓN DE Fe(lII) MEDIANTE UN SENSORDE REFLECTANCíA.

El soportesólido con el reactivo Cromazurol5 inmovilizado se introducea través

de unajeringaen el huecoqueexisteen la célulade flujo paratal fin (Figura 35). Una vez

empaquetadoparaque quedecompletamentecompactose enroscala célulaen el terminal

de la fibra óptica por uno de los tres orificios de los que constala celula; los otros dos

lateralesson utilizadosparala entraday salida de los tubos de silicona empleadosparael

bombeo.

El modo de operarsera ir pasandosucesivamentedistintas disoluciones(analito,

regenerante,disolución reguladoray sucesivamente)e ir registrandola reflectanciafrente

al tiempo a la longitud de ondaseleccionada.La señalobtenida,intensidadde refectancia,

frenteal tiempovariaráen función de la disolución que estapasandoen esteinstantepor la

célula.

El calibradose obtienerepresentandolas pendientesde la función que relacionala

disminución de la reflectanciacon el tiempo frente a la concentraciónde analito.

Dependiendode la concentracióndel mismo se observamayor ó menorpendienteen la

disminuciónde la intensidadde reflectancia.

El procedimientoseguidouna vez empaquetadala fase sólida es el siguiente: se

pasaa su travésla disolución reguladora(HAc/Ac pH= 4 - 5)duranteunoscinco minutos

tomándosea continuaciónla medidade la reflectanciaen el espectrofotómetro,estamedida

constituirá nuestro blanco y sirve de referencia para las posteriores medidas de

reflectancia.A continuaciónsebombeadurante5 minutosuna disolución con un contenido

en hierro variable(25 a 500 ng/mí) en reguladorHAc/Ac- pH 4.2 a un flujo de 1 mí/mm.

La señal de reflectanciamedida a 680 nm se registrafrente al tiempo. El sistema se

regenerapasandodurante30 sg HCI 1 M y recuperandode nuevo la línea base con la

disolución reguladora. En estas condiciones ya se puedemedir otra concentraciónde

Fe(lll).
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Las muestrasde agua analizadas,convenientementeconservadas,se filtran,

diluyen (si esnecesario)y se tamponana pH 4.5 parasu posteriormediciónsiguiendoel

mismo procedimientodel calibrado.

2.3.3.-DETERMINACIÓN DEFe(IIfl MEDIANTE MEDIDAS DE LUMINISCENCIA

En primer lugar se procedea rellenar la célula de flujo (Figura 39) con la fase

reactiva,para ello se introduce una malla de nylon por el orificio de entradade flujo que

se ajustaal extremoinferior de la cubeta,a continuacióny con la ayudade una jeringa se

introducela fase sólida en suspensiónque quedaretenidaprocurandoque la altura de la

“minicolumna” no excedalas dimensionesdel pasoóptico.

2.3.3.1.-Medidasen flujo continuo. Esteprocedimientode medidase ha llevadoa

cabo utilizando como fasesreactivastanto vidrio de poro controladocomo vidrio sol-gel.

En amboscasosseprocedede la siguientemanera:se bombeancon un flujo de 5 mí/mm.

(CPG) o 1.8 mí/mm. (sol-gel) a través de la célula de flujo disolucionesde diferente

naturaleza:disolución reguladora(biftalato O.OlM pH 4.5 si el soportees CPG o MES

0.05M, pH 6.5 en el caso del sol-gel) responsablede la línea base, disolucionescon

contenido variable en Fe(III) (10-200 ng/ml para CPG y 10-300 ng/ml en sol-gel) y

disolución regeneradoraHCI lM. Se registra entoncesla intensidad de fluorescencia.

(emisióna 550 nm con excitacióna 500 nm paraCPG y emisión a 405 nm con excitación

a 330 nm para sol-gel) frente al tiempo observándoseuna disminución de éstacuandola

fase sólidaestáen contactocon las disolucionesque contienenhierro, por formacióndel

complejoFe(III)- pioverdina.

La disoluciónquecontineFe(III) sebombeadurante2 minutos,unavez formadoel

complejo se pasala disolución regeneradoradurante 1 minuto y despuésla disolución

reguladorapara restablecerla línea basequedandola fasereactivaasídispuestaparaotros

ciclos de medida.

La gráfica de calibradoseobtienerepresentandola pendientedel decrecimientode

la intensidadde fluorescencia(durantedos minutos de reacción con hierro) frente a la

concentraciónde hierro.
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Las muestn¡sde agua convenientementeconservadas(adición de acido 1 % y

refrigeradas)y filtradas sediluyeronconvenientemente(si es necesario)con la disolución

reguladora(biftalato/ftalato0.O1M pH 4.5 cuandola fase sólidaes CPG o MES 0.05M,

pH 6.5 cuandose utiliza sol-gel como soporte)y se monítorizó su señalanalhitica en el

calibrado.

2.3.3.2. Sistema de inyección en flujo: La fase reactiva utilizada en este

procedimientofue pioverdina atrapadaen una matriz de sílice por procesosol-gel. El

procedimientode medidaes similar al caso anterior, sepone en contactola fasesólida en

primer lugar con la disolución reguladoraparaobteneruna línea base, a continuaciónse

inyecta(250A - 1000 ~¿l)de una disolución con contenidovariable en hierro (0.2 - 0.9

~ag/ml)y la disolución regeneradoraHCl IM. En estecasose observauna disminuciónde

la intensidadde fluorescenciacuandoel “bolo” de muestraentraen contactocon la fase

reactivaque alcanzaun valor constante.El complejo Fe(III)-pioverdina se rompe con la

disolución regeneradora,la disolución reguladoraestablecede nuevola línea baseparalas

posterioresinyecciones. El flujo de las diferentes disoluciones reguladoreses de 1.2

mí/mm.

La gráfica de calibrado se obtiene en este caso representandoel incremento

(diferencia)existenteentrela intensidadde fluorescenciade la disolución reguladora(línea

base)y la del complejoFe-pioverdinafrentea la concentracióndehierro.

DetenninacióndeMeir, en muestmsde suero Las muestrasde sueroliofilizadas

(CromatestT) se guardarona 4W y se reconstituyeronsiguiendo las instrucciones: se

añade5 ml de aguadestiladaa la muestraliofilizada y seagita, la disolución así obtenida

puedeutilizarseinmediatamenteo congelarseparasu usoposterior.

El Fe(IlI) presenteen el suerocomocomplejo con las proteínas,debeser liberado

parasu análisis. Se siguió un procedimientoestándar(cita) parala mpturadel complejosin

precipitaciónde proteínas:,se tratan0.3 ml de suerocon 1.5 ml de tampon acetato0.8M

pH 4.5 (se obtieneuna disolución de color amarillo) y se centrifuga en una unidad de

filtración Millipore Ultrafree-CLquecontieneun filtro dondemoléculasmayoresde 5000

dalton quedanretenidas.El ión férrico pasaa travésdel filtro (disolución incolora) y se

procedea suanálisisporel métododeadicionesestándaren un sistemaFíA.
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2.3.4.-DETERMINACIÓN DE pH MEDIANTE MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

2.3.4.1. Medidas en flujo continuo. Las medidas llevadas a cabo para la

determinaciónde pH se han desarrolladoen flujo. El procedimientoseguido fue el

siguiente: se bombean a través de la célula de flujo disoluciones con diferente pH

registrándoseen todo momento la variación de la intensidadde fluorescenciade la fase

reactiva(pioverdinaatrapadaen vidrio sol-gel con emisión a 405 nm tras excitacióna 330

nm). Las medidasse han llevado a cabo con el dispositivo 2 descritoen el apartado

11.2.1.2.

3.4.1. Valoraciones.Las valoracionesse han llevado a cabo con un sistemaen

flujo cenado(Figura 40) . Simultaneamenteal registro de la variaciónde la intensidadde

fluorescencia por la adición del reactivo adecuado, se efectuaba la valoración

potenciométricacon la misma disoluciónque luego sepasabapor el sistemaen flujo.

DETECTOR ¡
ENTRADA

FLUJO u
FASE REACTIVA

BOMBA
PERISTALTICA BURETA

PH-METRO

DESECH<

Figura40. Sistemaen flujo cerradoutilizado paravaloraciones.
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1. SENSOR DE REFLECTANCIA EN FLUJO CONTINUO PARA LA
DETERMINACION DE Al (III) CON CROMAZtJROL 5 (CS}
INMOVILIZADO.

La determinaciónde AI(lII) esde gran importanciaen la actualidaddadopor una

partesu extensiónen la naturalezacomoelementomayoritarioy por su efecto tóxico sobre

el serhumano.

Según hemos visto anteriormenteel reactivo CS ha sido utilizado con relativa

selectividady sensibilidadparala determinaciónde esteión espectrofotométricamentepor

la formaciónde un complejo coloreadoen disolución. Por estarazón sepensóen emplear

estereactivoinmovilizado comobasede un “terminal sensible’ en un sensoróptico en flujo

paramonitorizaresteanalitopormedidasde reflectancia.

1.1. FASE REACTIVA: CS INMOVIlIZADO EN SOPORTES POLIMiERICOS

1.1.1. ESTUDIO DE LA INMOVILIZACIÓN DEL REACTIVO.

Segúnse mencionóen el ApartadoII. 1. 1. 1. el reactivoindicadorcromazurol 5 se

puedeencontrarcon cargastanto positivascomo negativaso bien en formaneutrasegúnel

pH del medio; por ello se estudiarondistintos tipos de soportespoliméricos para su

inmovilización, intercambiadorescatiónicos (Dowex 50-WX2, IR 122, IR 120),

intercambiadoresaniónicos(Dowex 1-X2, Dowex l-X4, Dowex l-XS, Dowex l-XlO, IRA

400) y resinasneutras(DVB).

1.1.1.1.-Ensayoscualitativos.En la eleccióndel soportepolimérico másadecuado

sehan de teneren cuentavahosfactores: 1) que sefije bien el colorantea la resmay que

no se pierda incluso en condicionesextremasde acidez, fuerza iónica, etc, y 2) que elL

reactivoinmovilizado conservelas mismaso semejantespropiedadesrespectoal analitoque

cuandose encuentraen disolución.
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Dadoqueel CS reaccionacon el AI(III) formandoun complejode distinto color que

el suyo propio, se realizaron los siguientesensayospara comprobarsi la fijación del

indicadora la resmaha sido eficaz: se sometela resmaa diferentespH en presenciay en

ausenciade una concentraciónde AI(III) de 5 ppm, observándosecualitativamentepor un

lado si el reactivo se desadsorbede la resma y si éstacambiade color. Los resultados

cualitativosobtenidosen esteensayose exponenen la tabla9

Tabla 9: Ensayos cualitativos de la formación del complejo CS-AI(Ill) utilizando diferentes soportes a distmto~,
pH.

SOPORTE ph ¡¡$3 pU pUS pHt

X12 Blanco Moradú Granate Grane Grane Marrón Naranja

eS-MW.» Lila Azul Azul Azul Marrón

X14 Banco Morado Marrón Granate Granate Marrón Naranja

CS-MWJ) Azul Azul Azul Pardo

XIS Blanco Morado Lila Granate Ornare Mando Nannja

CS-AI{IIl) Lila

¡Xli> Blanco Morado Morado Granate Marrón Marrón Naranja

CS-M(mfl> Lila 1’Janón

5OWXI Blanco Naranja Naranja Granate ------ Marrón tÑlarrón

CS-MW» Ron —- Azul Gris

DVB Blanco Roen Rosa Rosa — -—- Verde

CS-MQII Verde A~4.. Azul — ----- Azul

IR-IZO Blanco Naranja Naranja Naranja Marrón Marrón Naranja

C&A¡QU> ... -

IRA-4410 Blanco Morado Morado Morada Narnaja Naranjo Naranja

CS-MUII> . ‘ Marrón Marrón Marrón

JR-122 Blanco — — —---

CS-Aflln> —— — —-- -—- — .------

A partir de los datosen

de color entre el reactivo

la tabla 9 sepuedenestablecerque las mayoresdiferencias

inmovilizado en presencia de aluminio y su blanco

correspondiente,

6), observándose

se presentaen las resinasde intercambioaniónicoy a pH

la máximavariacióndecolor parala resmaDowex 1 -X2 a

intennedios(4-

pH5.
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En los polímerosneutrosseobservancoloracionesmuy débilescon diferenciasentre

el blanco y muestracasi inapreciables.No obstantees interesantedestacarque en estas

resinashay inmovilización del reactivoy que vanansus propiedadesanalíticasrespectoa

las que presentaen soluciónacuosa.

En las resinasde intercambiocatiónicose obtienendoscomportamientosdiferentes:

en la IR 122 no se retiene el reactivo, en cambio en la Dowex SOW-X2 sí se fija el

indicador, perola diferenciade color entreel blancoy el complejoesminima.

Comoconclusiónde estapartedel estudio(ensayoscualitativos)se obtiene:

1) que la resmade intercambioaniónicomás idóneaesla Dowex 1-X2 y

2) queel pH 5 esel másadecuadoparala formacióndel complejoen fasesólida.

1.1.1.2. Estudio de ¡unímetms que afectan a la inmovilización. A pesar de

obtenerbuenosresultadosen los ensayoscualitativos anteriores,se llevó a caboun estudio

en que se varíanalgunosparámetroscon el fin de exaltarlas diferenciasde color entre el

complejoy el reactivoinmovilizado. Estosparámetrosfueron:

2i~j~pede contactode Ja resmacon el reactivo. Se llevó a cabo un estudioen el

que sefue aumentandoel tiempo de agitaciónentrela resmay el CS, comprobándoseque:

unaagitaciónde 1 horaessuficienteparaconseguirla inmovilizacióndel reactivoy obtener

una buenarespuestafrenteal alummío.

Concentmdón<4 CS. Seprepararondisolucionesacuosasdel reactivoal 0.1, 0.2,

0.4 y 0.6% de CS. A continuaciónse procedióa inmovilizar el reactivoen la resmaDowex

l-X2 de la forma descritaen el Apartado11.2.2.1.1.una vez inmovilizada se observóst’

comportamientoa diferentespH en presenciay ausenciade aluminio, obteniéndoselos

datosreflejadosen la tabla 10.

Con CS al 0.4 y 0.6% se obtienencoloresde tonalidadmuy oscurasiendo menos

adecuadaspara medidasde reflectancia. La solución al 0.2% proporcionacoloraciones

apropiadaspero no representaventajasfrentea la soluciónde 0. 1 %, por ello paratrabajar

posteriormenteseseleccionóunaconcentraciónde CS del 0.1 %.
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Tabla 10. Ensayos cualitativos de la formación del complejo CS-AI(1ll> utilizando diferentes
concentraciones de CS.

CONCENTRACIÓN p113 pH4 pHS pH6
Blanco. Granate Granate Granate Granate

0.1%

CS-AI(Ifl) Lila Azul Azul Azul
Blanco Mondo Granate Granate Marrón

0.2%
CS-Al(III)

Blanco. Mondo Morado Morado Morado

0.4%
CS-AI(Ill) ‘ “ Lila Lila

Blanco Morado Morado Morado Morado
0.6%

CS-AI(UI) Lila Lila

Fuerza jónica. Se procedió a observar si existía desadsorcióndel reactivo

inmovilizado CS al 0. 1 % variando la fuerza iónica del medio. Para ello, se colocó la

misma cantidadde resmaen diferentestubos de ensayosa los que se añadióNaCIO4 en

diferentesconcentraciones0.01 M - 1M, observándoseque el reactivono sedesadsorbiaen

ningunode los casos.

La vado de la resma. En el procesode inmovilización despuésde la agitación

mecánica,la resmacon el CS inmovilizadose lavaparaeliminarel excesode colorante.Se

procedióa lavar de distintas manerasla resmapara ademásde eliminar el reactivo no

soportado,evitar queel reactivosedesadsorbaunavez que la resmaestáen contactocon la

soluciónque contieneel analito. De estaforma la formacióndel complejoaseguramosla

formación del complejo CS-Al(IIl) sólo en la fase sólida (resma) y no en la acuosa.Por

ello se lavaronlas resinascon aguabidestilada,NaOH y HCl.

Tamizadode Ja resma. Parafinalizar seresaltarála importanciadel tamizadode la

resma que aporta las ventajastales como la aproximacióna una superficie mate ideal

disminuyendoentoncesla componentede luz reflectadaespecularmentey aumentandola

radiación dispersa difusamente. También se reduce la movilidad de las partículas,

disminuyendolas fluctuaciones,y por otro lado seaseguraun ángulode incidenciade luz
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constante sobre la superficie de la resma lo cual es muy importante puesto que la.

reflectanciadifusa siguela ley de Lambert-Cosine:

cos4) * cosO
R=

donde4) y O son los ángulosde incidenciay observaciónrespectivamente.Paraun ángulo

deobservacióndado, la reflectanciadependepues,del ángulode incidencia.

1.1.2. ESTUDIO PARA LA DETERMINACIÓN DE Al (III).

1.1.2.1.Estudio de las camcteffs¡icasespeciales.Este estudio se llevó a cabo

realizando los espectrosde reflectanciadesde 400 a 750 nm del blanco de reactivos

(resma+ CS inmovilizado+ disolución reguladora)y del complejoCS-AI(III) en fasesólida,

con el dispositivo 1 del apanado11.2.2.1. 1..El estudioseefectuó formandolos complejos

previamenteen un tubode ensayoparaunasconcentracionesde Al(III) que vahabande0.5

a 5 ppm, y rellenandoposteriormentela célula de flujo con el sólido obtenido. Se trabajó

siguiendoel procedimientodescritoen el apartado11.2.3.1.1.

En primer lugar se obtuvo el espectrode la lámparaempleada.Este espectrose

encuentraen la Figura 41. En ella se representala intensidadde reflectancia(IR) en

unidadesarbitrariasfrentea la longitud de onda.

Posteriormente,seregistraronen las mismascondicioneslos espectrosdel blancoy

del complejo.El espectrodel blancopresentaun primermáximode reflectanciaa 690 nm y

otro segundoa 760 nm, mientrasqueel del complejopresentaun ligerodesplazamientodel

primermáximo haciaX mayores(700 nm) acompañadode un efectohipocrómico, mientras

que la X del segundo permaneceprácticamenteconstante pero varía ligeramente su

intensidad. Este comportamientose acentúaal aumentarla concentraciónde aluminio

(Figura 42).
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Segúnse observaen los espectros(figura 42) la mayordiferenciade intensidadde

reflectanciaentreel blancoy el complejoCS-Al(Ill) formadoen fase sólida apareceen la

regióndel espectrocomprendidaentre620 y 700 nm. Se eligió una longitud de onda de

660 nm pararealizarlasmedidasya que presentabala máximadiferenciaen ‘R y ademásse

aleja másde la zonaen quedecaela transmisiónde la luz por la fibra, cosaque ocurreen

el Infrarrojo cercano.

1.1.2.2.Efecto del p!j, nainmien y concenimelónde la disoluddn¡rguladom.

Como ya seha expuestoen el apanadoanterior, el pH influye considerablementesobrela

formación del complejoCS- AI(IlI), habiéndoseobtenidoun intervalo óptimo entrepH=

4-6. Por otraparteapartir de la bibliografíaconsultada(243) seconocíaque estecomplejo

en disolución se forma a un pH óptimo de 4.9 en hexamina,pero debidoa que,por regla

generalno coincideel medio másadecuadoparala formacióndel complejoen estadosólido

con el más idóneoen disolución, se efectuóesteestudiovariandoel ph dentrodel intervalo

previamenteseleccionado.

Las disoluciones empleadaspara conseguirel pH deseadofueron HCI pH 3,

HAc/Ac (0.05 M) pH4 y 5 , y porúltimo H2MTA~/HMTA (0.05 M) pH= 5 y 6.

Aquellos mediosque dieron lugar a reaccionesmás contrastadasfueron empleados

parallevar a cabolas medidasde reflectanciacon objeto de elegir el pH que dieralugara

una mayordiferenciaentreel blancoy muestra(X 660 nm). El estudiose llevó a cabocon

unadisoluciónquecontenía5 gg/ml de Al(IlI).

Paraasegurarsequelos cambiosdecolor entreblancoy complejono son debidosa

pequeñasvariacionesde pH entreellos, seajustó, inicialmenteen el pH-metro, el pH del

blanco(disolución reguladora)y de la soluciónque conteníaAl(IIl) a un mismo valor (pH

objeto de estudio),esentoncescuandose añadela mismacantidadde resmacon el reactivo

inmovilizado a cada tubo de ensayo, en estas condiciones las variaciones de color

observadasse debensólo y exclusivamentea la formación del complejo Al(Ill)-CS en la

fasesólida. Los resultadosobtenidosseencuentranen la tabla 11 y en la figura 43.
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ausenciade anahtoa distintos

4
0

&

Tabla ¡ 1. Coloracionesobservadasde la fase reactivaen presenciay
pH y con diferentesdisolucionesreguladoras.

Mcdio PH Blanco Complejo

HC] 3 Morado Morado

HAc/AC 4 Granate Granate

HAc!Ac 5 Granate Granate

H2MTA~/HMTA 5 Granate Lila

H>,MTA~/HMTA 6 Naranja~Marr6n Marrón

0.40

0.32

0.24

0.16

0.08

0.00
40C 450 500 550 600 650 700 750 800

Figura 43. Espectrosde retiectanciade la fase reactivaen ausenciay en presenciade AI(II¡) en
presenciade H2MTA + /HMTA a pH 5 y6.

X,nm
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A la vista de los mismos, se deduce que es a un pH 5.0 y en un medio

H2MTA~ /HMTA dondeseoriginamejor el complejo.

Una vezresueltala naturalezadel medio reguladoridóneo, se procedióa determinar

su concentraciónóptima,paraello se fue variandolaconcentraciónde HMTA desde0.05M

hasta1 . 25M, preparandoblancosy muestrasen las mismascondiciones;una vez formado

el complejo se observaronlos cambiosde color obtenidos, registrándoseel espectrode

reflectanciaen cada caso. Las concentracionessuperioresa 0.2 M no proporcionanun

medioadecuadoya que si bien en ellasse formabaperfectamenteel complejodabanlugara

unapequeñadesadsorcióndel reactivo,coloreandola fase líquida ligeramente.

La Figura 44 muestralos resultadosobtenidos,en ellas se observaque se produce

una mayordiferenciaentreblancoy muestra(X 660 nm) parauna concentraciónde HMTA

de 0.2 M, por ello se seleccionóestemediocomoóptimo paralos estudiospostenores.
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Figura44. Intensidadde reflectanciarespectoal blancodel complejoCS-AI(HI), pH 5 ¡AI(Ill)j 2.5

gglml

u Tiempo formaclori complejo
o 10 mInutos

•24 horas

o 0.1 0.2
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1.1.2.3.Estudiodeltiempo de¡rspuesia.Las reaccionessobreuna superficiesólida

suelenserde cinéticamás lenta que cuandola reaccióntranscurreen disolución puestoque

tieneque darseun fenómenode transferenciade masahastala superficiedel sólido. Con e]

fin de conocerla cinéticade la reacciónentreel Al(lII) y el CS inmovilizado, se llevó a

caboun estudiosobreel tiemponecesarioparaalcanzarel equilibrio de formacióndedicho

complejo.

Con estafinalidadse siguióel siguienteprocedimiento:Sepesóen variosrecipientes

una serie de cantidades idénticas de resma Dowex 1 -X2 conteniendo el reactivo

inmovilizado,a continuaciónse añadela misma cantidadde disolución reguladora(HMTA

0.2 M pH 5) y los mismos microgramosde aluminio. Por último se registraron los

espectrosde reflectanciaa distintostiempos.El estudiose realizóparaunaconcentraciónde

aluminio de 5 ~g/m]. En la Figura 45 se puedenobservar los espectrosobtenidospara

tiemposque varíandentrodel intervalocomprendidoentre10 mm. y 48 h.
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Figura 45. Espectrode reflectanciade la fase reactivaen ausenciay en presenciade 5 gg/ml
deAI(III) en funcióndel tiempode formacióndel complejo.
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Los resultadosde estasmedidasponende manifiestoquediferenciade intensidadde

retiectanciaentreblancoy complejo sepuedeconsiderarconstantepara tiempos igualeso

mayoresa 24 horas(tabla 12). Paratiemposinferioresa 24 h. la reacciónde formacióndel

complejo tiene lugar en menor extensión,existiendodiferenciaspoco significativasentre

los espectrosobtenidos.

Tabla 12. Diferenciade intensidadde reflectancia(en u.a.) entreblancoy complejoCS-AI(Ill) en

funcióndel tiempode formaciónéste.

rianp. .iOniin. 3Onufr. lh. Ah. 24k 4Sh.

Ip fB-C> 0.112. 0.110 0.112 0.160 0.210 0.215

Dadoqueel métodono resultaoperativo,debidoa la lentitud de la reacción,sepasó

a realizarlas medidaspasandoel analitode formacontinuaa travésde la célulade flujo, ya

que deestaforma se contranestasensiblementeestehechodebidoa la preconcentracióndel

mismo que tiene lugar sobrela superficiedel sólido, lo que produce un aumentode la

sensibilidad.

Este estudio se ha realizadohaciendopasar a través de la célula de flujo una

disolución de 5 vg/ml de Al(III) de forma continuay realizandolas medidasde intensidad

de reflectanciaa distintos tiempos a una X de 660 nm; de igual forma se operó con el

blanco.

Los resultadosobtenidosseencuentranrepresentadosen la tabla 9. A la vista de los

mismossepuedeobservarquede estaforma a los 5 minutosse obtuvo una señalsuperiora

la que seconseguiríamidiendoen el equilibrio. Porello seeligió esteprocedimientoy un

tiempofijo de medidade 5 minutosparallevar acabolos estudiosposteriores.
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Tabla 13. Diferencia de intensidad de reflectancia (en u.a.) de la fase reactiva en ausencia y
presenciade Sppm de AI(lil) trabajando en equilibrio y en flujo y

‘R (equ4it>¡~o) ‘R (en flujo)
úeni¡n 5minutos tiemp,10minutos

Blanco Complejo Blanco Complejo Blanco Complejo
0357 0.276 0.362 0.266 0.365 0.250

1.1.2.4Efecto de la tempemtum. La temperaturaa la que se lleva a cabo una

reaccióninfluye en numerosasocasionessobresu cinética, por ello se realizó un estudio

para conocersi en nuestrocaso, un aumentode la temperaturaacelerabael procesode

formacióndel complejoCS-Al(III) en estadosólido.

Las temperaturasestudiadasfueron 270C, 370C y 450C, las medidasse realizaron

bombeandola disolución del blancoy del analitoa travésde la célula de reacciónmidiendo

la ‘R a un tiempo fijo dentrodel intervalocomprendidoentre O y 30 minutos. Tanto la

célula de reaccióncomo las disolucionesdel blanco y del analito se situaronen un baño

termostatizadoa la temperaturadeseada.

Los resultadosobtenidosse encuentranrepresentadosen la tabla 14, en ella se puede

observarque noexistendiferenciassignificativasapreciablesentrelas distintastemperaturas

en el tiempo en que se efectuó la medida, por ello se optó por trabajar a temperatura

ambienteno siendonecesariotermostatizar.
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Tabla 14. Diferenciade intensidadde retiectanciaentreblancoy complejo

a distintostiemposdeformación y adiferentestemperaturas

Tiempo (mini 270C 370C 450C

o

3 0.013 0.016 0.017
5 0.023 0.028 0.028

8 0.037 0.036 0.039
10 0.038 0.041 0.043

13 .0.044 (.049 0.049.

15 0.056 0.057 0.059

20 0.061 0.065 0.066
25 0.068 0.072 0.074

30 0.076 0.078 0.082

1.1.2.5.RegenenciónLa utilización de la fase reactivapara la determinaciónde

aluminio en continuo requierela posibilidadde regenerarel sistema,ello quieredecir que

tras cadaetapade medida, en la que existeuna disminuciónde reflectanciapor formación

del complejo del indicador inmovilizado con aluminio, debe recuperarsela señal inicial

paraprocedera unanuevadeterminación.

Comoposiblesregenerantesseensayaroncomplejantesdel aluminio (EDTA y F-> y

medios ácidos,en los que cualitativamentese había observadoque no se formaba el

complejo. Los dos primeros medios proporcionabanla ruptura del complejo pero su

formaciónde nuevoseprodujoen muy pequeñaextensión.La utilizaciónde HCl lM como

disolución regeneranteresultó satisfactoriapuestoquetras el tratamientode la fase reactiva

con estadisolución duranteun minuto y reestablecidaslas condicionesde pH iniciales, la

fasesólidaformabade nuevocomplejosconaluminio.
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1.1.2.6. Camcteñsticasanalíticas.

1.1.2.6.1. Intervalo

concentraciónde aluminio

reflectanciase realizarondos

de linealidad Con el

que proporciona una

tipos de calibrado:

fin de determinar

respuesta lineal en

el intervalo

las medidas

a) Calibrado llevado a caboen condicionesde equilibrio, paraello se formaron en

tubos de ensayolos complejosCS-Ad(lII) paradistintasconcentracionesde aluminio (0.2 a

5 ~.¿g/ml)y se esperó un tiempo aproximado de 24 horas con el fin de desarrollar

completamenteel color, posteriormenteserellenó la célula de flujo y serealizó la medida

de 1R a una X de 660 nm. El calibradoresultó lineal hasta2 j¿g/ml de aluminio como se

observaen la Figura46.
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Figura 46. Intensidadde reflectanciadel complejo CS-AI(lll) frente al blanco en función de la
concentraciónde aluminio.Tiempo deformacióndel complejoCS-AI(llI) 24 h.
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b Calibrado obtenidoen flujo; paraello sehizo pasara travésde la célula un flujo

de las disolucionesde aluminio de diferentesconcentraciones.Las medidasse llevaron a

cabo a distintos tiempos (5-30 mm.). En estascondicionesse produceuna retenciónde]

catión aluminio en la fasesólidadesarrollándoseel color segúnel analitopasapor la célula

de flujo. De estamaneraseva preconcentrandoel AI(III) por lo que cuantomayores e]

tiempo que la disolución que contieneel anaiitopasaa travésde la célula máscantidadde

aluminio existeen el sólido. Puestoque la capacidadde almacenamientode aluminio de la.

fase sólida empleadaes limitada llega un momento en que se produce su saturación,

momentoen que la intensidadde reflectanciapermanececonstanteaunquese incrementela.

cantidadde analito.

A partir de los resultadosobtenidos(Figura 47), se deduceque si el calibradose

realiza en estas condiciones, es suficiente esperar 10 minutos para obtener respuestas

satisfactorias,si bien si las medidasserealizana tiemposmayoresaumentala sensibilidad

pero se reduceel intervalo de linealidad como consecuenciade la preconcentraciónen la

fasereactiva. El calibradorealizadoa tiemposinferioresa 10 minutospresentaun intervalo

lineal hasta1.0 hg/ml mientrasquea 30 minutosel intervaloes lineal hasta0.5 hg/ml.
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[Al), ppm
Figura 47. Calibrado en flujo. Variación intensidad de reflectanciadel complejo CS-AI(l1l) a
distintasconcentracionesdealuminioa diferentestiempos.
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1. 1.2.6.2. Límite de detección(ILD). limite de cuantificacióny precisióndelmétodo

El límite de detección se calculó teniendo en cuenta la desviación estandarde 9

determinacionesde un blanco de reactivos y aplicando la norma recomendadapor la

í.U.P.A.C. paracalcularel LD:

L.D.= K ~tY~

dondesbesla desviaciónstandarde dichosblancos,Kes un númeroque dependedel nivel

de probabilidadelegido(K tomaun valor de 3 paraun nivel de probabilidaddel 99.7%)y

8 es la pendientede la rectade calibrado(en estecaso se consideróel calibradoen flujo

paraun tiempode 10 minutos).Aplicandola fórmulade la I.U.P.A.C. paraK=3, el límite

de detecciónobtenidoesde 0.1 ~ig/mldeAI(III). El límite de cuantificacióncalculadopara

un valor de K=l0, resultaserde0.3 vg/ml.

El cálculo de la precisión del método se llevó a cabo preparando9 muestras

diferentesde 1 >xg/ml de AI(1I1) en medio H2MTA~¡HMTA O.2M a pH 5. Se siguió el

procedimientoen flujo, y las medidasse realizarona los 5 minutos. La precisión del

métodoen términosde la desviaciónestándarrelativaesde 3.6%.

1.1.2.7.3.Estudiodeintederendas.En esteapartadoseha estudiadola influencia

que tienen diversosiones sobre la señal de reflectanciadel AI(III). La influencia de los

mismos se comprobóbombeandoel analitojunto al elementopotencialmenteinterferente,,

El trabajo se efectuó para una concentración de AI(lII) de 1 ~g/m1 en medio

H2MTA~/HMTA 0.2 M a pH 5, y serealizaronlas medidastranscutdoscinco minutos

desdeel comienzodel bombeoa travésde la célula de flujo de la disolución objeto de

estudio.

Los cationeselegidosfueronaquellosmáscomunesquedan reaccióncon el reactivo

Cromazurol 5 en disolución. Igualmentese eligieron los anionesmás frecuentesen las

muestras,así como los aniones complejantesdel analito. Se eligió primeramenteuna

relaciónenpeso,elementointerferente/AI(III) 100:1,a la vistade los resultados,seelevóo

disminuyódicharelación.

Se consideraninterferentesaquellasespeciesque a una determinadaconcentración

originabanuna variaciónen la intensidadde reflectanciasuperiora dos vecesla desviación
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estándarde las medidasde intensidadde reflectanciade una serie de muestrasen ausencia

del elementopotencialmenteinterferente (259). En la tabla 15 aparecenlos resultados

obtenidos,seconsideróuna sensibilidaddel 100% a la señalobtenida(blanco-muestra)con

una concentraciónde aluminio 1 ¡±g!mlen ausencia de interferentes, los porcentajes

mayores o menores correspondena interferencias con efecto positivo o negativo’

respectivamente.En nuestrocasolos límitesde no interferenciase encuentraen el intervalo

96.5-103.5%.

Tabla 1S Sensibilidadrelativaobtenidaen presenciadediferentes

elementosendistintasrelacionesrespectoal aluminio..

ION Relació Sensibilidad

ionIMWIl) ... relativa

Li 100:1 102

Na 100:1 83

50:.1 .98

K 50:1* 103

Ca 100:1 . 54

50:1 100
Mg 100/1 . 83

50/1 99
Be . 1.11 120

Co 50:1 154
10:1 103

Co 200:.1

100:1 97

Ni 100:1 102

Za 100:1* 101
Fe(llI) :1 120
NH4+ 10:1 1(1>3

It 1:1 76
Br 100:1*. . . 108

50:1.* 98...

CI- 100:1*
C03

2 501* 100

AEDT 1:1 102
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Según se observaen la tabla 15 la mayor parte de los cationesensayadosno

interfieren en relacionesigualeso inferioresa 50 veces la concentracióndel analito. E]

Be(Il) constituyeunade las principalesinterferenciasjunto a fluoruro, citrato y AEDT.

1.1.3. CONCLUSIONES

El sensoren flujo desarrollado,si bien no es reversible,resultasercompletamente

regenerable,presentauna sensibilidad de 0. 1 ng/ml (para tiempos de medida de 10

minutos) y mejora notablementelas característicasanalíticas del método descrito en

disolución (243) y presentala posibilidad de llevar a cabo análisis “in situ’ y de forma

continua,o bien sepuedenalmacenarlas fase sólidas,-resina-CS-Al(III)-paraser medidas

en el momento deseadopuestoque las mismas resultaronestablesal menos durante48

horas. La sensibilidaddel método propuestopuede incrementarsesin más que utilizar

mayoresvolúmenesde muestraa] igual queen otrosmétodosdepreconcentración.

Sin embargo este método presentaun problema de tipo práctico debido ai[

hinchamientode la resmaal variar el pH del medio (en la etapade regeneración)lo que

origina una falta de reproducibilidaden la medida ademásde ??por ello se pasaronari

evaluarotros soportessólidosinertesantesde procedera su aplicación a muestrasreales.

1.2.-DEThRMIINACION DE ALUMINIO CONOTRAS FASESSOLIDAS

La utilizaciónde reaccionesno reversiblesen la construcciónde sensoresestásujeta

a la etapade regeneración,condiciónnecesariaparaque la fasereactivapuedaserutilizada

paradiversasdeterminaciones.El apanadoanterior, esun claro ejemplopues si bien su

aplicación y determinaciónpuedeefectuarsepero su utilización en continuo resulta poco

operativodebidoa los problemasde hinchamientoque presentabala fase sólida (resinas)

durantesu regeneración.Se consideróentoncesla posibilidadde estudiarel mismo sistema
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en soportesinertes alternativosal anterior que no se vean modificados por el pasoa su

travésde las distintassoluciones,con el fin de que no varíeel gradode empaquetamiento

duranteel procesode medida. Así se han ensayadodiferentestipos de inmovilización en

diversossoportes(sol-gel, gel de sílice y vidrio de poro controlado). De estaforma, se

conseguiríauna mayor reproducibilidaden la medida,asícomo la posibilidad de regenerar

el reactivoen continuoagilizandoel procesode análisis.

1.2.1.-ESTUDIO DE LA INMOVILIZACIÓN DEL REACTIVO

Entre los posibles soportes se probaron, vidrio de poro controlado (enlace

covalente),gel de sílice (electrostático,adsorción)y sol-gel (atrapamientofísico). Con los

tres soporteselegidosse ha intentadodar una visión generalsobre los soportesde tipo

inorgánico y su comportamientofrente a un mismo reactivo con el fin de compararsu

respuestafrenteal Al(lII).

Una vez inmovilizado el colorante en los tres soportessegún los procedimientos

descritosen los apartados11.2.2.1.2, 11.2.2.1.3. y 11.2.2.1.4. Todas las fasesreactivas

obtenidassetamizaroncon luz de malla 0. 160 mm ya que parael estudiocomparativoes

necesarioque los soportespresentenun tamañode partículaparecidodadala influenciade

esteparámetroen las medidasde reflectancia.Los sólidos en forma pulverulentase lavan

sucesivamentecondiferentesdisolventesparaeliminarel indicadorunido superficialmente.

En la eleccióndel soportese han de teneren cuentavarios factoresen primer lugar

que el reactivo no se “lave” del soporte y que ademásno se vea afectado en su

reaccionabilidadfrentealanalitodespuésde su inmovilización:

1.2.1.1Eleccióndelsopoite,ensayoscualitativos.Con el fin de evaluarel primer

punto, se realizaron unos ensayoscualitativos poniendo en contacto cada uno de los

soportesen tubos de ensayoy se adicionóa cadauno de ellos HCI 1M, NaOH lM y agua

desionizada,observándoseel color que presentabantanto la fase sólida como el líquido

sobrenadante.Los resultadosobtenidosse encuentranresumidosen la tabla 16.
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Tabla 16. Color de diferentessoportecon CS inmovilizadoen distintosmedios.

SOPORTE NaOH HCI Agua

SOL-GEL Sólido lila naranja rojizo

Sobrenadante azul(+±-~ naranja(++) . . --44--

CPG Sólido azul rojo rojizo

Sobrenadante azul<+) rojo(+)

GEL SILICE Sólido azul naranja rojizo

Sobrenadante
(+) Intensidaddel color observado

De los datosde estatabla se observaque a pH muy básicosexisteuna desadsorción

que llega a serextremadamentefuerteen el caso del sol-gel (puedellegar a desadsorberse

totalmente),la desadsorciónes intermediaen el CPGy la silica-gel esde los tres soportes

el que no presentapérdida de reactivo a ningun pH. Estos ensayosnos sirven para

confirmar la presenciade cromazurolen los soportessólidos a estudiarasí como su

capacidadde actuarcomo indicadorácidobaseen fasesólida.

La formación del complejo en fase sólida se observapor una vanación de color

entrela fasereactivaen presenciay en ausenciadel analitoa distintostiempos.Todos los

soportes ensayadosmanteníanlas propiedadesreactivas frente al Al(uI), puesto que

producíandicha variación de tonalidad. En la tabla 14 se recogenestasvariacionesde

color.

En vista a estasvariacionesde tonalidadpareceserque la formacióndel complejo

entreel aluminio y el indicadorinmovilizado esóptima a valoresintermediosde pH (4-6)

formándoseestecomplejoen todos los soportesensayadossi bien en el soportesol-gel es

estareacciónesmuchomás lentapuesunaapreciablevariación de color necesitaal menos

20 minutosdecontactoentresoportey analito.
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Tabla 17. Color observado del sistema CS-AI(lIl) en distintos soportes. AI(IIl) 2.5 ppm

SOPORTE p!..2-4 pH 4-6 pH 7-9

SOL-GEL Blanco naranja rojizo lila
Complejo naranja violeta(++ +) lila

CPG Blanco rojo rojizo azul

Complejo rojizo morado(+ +) azul

GEL SilJCE Blanco naranja rolizo azul
Complejo rojizo azul(++) azul

Tiempode esperaparaformacióndel complejo :(±+) 5-10minutos(+ + +) másde 20 minutos

La formación del complejoCS-AI(III) en fasesólidaobservadacualitativamentepor

un cambiode color se cuantificóutilizando medidasde reflectancia.Se registróel espectro

de reflectanciade las distintas fasesreactivas (en presenciay ausCnciade AI(11I) para

obtenerla zonadel espectroen la que seproducemayorvariaciónen ‘R por formacióndel

complejo.Los espectrossehan realizadocon el dispostivo2 del apanado11.2.1. 1., con los

complejos previamente formados dando tiempo suficiente para la formación de cada

complejo. Los espectrosregistradosse encuentranen las Figuras48, 49 y 50.
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En la figura 48 aparecentanto el espectrode] blancocomoel del complejo, en las

figuras 49 y 50 se ha tomado como referenciael espectrodel blanco. A partir de los

espectrosobtenidosobservamosquela reacciónentre el reactivoy el analitose lleva a cabo

en todos los tipos de soportesensayados.Produciéndoselas mayores diferencias de

reflectanciaentreel blancoy el complejoa diferentesintervalos de longitud de ondasegún

el soportesólido.

Tabla 18. Intervalosdel espectrode reflectanciadel complejoCS-AI(III) con mayoresdiferencias

respectoal blanco,en distintossoportes.

SOPORTE Vidrio sol-gel Gel desílice CPU

X OPTIINIA(nm) 600-630 640-670 660-710

El tiempo de respuestadel sensorvendrádeterminadopor la rapidezde reacciónde

formacióndel complejo, en estecasosi bienen todos los soportesse producereaccióncon

el analito, no todos ellos se forman con la misma rapidez, se resgistraronentonceslos

espectrosa distintostiempos de esperapara la formación del complejo. Se observaque la

reaccióndel AI(111) con el cromazurol5 en el vidrio sol-gel esmucho más lentaque en los

otros dos soportes.El espectroque apareceen la figura 48 correspondea un tiempo de

formaciónde 24 h. Las reaccionestantoen silica gel como en CPG fueroninmediatas.Esto

puededebersea que la inmovilización tanto en CH) como en gel de sílice es de tipo

superficial, es decir el reactivoindicadorquedaen la superficie del soportesiendo mucho

más fácil el accesodel analitoparasu reacción.El reactivoquedaatrapadoen el interior de

unamatriz de sílice en el casode sol-gelpor lo queel accesodel analito se ve “impedido”

El CPG tiene un tiempo de respuestaaproximadoque la gel de sílice, pero el

procesode inmovilización en el vidrio de poro controladoesmuy laboriosoy mucho más

complicadoque en el casode la gel de sílice por lo que se optó por caracterizarla fase

reactivaformadaporCS inmvolizadoen gel de sílice convistasa la mayorreproducibilidad

en el procesode inmovilización. Portantose optéporcaracterizarla fasereactivaformada

por el indicador cromazurol 5 soportado en gel de sílice como fase reactiva más

apropiada..
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Se procedió a observar si existía desadsorcióndel reactivo inmovilizado CS

variandola fuerzaiónicadel medio y cómo influía éstaen la formacióndel complejo. Para

ello, secolocóla mismacantidadde silica-gelen diferentestubos de ensayoen presenciay

ausenciade analito y se les fué añadiendoNaCí desde0.01M a 1 M observandoseque e][

reactivo no desadsorbíaen ninguno de los casosy que los complejos se formabanen el

intervaloestudiado.

1.2.2.SELECCIÓNDE LA LONGITUD DE ONDA ÓPTIMA.

El espectrodel complejo cromazurol CS-Al(III) nos da una mayor diferenciade

reflectanciarespectoal blanco en la región de longitud de onda próxima a 650-670nm

comopuedeapreciarseen la Figura50, por lo quefue 660 nm la long de ondaseleccionada

paraposterioresmedidas.

1.2.3.CONCENTRACIÓNDE CROMAZUROL 5

Parala elecciónde la concentraciónde cromazurol5 óptima se midió la reflectancia

del complejo CS-AI(lll) a distintostiempos (de 0 a 20 minutos) a la longitud de ondade

650 nm cuando se empleaban fases con diferentes concentracionesdel reactivo

inmovilizado. Los datos obtenidos se observan en la Figura 51 y demuestranque la

concentraciónde cromazurol5 óptimaes0.05%ya que proporcionala mayordiferenciade

reflectanciaentreel blancoy el complejoa todos los tiemposestudiados.
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Figura 51 Intensidad de reflectancia del complelo CS-AI(lll) a distintos tiempos, pH 4, [AI(III)] 2.5
ppm. utilizando fasesreactivascondiferenteconcentraciónde CS inmovilizado

1.2.4. íNFLIJENCIA DEL pH EN LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO CS-AI(llI).

Esteestudiose llevó a cabo midiendo la intensidadde reflectanciaa la longitud de

ondaóptima del complejo CS-Al(III) (AI(IlI) 2 ng/ml) formadoen el intervalo de pH 3.5-

6.0. De la Figura 52 se deduceque el pH óptimo para la formación del complejo CS-

AI(llI) es 4.8 puesto que este valor proporcionala mayor diferencia en intensidad de

reflectanciaentreel blancoy complejo.
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Figura 52. Influencia del pH en la intensidad de reflectancide CS-AI(III), CS0.05% AI(lll) 2 ppm.

1.2.5. NATURALEZA Y CONCENTRACIÓN DE LA DISOLUCIÓN REGULADORA.

Con el fin deestudiarla influenciade la naturalezade la disolución reguladoraen la

formacióndel complejo ([AI(III)]= 2.5 ppm), se estudióla formacióndel mismo a pH 4.8

en presenciade diversasdisolucionesreguladoras.En la tabla 19 serecogenlos valoresde

la diferencia de reflectanciade la fase reactiva en ausenciay presenciade analito. Las

vanacionesde intensidad más sensibles se obtiene con acético/acetatocomo medio

regulador,por tanto fue esteel medio seleccionadoparaposterioresexperimentos.

Tabla 19. Diferenciasde intensidadde reflectanciade la fase reactivaen ausenciay presenciade
[AI(III)l 2.5 ppm) pH 4.8en distintosmediosreguladores

REGULADOR Sncefnlooisnccmato Ad~/~s~ Bjf~<>/ft~to H23~ffA ±/HMTA

SIR (n.a.) 2.5 22 9
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Una vez optimizadoel pH y la naturalezadel tampón se procedea determinarsu

concentraciónóptima. Paraello se varia la concentraciónde acetico-acetatodesde0.025-

0.SM preparandomuestrasy blancos en las mismas condiciones; una vez formado el

complejoseobservalos cambiosde color obtenidos,registrandoel espectrode reflectancia

en cadacaso.

En la Figura 53 se ha representadola diferenciade intensidadde reflectanciadel~

complejo y el blanco obteniéndoseuna concentraciónóptima 0.05M en HAc/AC para

posterioresexperimentos.
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Figura 53. Efecto de la concentracióndel medio regulador en la señal de reflectancia del complejo
CS-AI(III) IAI(III)1 2.5 ppm, pH 4.8

1.2.6. REGENERACIÓN

La capacidaddel ácido clorhídricocomo disolución regeneradoracuandose utiliza

como soporte sólido un intercambiadoraniónico no ofrece posibilidadesprácticapuessi

bien este ácido posibilita la ruptura del complejo en fase sólida aparecenproblemas

prácticosdebidosa la naturalezadel soporte.Estehechosirvió de baseparaseleccionareste

mismo ácido comoregeneranteya que en el casode utilizar como soportesólido gel de

sílice, no aparecieronlos problemasanteriormenteobservados.La confirmación de la

o 0.05 0.10 0.15 0.2

concentrucion HAc/NaAc, M
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utilidad de estereactivocomoregenerantequedóconfirmadapor la obtenciónde la línea

baseinicial una vezregeneradala fasereactiva.

1 .2.7.-CINÉTICA DE LA REACCIÓN.

La cinéticade las reaccionessobresuperficiessólidassueleser más lentaque la de

las reaccionesen disolución, dadala existenciade un fenómenode transferenciade materia

hastala superficiesólida. Se ha realizadoun estudioparaconocerla cinéticade la reacción

entreCS inmovilizado y Al (III), paraello y con el fin de determinarel tiempo necesano

paraalcanzarel equilibrio en la formaciónde dicho complejo se registróla intensidadde

reflectanciafrentea la longitud deondaa distintostiempos.

El procedimientoseguidoparaesteestudiosedetallaa continuación: Se rellenó la

célula con una cantidaddeterminadade gel de sílice, con cromazurol 5 inmovilizado,

posteriormentese bombeauna disolucion que contenía2.5 ppm de AlIII) a pH 4.8 se

realizaronlos espectrosde reflectanciafrentea la longitud de onda,a diferentestiempos(5,

10, 20, 60 y 180 minutos).

Como se observaen la Figura 54, el complejo CS-AI(lII) alcanzael equilibrio de

formación a tiempos superioresa treinta minutos. En estafigura tambien se observala

variaciónde la longitud deondaóptimadel complejoa medidaqueevolucionala formación

del mismo. Se produce un desplazamientode la longitud de onda óptima de medida

(aquella que produzcamayor diferenciaentre la intensidadde reflectanciade blanco y

complejo)haciael rojo segúnaumentala extensiónde formación del complejo así cuando

el complejose ha formadocompletamente(al equilibrio) la máximadiferenicase ecuentraa

680 nm mientrasque en los primerosmomentosla máxima diferenciase encuentraa 66<)

nm.
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Figura 54. Espectrosa diferentestiempos de formación de complejoCS-Al(III) en gel de sílice.
[AI(llI)I 2.5 gg/ml pH 4.8
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1.3. COMPARACION DE LAS DIFERENTESFASESREACTIVAS

Dado que para un tiempo de análisis de 5 minutos obtenía una señaldébil señal

disminuciónde la reflectancia)parauna concentraciónde 2.5 ¡¿ng/mlde aluminio. Se opté

porno desarrollarel métodopuestoqueello conllevaríaun tiempo de análisisexcesivopara

obtrenerunasensibilidadadecuada.

Con la utilización de soportes inorgánicosse han obviado los problemasde

hinchamientoque dificultaban la utilización del sensoren continuo. Por orta parte se

produce una clara disminuciónde la sensibilidaddel sistemaal variar el soporte sólido.

dado que la concentracióndel orden de 0.5 ppm prácticamenteno da ningíun tipo de

respuestapara tiempo de 5 minutos con la fase reactiva mientras que en el soporte

polimético seproduceuna señalanalíticaperfectamentecuantificable.Este hechoponede

manifiestouna vez más la naturalezatan complejade las reaccionessobresólidos puesen

principio ambas inmovilizaciones son de tipo superficial y deberían presentar una

sensibilidadparecida.Como se expusoen la introducciónla eleccióndel soportees una

etapaclave en la etapade un sensorpuessi bien éstepuedeserfuncional como sucedeen

estecasoparaobtenerunasensibilidadadecuadaseríaprecisoun tiempo de análisis largo.

No existe una regla generalizadapara la elección del soporte más idóneo más que la

experiencia.



147
Sensordeirfiectancia en flujo continuo¿uneFe(IH) con LSinnn vilfracbysu aplicaciónanalítica

2.- SENSOR DE REFLECTANCIA EN FLUJO CONTINUO PARA
DETERMINACION DE Fe(III) CON CROMAZUROL 5
INMOVILIZADO Y SU APLICACIÓN ANALÍTICA.

En el Departamento se había desarroladocon anterioridad un sensor de

reflectanciatipo sondapara la determinaciónde hierro (219) basadoen el empleo del

reactivo cromazurol 5 inmovilizado en una resma aniónica que fue utilizado en

discontinuo. Este sensor no resultó apropiadopara monitorizar el hierro debido al

problema,ya mencionado,de hinchamientoque tiene estetipo de soportes,cuando se

modificael entorno(pH, fuerzaiónica, agenteregenerantes,etc).

Por ello se pasóa modificar el mismo empleandootros soportesque eliminaran

dichos problemasy que hicieran posible el empleodel sensoren un sistemaen flujo

continuoparamonitorizarhierro. La caracterizacióndel sensor.una vez seleccionadoel

soporte idóneo, se ha realizado siguiendo el procedimientodescrito en el apartado

11.2.3.2. con el dispositivo2 del apanado11.2.1.1.

2.1 ELECCIÓN DEL SOPORTE

La eleccióndel soportese efectuóbasándonosprincipalmenteen doshechoscomo

vienesiendohabitualen estamemona.En primer lugar que no seproduzcanpérdidasdel

reactivo inmovilizado con el tiempo, incluso en condicionesextremasde trabajo, (que

dañanlugar a derivasde la línea basey pérdidade sensibilidaden ciclos sucesivos).En

segundolugar el procesode inmovilización no debemodificar la reactividaddel CS en

disolución.

El CS se inmovilizó enlacecovalenteen CPG, por atrapamientofísico en vidrio

sol-gel y por adsorción en gel de sílice siguiendolos procedimientosdescritosen los

apartados11.2.2.1.2,[¡.2.2.1.3. y 11.2.2.1.4.
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La fase reactivsaque empleagel de sílice como soportesólido resultéser la más

estable para el mantenimientodel reactivo en todos los medios ensayadoscomo se

expuesoen el apartadoIlI.1.2.l.l. (Tabla 16).

La reactividad del CS inmovilizado frente al Fe(II1) se evaluó cualitativamente

poniendoen contactoa diversospH una mismacnatidadde fasereactivacon 2.5 gg/ml y

observandoa diferentes tiempos la coloración de la misma. Los resultados,que se

exponenen la tabla 20. demuestrasnque el intervalo de pH óptimo parala formación de

complejo se encuentracomprendidaentre 4-6, y que las tres fasessólidas presentan

reactividad frente al Feliu), si bien el vidrio sol.gel era el soporte que presentabauna

respuestamáslenta paraesteanalitotal y como ocurrióparael AI(IlI).

Tabla20. Colorobservadodel sistemaCS-Fe(IIl) en diferentessoportes.[Fe(III)] 2.5 t¿g/ml

SOPORTE pH 2-4 pH 4-6 pH 7-9

SOL-GEL Blanco naranja o,pzao violeta

Complejo .~aratU~ . . violeta{~t~)
CPG Blanco rojo rojizo azul

Complejo rojizo violeta(*) azul

GEL SíLICE Blanco naranja rojizo . azul

Complejo rojizo azul(*) azul
Tiempode formacióndel complejo(“9 menosde 5 minutos,(**) 20 minutos

Si comparamosla tabla 20 con la análogapara el AI(I11) (tabla 17) se puede

observarque en los soportesCPG y gel de sílice, el ión AI(llI) reaccionamás lentamente

con el CSque en estosmismossoportesel Fe(Ill).

Para confirmar la reactividad de las tres fases reactivas frente al Fe(III) se

registraronsus espectrosde reflectanciaentre400 - 800 nm en presenciay ausenciadel

analito, a un pH 4.5 en el que existíareacciónsegúnel estudiocualitativo. Los espectros

serealizarondandotiempo suficienteparala formacióndecadacomplejoy seencuentran

representadoslas Figuras 55, 56 y 57. dondelos registroscorrespondena los espectros
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corregidos frente al blanco excepto para la fase reactiva que tiene vidrio de poro

controladocomo soportesólido.
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Fiuura 55: Espectrodereflectanciadel sistemaCS-Fe(III) atrapadoenvidrio sol-gel IFe(III)] 5 ~¿g/ml,pH 4

1

0.9

0.6

0.7

DA
E!
= 0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

o
800

nm

400 500 800 700

400 600 800 700

Figura56: Espectrodereflectanciadel sistemaCS-Fe(III)en CPG [Fe(Ill)l 1 j¿g/uil, pH 4
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Figura 57: Espectrodereflectanciadel sistemaCS-Fe(III) en gel de sffic [Fe(IlI)l 1 ¡¿gImt, pH 4

A partir de los espectrosobtenidos al igual que por el estudio cualitativo se

concluyeque la reacciónentreel reactivoy el analito se lleva a caboen todos los tipos de

soportesensayados.

El hecho de que nuevamentevuelva a resultarmás lenta la respuestadel soporte

vidrio sol-gel parece indicar que debido a que en este caso la inmovilización no es

superficial el accesodel analito se ve dificultado, jugando un papel importanteen la

respuestano sólo la cinéticade la reacciónindicador-analitosino la difusión del ión hacia

el interior de los poros donde se encuentraalojadoel indicador. Estosporos puedenser

modificadoscomo se ha comentadoanteriormentesin embargono se hicieron intentospor

mejorarestetipo de soporte.

Una vez rechazadoel vidrio sol-gel como soportepor los motivos expuestos,se

seleccionéde nuevoel soportegel de sílice debidoa que el mecanismode inmovilización

en gel de sílice mucho más simple que en CPG b) La silica-gel proporcionamayor

reproducibilidaden la realizacióndediferentesfasesreactivas.

600 600 700
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2.2. CARACTERIZACION DEL SENSOR Fe(I1I)-CROMAZUROL 5
INMOVILIZADO EN GEL DE SÍLICE.

2.2.1. SELECCIÓN DE LA LONGITUD DE ONDA ÓPTIMA.

Este estudio sellevó a caborealizandolos espectrosde reflectanciadesde400 a

800 nm del blanco de reactivos constituido por gel de sílice-CS a pH 4.2 en

acético/acetato,y del complejo CS-Fe(III) en fase sólida, el estudiose efectuéformando

los comiejospreviamenteen un tubo de ensayopara una concentraciónde 1 ¡íg/ml de

Fe(III), rellenandoposteriormentela célulade flujo con el sólidoobtenido y registrando

el espectro.El espectrofotómetrotomacomoreferenciael espectrodel blancoy registrael

espectrocorregidodel complejo.

Se observa una mayor variación en la reflectanciadel complejo CS-Fe(III)

respectoa] blanco en la region de longitud de onda próxima a 680 nm como puede

apreciarseen la Figura57, por lo que se seleccionéestalongitud de ondaparaposteriores

experiencias.

2.2.2. REGENERACIÓNDELA FASE REACTIVA.

La regeneracióndel sistema,esdecir, extraerel hierro del reactivoinmovilizado,

y por tantoobtenerel reactivode formainicial, esfundamentalparala operatividadde un

sensor.Del éxito deesteestudiodependesu aplicaciona medidasen continuo.

Se eligieron como posibles reactivos regeneranteslos ácidos clorhídrico y

perclóricoy se comprobóel potencialdel reactivoelegidocomoregenerantemedianteel

experimentosiguiente:

La fase reactiva (gel de sílice con el reactivo CS inmovilizado al 0.05%) se

introdujo en tubos de ensayoen los que seañadióel mismo volumen de una disolución

con el analito en medio acético/acetatoa pH 4.2. Despuésde esperaraproximadamente5
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minutos para que aparecieseel color azul característicodel complejo, se adicionéun

mismovolumende HCl o HClO4 a distintasconcentraciones,observándosea continuación

si tiene lugar cambiodecolor, que pudieraindicar la liberacióndel analito y por tanto la

regeneraciónde la fase sólida.

El empleode HCIO4 en el intervaloestudiado(0.1- 1 M) produjo la destmcciónde

la fasereactivaya que el indicadorse libera del soporte.

La disolución HCI lM fue la que dió lugara los mejoresresultadospuestoque el

color caracteristicodel complejodesapareceinmediatamentelo que implica la rupturadel

mismo y se observa el color naranja propio del CS en medio ácido. Si en estas

condicionesse vuelvea poneren contactola fasereactivacon el analitoa pH 4.2 vuelvea

aparecerel color característicodel complejoCS-Fe(Hl).

2.2.3. INFLUENCIA DE LA FUERZA JÓNiCA.

Se procedióa observarsi la fuerza iónica del medio producidodesadsorcióndel

reactivoinmovilizado CS y cómo influía éstaen la formación del complejo. Paraello, se

colocó la misma cantidad de silica-gel en diferentestubos de ensayoen presenciay

ausenciade analito y se les fué añadiendoNaCí desde0.OlM a ¡M observándosequeel

reactivo no se desadsorbíaen ninguno de los casosy que el complejo Fe(lIl)-CS se

formabaen todo el intervaloestudiado.

2.2.4. CONCENTRACIÓNDECROMAZUROL S.

La optimizaciónde la concentraciónde reactivo inmovilizado es muy importante

puestoque afectaa la sensibilidaddel sistema,cuantomayor sea la concentraciónde CS

mayor serála capacidadde preconcentraciónde la fase sólida, pero por otro lado en el

casode medidasde reflectanciapuedeserque las variacionesde color no seantan nítidas

debido a fuertes tonalidadeslo que se traduciríaen una dificultad en la medida de la

reflectancia. Interesateneruna fase reactiva en la que la variación de reflectanciasea

máximay poseala mayorcapacidadquelatante,por ello seoptimizó la concentrraciónde

cromazurol5 preparandodisolucionesacuosasdel reactivoaJ 0.05, 0.1, 0.2%, y una vez
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inmovilizado en el soportesilica-gel con el reactivo de la forma ya indicada(apartado

procedimiento);se observóel comportamientoa diferentespH en presenciay ausenciade

1 ¡íg/ml deanalito.

Se midió la reflectancia del complejo CS-Fe(III) a distintos tiempos (0 - 20

minutos) a la longitud de ondade 680 nm. Los datosobtenidosseobservanen la Figura

58 y demuestranque la concentraciónde cromazurol 5 óptima esla del 0.05% ya que

proporcionala mayordiferenciade reflectanciaentreel blancoy e] complejo a todos los

tiemposestudiados.
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Figura58. Efectode la concentraciónde CS en la reflectanciadel complejoCS-Fe(III) repecto al
blanco,¡Fe(lIl)j 1 gg/nil
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2.2.5. INFLUENCIA DEL PH EN LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO

Esteestudiose llevó a cabomidiendola reflectanciaa la longitud de onda óptima

de sistemaCS-Fe(IIl) en el intervalode pH 3.5 - 6.0. Los complejosseforman pasandoa

travésde la célula de flujo disolucionescon 0.4 ¡¿g/ml de Fe(III) a diferentespH durante

un tiempo de 5 minutos. La figura 42 muestralos resultadosobtenidos, los valoresde

reflectanciarepresentadosson la diferenciaentreel blanco (fasereactivia al pH deseado)

y el complejo. En ella seobservaqueel pH óptimo de formacióndel complejoCS-Fe(III)

es4.2.
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Figura59. InfluenciadeL pH en la formacióndel complejoCS-Fe(III) [Fe(III)1 0.4 gg/ml
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2.2.6. NATURALEZA Y CONCENTRACIÓN DE LA DISOLUC¡ÓN REGULADORA.

Con el fin de estudiarla influenciade la naturalezade la disolución reguladoraen

la formación del complejo, se formó ésteal pH óptimo en presenciade acético/acetato,

succfnico/succinatoy biftalato/ftalato. La medida de la reflectanciase realizó a los 5

minutos.

La figura 60 representala reflectanciade los distintos sistemasen función de la

naturalezade la disolución reguladora. En ella se observauna mayor diferencia de

reflectanciaentre el complejo y el blanco cuando se emplea acético/acetatocomo

disolución reguladora.
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Figura 60. Efecto del medio reguladoren la reflectanciadel complejoCS.-Fe(III), [Fe(III)]0.4

gg/ml
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Una vezoptimizadoel pH y la naturalezadel tampónseprocedióa determinarsu

concentraciónóptima. Para ello se varió la concentraciónde la disolución reguladora

acético-acetatodesde 0.025M a O.5M preparandomuestrasy blancos en las mismas

condiciones;una vez formadoel complejo(5 minutos) serepresentaronlas diferenciade

reflectanciaentreblanco y complejo (Figura 61) obteniéndoseuna concentraciónóptima

0.05M en acético/acetatoparaposterioresexperimentos.
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Figura 61. Efecto
complejoCS-Fe(III)

de la concentraciónde acético/acetatosobre la señal de reflectanciadel
respectoal blanco,pH 4.2, [Fe(III)]0.4 gg/ml

2.2.7.CINETICA DE LA REACCIÓN.

La cinéticade las reaccionessobresuperficiessólidas suelesermás lentaquela de

las reaccionesen disolución, dada la existenciade un fenómeno de transferenciade

materiahastala superficie sólida. Se ha realizadoun estudioparaconocerla cinéticade

las reaccionesentreCS inmovilizado y Fe (III) registrándoselos espectrosde reflectancia

a distintos tiempos, con el fin de determinar el tiempo necesanopara alcanzarel

equilibrio en la formaciónde dichocomplejo.

0.05 0.10 0.15

[HAc/NaAc], M
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Con estafinalidad, se siguió el procedimientoque a continuaciónse detalla: -Se

rellenó la célula con una cantidad determinada de gel de sílice-cromazurol 5,

posteriormentese bombeóunadisolucion que contenía0.1 gg/ml deFe(lIl) apH 4.2 y se

realizaronlos espectrosde reflectanciafrentea la longitud de onda, a diferentestiempos

(5, 10, 20, 60 y 180 minutos).

Como se observaen la Figura 62 el complejoCS-Fe(lII) alcanzael equilibrio de

formación a tiempos inferioresa diciz minutos. En esta figura también se observala

variación de la longitud de onda óptima del complejo a medida que evoluciona la

formacióndel mismo. Eligiéndoseparalos experimentosposterioresla longitud de onda

que correspondea la máximadiferenciade reflectanciaentreel blancoy la muestrapara

un tiempode 5 minutos(X 680nm).
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Figura 62. Espectros de reflectanciadel complejo CS-Fe(III) [Fe(lII)] 0. lgg/ml a distintos
tiemposde formación.
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2.2.8.CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS.

El establecimientode las característicasanalíticasdel complejo CS-Fe(Ill) sobre

gel de sflice se llevó a cabo siguiendoel procedimientoen flujo descritoen el apartado

11.2.3.2.

2.2.8.1. Intervalo de linealidad Con el fin de determinarel intervalo de

concentraciónde Fe(JII) que proporciona una respuestalineal en las medidas de

reflectanciase realizóun calibradoen flujo.

Paraello se hacepasara travésde la célulade flujo dondetenemosnuestrosoporte

con el reactivo inmovilizado, en primer lugar disolución reguladora(acético/acetato

O.05M pH 4.2), hastamantenerla línea base,despuésla disolución de Fe(IIl) de una

determinadaconcentracióndurante 5 minutos que da lugar a una disminucion de la

intensidadde reflectancia,parapasarporúltimo la disolución regeneradoraqueen nuestro

casoesHCl 1 M quenos devuelvela señala la linea base.Estemismoprocesose efectua

con las diferentesconcentracionesde Fe(III). La respuestadel sensorfrenteal tiempo se

encuentrarepresentadaen la Figura63.

La rectade trabajose obtienerepresentandolaspendientesde la función intensidad

de reflectancia-tiempocorrespondientea 5 minutosfrentea la concentraciónde Fe(lII).

Los datos obtenidosde esta manera se representanen la figura 64 donde se puede

observarqueel intervalode linealidadsecumplehastaunaconcentraciónde 0.5 vg/ml de

Fe(III).



159
Sensordeirfiectancia en flujo continuopan> FeCUL) con <29ñ,nnñlizadoy su aplicaciónanalítica
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La rectade calibradorespondea la ecuación

Y= -1.05 X - 0.14 con un coeficientede correlación0.989

2.2.8.2.Límite de detección, liMite de cuantificacióny precisióndelmétodoEl

límite de deteccióndel método propuestose calculó teniendoen cuenta la desviación

standarde 10 determinacionesde un mismoblancode reactivoy aplicandola normade la

1. U. P.A.C. paracalculardichovalor.

LD. = K ~b”5

donde 5b es la desviaciónestandarde dichos blancos, y 5 la pendientedel calibrado

obtenido en las condicionesantesexpuestas.Aplicandola formulapara K=3 el límite de

detecciónobtenido fue de 10 ng/mI para Fe(lII). El límite de cuantificacióncalculado

paraK= lOesde30ng/ml.

El métododesarrolladomejoranotablementeel límite de deteccióndel sensortipo

sonda (219) que emplea el mismo reactivo inmovilizado en una resma aniónica. El

aumentode sensibilidadobtenido se debea la preconcentraciónen continuoque serealiza

en la fasereactiva.

El cálculo de la precisiónsellevó a cabopreparando10 disolucionesdiferentesde

100 ng/ml de Fe(III) a pH=4.2. y se siguió el procedimientoanteriormenteexplicado

obteniéndoseunadesviaciónestándarrelativadel 4.8%con los datosadquiridos.

2.2.8.3. Estudiode interferencias.Paraesteestudioel procedimientooperativo fue el

mismo que el empleado para medir sus característicasanalíticas, bombeándosela

disolución del analito en presenciadel posibleinterferente.El trabajo seefectuó parauna

concentraciónde Fe(III) 200 ng/ml.

Los cationeselegidosfueron aquellosque dan reaccióncon el cromazurol 5 en

disolución. Igualmentese eligieron los anionesmás frecuentesen muestrasde agua, as¡

comotos anionescomplejantesdel analito.
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Se consideróinterferenteaquelión que dabalugar a una variaciónen la señalde

reflectanciasuperiora 2s , siendo s la desviaciónestándarde la disolución que contenía

200 ng/ml Fe(IIl) en ausenciadel ión potencialmenteinterferente. En estecaso no se

consideran interferentes todos aquellos iones que produzcan una señal relativa

comprendidaentre91 - 109%.

Los resultadosobtenidos(tabla21) muestranuna seriainterferenciadeAI(III), 1 y

F mientras que el restodeiones ensayadosno interfieren hastaconcentración50-100

vecesmayoresquela Fe(IJI)

Tabla21. Estudiode interferenciassobrela reflectanciadel complejoCS- Fe(III)

ION .... Relación . Sensibilidad
iunIAl{ILI)() ftififl(**)

Naff) 100:1 95
K(I) 100:1* 96

Ca(J1> 50/1 108

Mg(ll) 50/1 108

Cu(fl) 10/1 99

Ni(ll) 50/1 110

Zn(Il) 50/1 95

Ph 10/1 92

Cd 50/1 87

Cii. .10/1 . . . 100

Al 1/1 78
1:1 65

Br tl”~ 97
1- 1/1* 120

NO; 50/1 92

C1 100:1* 104

.50J* 100.
(*) Relaciónmáximaensayada.
(**) Relaciónentrela señalobtenidade unadisoluciónde Fe(IIl) en
presenciay en ausenciadel elementointerferente.
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4.2. APLICACION ANALI’TICA.

Dado que no era probableque en las aguasanalziadasobjeto de nuestroestudio

existieron estos iones interferentesen proporción igual a la de hierro no hubo necesidad

deeliminarlos al realizarlasdeterminaciones.

El sensor en flujo desarrollado en el presentetrabajo se ha aplicado a la

determinaciónde hierroen aguaspotablesde distintosorígenes.

Paraello se preparóen primer lugarun calibradoen un intervalode concentración

de hierro (50a 300 ng/mí) ppm en medio acético-acetatoa pH 4.2. Las muestrasde agua

se diluyeron convenientemente,se tamponaroncon HAc/Ac- 0.05 M pH 4.2. Cada

muestrase midió por sextuplicado.Las señalesregistradasllevadasa la rectade calibrado

dieron lugara los resultadosque figuranen la tabla22..

Las muestrasse sometierona diferentesdiluciones con el propósitode comprobar

si existíaalgún efecto por partede los posibleselementosinterferentespresentesen las

mismasy se cuantificóel contenidode Fe(III) medianteel correspondientecalibrado. Si

con todaslas dilucionesensayadasse obtieneel mismovalor de la concentraciónde hierro

se puedeasegurarque no existeefectodebidoa las posiblesinterferencias.En la tabla 22

sepuedeobservarqueen las dilucioneseefectuadasse obtienenlas mismosresultados.

La exactitud del método que se proponepara determinarFe(III) se comprobó

medianteel empleode un métodoalternativo; paraello las muestrasde aguaanalizadas

porel métodopropuestofueroncontrastadaspor AA con llama. Los resultadosobtenidos

tantopor absorciónatómicacomopor reflectanciademuestraque no existendiferencias

significativas entreambos métodosa un nivel de probabilidaddel 95% y por tanto la

validezdel métodopropuesto.
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Tabla22. Aplicación del sensora la determinacióndel contenidoen Fe(lll) de diferentes
aguas.

MESTRA
CONCENTRAClON Fe{IjUt

REFLECTANCIA AA CON LLAMA<**

)

0.74±0.03

0.71±tt04

00.72~0.O2

0.26±0.02 0-03

0.55~0.02 0.03

Dilución 1:5

Ml
Dilución 1:10

Ml 0.25k
M3 0.52k

*Media de 6 medidas~ s expresadoen ng/ml
(**) Las muestrasanalizadaspor absorciónatómicacon llama no se diluyeron.

Como conclusiónpodemosresaltarla posibilidad de aplicarestesensoren flujo

para la determinaciónde Fe(IlI) en muestrasconbajasconcentracionesdehierro paralas

cualesla absorciónatómicacon llamano es lo suficientementesensiblepresentandosepor

tanto el sensoren flujo continuocomo alternativaa la absorciónatómicasin llama. Hay

que hacer notar que las muestrasanalizadaspor AA no se diluyeron, dada la menor

sensibilidaddeestatécnicafrenteal métodopropuesto.
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3. SENSOR DE FLUORESCENCIA PARA LA DETERMINACIÓN DE
Fe(III) EN FLUJO CONTINUO CON PIOVERDINA INMOVILIZADA.

La determinaciónde Fe(lII) es de gran importancia en numerososcampospero

generalmenteadolece de métodos suficientemente selectivos y sensibles para su

determinacióna nivel de ng/ml comoya mencionamosen la introducción.

El sideróforo fluorescentepioverdinapodría solucionaresteproblemapuestoque

por una parte compleja selectivamentea este analito y por otra parte daría lugar al

desarrollo de un método basadoen medidas de fluorescencia. Como es sabido la

fluorescenciaes intrinsicamentemás sensiblesque la espectrofotometría,sin embargo,los

métodos más comúnmente utilizados para la determinación de hierro son los

espectrofotométricos.En la bibliografía consultadaexisten muy pocosmétodospara la

determinacióndehierrobasadosen medidasde fluorescencia(260) y de estosningunoque

emplee una fase sólida como fase reactiva. En este sentido la inmovilización de la

pioverdinadeberíapermitir el desarrollode un biosensoraltamenteselectivoy sensible

parala determinaciónde Fe(III), por todo ello iniciamosestecaminocon gran entusiasmo.

Una vez aisladoy purificado el sideróforodel medio de cultivo en que habíasido

sintetizadopor las bacteriasPseudomonasfluorescens,siguiendoel procedimientodescrito

en el Apanado11.1. 1.2., seestudiósu comportamientoen disolución acuosafrente al ion

Fe(IIl) como paso previo a la búsqueda de soportes sólidos adecuadospara su

inmovilización.
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3.1. ESTUDIO PREVIO DEL COMPORTAMIENTO EN DISOLUCIÓN ACUOSA

DEL COMPLEJO Fe(III~)-PIOVERD1NA.

3.1.1. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

Con objeto de estudiarlos espectrosde excitación y emisión de fluorescenciase

prepararondisolucionesacuosasdel pigmentopioverdinaa una concentraciónde 6.6106M

a pH 7 en ausenciay en presenciade200ng/ml deFe(III). Una vezrealizadolos espectros

de ambasdisolucionesseobtuvieronlos resultadosque semuestranen la Figura 65, en ella

observamosque el reactivopioverdinamuestraun máximo a 465 nm cuando se excita a

390 nm. Por otra parte se puedeobservarque la fuerte emisión de fluorescenciadel

sistema decrecedrásticamente(95%) en presenciade Fe(IlI) debido a la desactivación

estáticadel sistemapor formación de un complejono fluorescentey muy establecon este

analito.
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Figura65. Espectrosde luminiscenciadeunadisolucióndepioverdina6.6 lO-6M.
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3.1.2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL pH.

La influencia del pH en la fluorescenciatanto del pigmento libre como del

complejo pioverdina-Fe(lII) se llevó a cabopreparandouna serie de disolucionescon pH

comprendidoentre5 y 10 parauna concentración6.6 106M de pioverdinaen ausenciay

en presenciade 200 ng/ml de Fe(lIl). La figura 66 muestrala emisión de fluorescenciade

las diferentesdisolucionesfrente al pH, en ella sepuedeobservarque pioverdinaemite su

máximafluorescenciaen el intervalo de pH comprendidoentre6.5-7.5,a pH inferioreso

superioresse produce un decrecimientode la misma. El complejo Fe(IlI)-pioverdina

produce una emisión de fluorescenciaconstantee inferior a la del pigmento libre en el

intervaloestudiado.

El
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complejo,
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pH seleccionadocomo óptimo se encuentracomprendidoentre6.2-7.8??ya que

intervalo se produce la máxima diferencia de fluorescenciaentre reactivo y

lo que indica que el pH es favorablepara la emisión de fluorescenciapor el

óptimo parala formacióndel complejo.
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3.1.3. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA Y CONCENTRACIÓN DE LA DISOLUCIÓN

REGULADORA

Una vez establecidoel intervalo de pH óptimo seestudióel efecto ejercidopor la

naturalezade la disolución reguladorasobreel sistema.Se utilizaron TRIS, MES, HEPES;

HMTA en concentración0. SM y a PH dentro del intervalo consideradocomo óptimo. El

estudiose llevó acaboparaunaconcentracióndepioverdinade 6.6 l0-6M y 200 ng/ml de

Fe(lIl). La tabla 23 muestralos resultadosobtenidos.En ella se puedeobservarque todos

las disolucionesutilizadasdisminuyen la señal fluorescentede la pioverdina respetoa la

señal obtenidaen ausenciade disolución reguladora. En la misma tabla se refleja la

diferencia de fluorescenciaentre el blanco y complejo para las distintas disoluciones

reguladoras,siendoel tampónMES esel que dió lugar a la mayordiferencia.Por ello se

seleccionódicha disolución como medio idóneoparael estudiodel sistemaen disolución

acuosa.

Tabla23. Efecto de la naturalezade la disoluciónreguladoraen la intendidadde fluorescencia(IP)

de la pioverdinay en la extensiónde la formacióndel complejocon hierro.

DISOLUCION 1 F ....... “‘. NUESTRA .. ~BLANCO.- MUESTRA

REGULADORA ...
59.6 . 3.0.. 56.3

H2MTA+ /HMTA .46. 30.9 151
MES 42.9 .. 151 27.8

TRIS 46.3 25.2 21.1

IMIDAZOL 42.6 17.4 . .25.2

CITRATO 47 37.6 10.4

Una vez resueltala naturalezade la disolución reguladoraque se va a utilizar se

optimizó la concentraciónde la misma; paraello se prepararondisolucionesde pioverdina

tantoen presenciacomo en ausenciade Fe(III) con diferentesconcentracionesde MES (0 -

0.5M) y se midió la intensidadde fluorescenciaa 465 nm. En la Figura 67 serepresentan

los resultadosobtenidos observándoseque cuanto más diluida es la concentración
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reguladoramás elevadaes la señal, este resultadoera previsible ya que como hemos

expuestoantes, la presenciade disolución reguladorasea de la naturalezaque fuere

disminuye la intensidad de fluorescenciadel pigmento y afecta a la extensión de la

formación del complejo. Se eligió 0.OSM para experimentosposteriorespara asegurarla

capacidadde tamponamientode la disolución reguladorasi bien produceun decrecimiento

de la señalanalíticade un 8%

0 0.1 0.2 0.3

[MES],M

0.4 0.5

Figura 67. Influenciade
su complejocon hierro.

la concentraciónde MES en la señalde fluorescenciade piuverdinay de

3.1.4. INFLUENCIA DE LA FUERZA IÓNICA

Paradeterminarla influenciaque ejerce la fuerza iónica del medio sobre la señal

analíticase prepararondisolucionesqueconteníanelectrolitosde diferentenaturaleza(KCI

o NaCIO4) en concentracionesvariables(0 - IM) en presenciade una concentraciónde

6.6l0~M de pioverdina y 200 ng/ml de Fe(II1) a pH 6.5 en ausenciade disolución

reguladoracon objeto de no modificar con su presenciala fuerza iónica. La tabla 24

muestralos resultadosobtenidosno existiendoefectoalguno sobrela señalfluorescentedel

pigmento, ni sobre la señal de fluorescenciadel sistema en presenciadel hierro (III) a

fuerzaiónica < 0.5M. Para fuerzaiónica superioresseproduceun menordecreciminetc

de la intensidadde fluorescenciade la pioverdinaen presenciade ión férrico.
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Tabla 24 Efecto de la fuerza jónica sobre la

2ioverdina-Fe(lll)frente al blanco

KC1OA M

29.8

señal relativa de fluorescenciadel complejo

XCI O.SM XCI IM NadO4 O.SM NadO4 LM

~<H-CI 27.2 135 28.6 17.3

3.1.5. CARACTERÍSTICAS ANALíTICAS.

Siguiendo en la línea de caracterizarcompletamenteel comportamientode la

pioverdinaen disolución acuosaantesde procedera su inmovilización con objeto de ser

utilizadacomo fasereactivaen sensoresópticos, se procedióa establecerlas características

analíticasdel método.

3.1.5.1. Intervalo de linealidad. Con objetode establecerel intervalo de linealidad

se prepararondisoluciones,en las condicionesóptimasde trabajo,que conteníanFe(IlI) en

concentraciónvariable entre 10 y 200 ng/ml obteniendo las lecturas de intensidad de

fluorescenciaa 465 nm (Xexc 390 nm). El calibradoseefectuórepresentandola intensidad,

de fluorescenciafrente a la concentraciónde Fe(lll); se obtiene de esta manera una

respuestalineal hasta1 80 ng/ml de Fe(1II) (Figura 68)
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La rectaobtenidarespondea la ecuación:

‘F= -1378, 42 [Fe(lII)I + 317.66 con un coeficientedecorrelacionde 0.995

3.1.5.2. límite de detección, ¡iMite de cuantificación y precisión. El límite de

deteccióndel método se halló preparando10 disolucionesdel blancopreparadosen las

mismascondicionesque las muestrasde la rectade calibradoy midiendo suintensidadde

fluorescencia.El límite de detecciónse calculó aplicandola norma recomendadapor la

IUPAC comovienesiendohabitualen estamemoria

LD= K Sblanco/Pdtecalibrado,.

dondeK toma un valor de 3 parael nivel depropabilidaddel 99.7% Si K = 10 se obtiene

el límite decuantificación.

El LD obtenidofue de 10 ng/ml mientrasque el de cuantificaciónfue de 31 ng/ml.

El estudiode la precisiónse efectuómidiendo la señalanalftica de 10 disoluciones

análogascon una concentraciónde Fe(III) de 50 ng/mí, MES 0,051M y pH 6.5. La

precisiónexpresadacomodesviaciónestándarrelativafue del 4%

3.1.5.3. Estadioit las interfeancias.Por último y para completarel estudiodel

pigmentopioverdinaen disoluciónacuosase procedióa estimarla influenciasobrela señal

analítica de posibles elementos interferentes. El estudio se efectuó efectuandodos

calibradosuno deellos en ausenciade interferenciasy el segundoen presenciade varios

iones potencialmenteinterferentes(Ca 0.5 ppm, Mg 0.5 ppm, Cu O. lppm, Zn 0.4 ppm,

Cd 0.5 ppm, Ni 50 ppb, Pb 50 ppb)

Los calibradosobtenidosserepresentanen la figura 69 y si bien sus pendientesson

paralelasno lo son susordenadasen el origen lo que nos hace suponerque la menor

intensidadde fluorescenciadel calibradoen presenciade los posiblesinterferentespueden

estarcontaminadoscon hierro.
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Figura69. Calibradoenpresenciay en ausenciade interferentes

Las ecuacionesde las rectascorrespondientesson:

O Y - 1.58 X + 324.13

• Y=-l.54X+306.16

La caracterización del sideróforo proporcionó un resultado prometedor para

proseguircon la siguienteetapa, su inmovilización, ya que es de preveerque dadoque en

las “fasesreactivas” se preconcentrael analito,el límite de deteccióndeberámejorar.

0 20 40 SO 80
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3.2. CARACTERIZACIÓN EN FLUJO CONTINUO DEL SISTEMA Fe(IIU-
PíOVERDINA INMOVILIZADO SOBRE CPG Y SU APLICACION ANALíTICA.

Una vez concluidoel estudioen disolución se procedióa inmovilizar el reactivoen

diferentessoportes.La inmovilización sellevó a cabomediantedos mecanismosdiferentes

con el fin de podercompararlas fasesreactivasobtenidas:enlacecovalentesobrevidrio de

poro controladoy atrapamientofísico en vidrio obtenidopor un procedimientosol-gel. A

continuaciónse pasaráa exponerla caracterizacióndel sensorobtenido medianteenlace

covalente,mientras que el obtenido con el vidrio sol-gel se describirá en los apartado

siguientes(111.3.3. y 111.4.)

Se seleccionéel vidrio como soporteidóneodadoque: a) esaltamenteinerte, b) no

estásujeto adegradaciónmicrobianay c) no estásujetoa hinchamientoal variar la fuerza

i.onica del mediocomoesel casode los intercambiadoresiónicos.

En la bibliografía consultadaes de uso generalizadoel vidrio de poro controlado

parala inmovilización de enzimas,nuestroreactivono esuna enzimapero poseeuna corta

cadenade aminoácidosademásde centrosinvolucradosen la formacióndel complejo con

Fe(lII) que debenestarorientadosadecuadamenteparaformardichocomplejoya que esde

estructuraoctaédrica.Es poresta“similitud” quejuzgamosoportunoutilizar algunode los

muchosprocedimientosdescritosya en bibliografía, la mayoríade ellos suponela unión

covalentede la enzima a la superficiedel vidrio para la inmovilización de enzimasen

CPG.

El estudio se ha llevado a cabo en flujo continuo con el dispositivo de medida

descritoen el apartado11.2.1.2. y siguiendoel procedimientoque seexponeen 11.2.3.3.1.
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3.2.1. INFLUENCIA DEL TAMAÑO DE PORODEL VIDRIO DE POROCONTROLADO.

El vidrio de porocontroladoesun soporteampliamenteutilizado parala inmovilización de

todaclasede moléculasprincipalmenteenzimaspor ser altamenteinerte y por la amplia

gamaexistenteen el mercadoen cuantoal tamañode poro que lo haceadecuadopara la

inmovilizaciónde reactivosde muy diferentetamano.

En el diseñode estaexperienciase contó con CPGde dos tamañosde poro parala

ínmovlización de pioverdina (237 y 460 A). En los dos casos se siguió el mismo

procedimiento de inmovilización descrito en el apartado11.2.2.2.1- La fluorescencia

emitidapor el pigmentoinmovilizadoen CPG de 460 A fue significativamentemayor que

la emitida al inmovilizar sobreCPG de 237A. Este hechocoincide con las observaciones

hechaspor Kurtz (261) que observómayoreficienciade inmovilización de enzimascuanto

mayor es el tamaño de poro. Según otros autores el tamaño de poro útil es

aproximadamenteal tamañode moléculaa inmovilizar. La reaccinabilidadfrenteal Fe(III)

se cuantificó haciendoreaccionarlos dossoportescon la misma cantidadde Fe l00ng/ml

durantedos minutos (Figura 70) obteniéndoseuna mayor respuestaen el CPG de tamaño

de poro mayor, por lo que a la vista de estosresultadosse seleccionóCPGde 460 A para

posterioresexperimentos.
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3.2.2.CONCENTRAClÓN DE REACTIVO.

Esta variable es de vital importancia a la hora de disponerde una fase sólida

reactiva. En nuestro caso y ya que el reactivo en sí mismo es fluorescentey su

complejacióncon Fe(III) producedisminuciónde la fluorescencianos interesaobteneruna

fase reactivade partidacon una elevadaintensidadde fluroescencia.Paraseleccionarla

concentraciónóptimade pioverdinaseprocedióa la inmovilizaciónde tres concentraciones

diferentesde reactivo (6.65 105M, L33104M y 6.6510-4M) utilizando en cada caso la

mismacantidadde CPG comosoportesólido.

Una vez realizadoel procedimientode inmovilización se procedióa cuantificar la

cantidadde pioverdinaque permanecíaen disolución mediantela medidade la absorbancia

a 405 nm. La cantidad de reactivo inmovilizado se calculó por diferencia entre la

concentraciónde partida y la final. Este estudiodemostróque la cantidad de pioverdina

inmovilizada en CPG habíasido 0.00] mmol/g en los tres casoscon lo que aseguramos.

haber inmovilizado la mayor cantidadposible de pigmentoy por tanto tener la máxima

intensidad de fluorescenciainicial. La inmovilización de mayor cantidad de reactivo

supondría“activar al máximo” la superficie del vidrio o elegir otro CPG con mayor

superficie.

3.2..3. ESTUDIO DE LAS CARACTERÍSTICAS ESPECTRALES.

Se registró el espectrode emisión de fluorescencia(Figura 71) del pigmento

inmovilizado en CPG cuandoseexcitaa 500 nm cuandose encuentrasituadaen la célula

de flujo Helíma 176.52
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Figura 71: Espectro de emisión de fluorescencia Xexc 500 nm no corregido de pioverdina
inmovilizadaen CPG

Si comparamosestosmáximoscon los obtenidosen disolución acuosa(emisión 465

nm y excitación390 nm) seobservaque seproduceun importantedesplazamientohaciael

rojo cuandoel reactivoestá inmovilizado. En un principio sepensóque estehechoera el

resultado de las importantesmodificacionesestmcturalesy electrónicas debidas a la

formación del enlacecovalenteen el procesode inmovilización, sin embargoen ningún.

trabajode los consultadosen la bibliografía se encuentraun desplazamientotan drásticoen

las característicasespectralesde reactivos inmovilizados; la presencia de un enlace

covalentepuedeproduciruna modificación de las mismascomomáximode 30 - 50 nm.

Con objeto de esclarecerestehecho, se estudiódetalladamenteel procesoseguido

parala inmovilización registrándoseen cadaetapala fluorescenciadel soportesólido. Así

se comprobóque despuésde la aminacióndel vidrio, ésteno presentafluorescencia.El

siguientepasosuponeel entrecruzamientocon glutaraldehidoy la inmediata adición del
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sideróforo.Si en estaúltima etapasolo seproduceel entrecruzamientocon glutaraldehído

y se analizaestesoporte sólido fluorimetricamentese observala existenciade una débil

luminiscenciacon un máximo a 540 nm, que no sedebeal sideroforopuestoque esteno

ha sido inmovilizado todavía, por lo que es de suponerque el entrecruzamientocon el

glutaraldehidoesel responsablede la fluorescencia.Estafluorescenciano se ve modificada

ni en la posicióndel máximoni en intensidadcuandoel soportesólido estáen presenciade

Fe(lIl?>.

El pasosiguientefue analizarel mismo soportesólido una vez unido el sideróforo,

observándoseentoncesun máximo a 552 nm cuya intensidad se había incrementado

notablementey se modificabacon la presenciade Fe(I11J (la intensidadde fluorescenciaera

máximacuandono existeFe(III) y decrececuandoaumentala concentraciónde Fe(m)

presenteen la disolución). De esta manense comprobó que el glutaraldehidoes el

responsabledel gran desplazamientobatocrómicoobsevadoen la emisión de fluorescencia

y por otra parte que el comportamientofrente al Fe(111) es análogo al exhibido en

disolución acuosa.

La microscopia de fluorescenciafue utilizada para confirmar la diferencia de

fluorescenciaobtenida en las diferentesetapasdel proceso de inmovilización. En la

fotografía 1 se ve observala fluorescenciadel vidrio de poro controladotras la etapade

entrecruzamientocon glutaraldehído (débil fluorescencia) y en la fotografía 2 la

fluorescenciadespuésde la inmovilización del sideróforo.
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3.2.4. INFLUENCIA DEL pH

Puestoque la intensidadde fluorescenciade una disolución acuosade pioverdina

dependedel pH como hemos visto en el apartado111.3.1.2., fue precisocaracterizarel

comportamientode la fasesólida cuandovaríael pH del medio.

El estudiose llevó a cabobombeandoa travésde la célula de flujo disolucionesen

el intervalo de pH comprendidoentre2 y 9 y midiendo la intensidadde fluorescenciaa

552 nm. Igualmenteseestudióel efectodel pH sobrela formación del complejo Fe(IlI)-

pioverdinasobrela fase sólida, paraello se bombearona su travésdisolucionesde Fe(I11)

de 100 ng/ml a diferentespH dentrodel intervalo comprendidoentre2-8 y se midió la IF

obtenidauna veztranscurridos2 minutos.

La Figura 72 muestralos resultadosobtenidos,observandouna máximaemisiónde

fluorescenciadel pigmento inmovilizado en el intervalo 3.2-4.5. Por otra parte la zona

óptima de pH para la formación del complejo se produce en el intervalo 3.5 y 6,

produciéndosela máxima diferenciaentre la intensidadde fluorescenciade pioverdinay

del complejoen el intervalocomprendidoentre3.5-4.5.

En esta figura también se comparael resultadoobtenido en fase sólida con el

obtenidoen disolución acuosa,deduciéndoseque: 1) la intensidadde fluorescenciaemitida

por la pioverdinase producea pH másácidoque en disolucionesacuosas,2) la formación.

del complejocon el ión férrico en fase sólidatiene lugartambiéna pH más acidosque en

disoluciónacuosa.
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Figura 72. Efecto del pH sobrela intensidadde fluorescenciade: U disoluciónacuosade pioverdina6.6 1¿MI

nsistemapioverdina-Fe(III)en disoluciónacuosa[Fe(1II)j 200 ng/mio 0.001 mmol/g pioverdinainmovilizada
en CPG -O-complejopioverdina-Fe(III)inmovilizadoen CPG, [Fe(I1I)l 60 ng/ml

3.2.5. NATURALEZA Y CONCENTRACIÓN DE LA DISOLUCIÓN REGULADORA

Una vez obtenido el valor óptimo de pH parael análisis de hierro con el sistema

inmovilizado se procedió a optimizar la naturaleza y concentraciónde la disolución

reguladoraa emplear.Se seleccionarondisolucionesreguladorasque mantuvieranel pH en

el intervalo óptimo (3.5-4.5) tales como succínico/succinato,acético/acetato,MES,,

biftalato/ftalato,TRIS y se hizo reaccionaren cadacasola fase sólida durante2 minutos

con disolucionesque contienenla mismaconcentraciónde Fe(IJI) (lOOng/ml). En la figura

73 se refleja la influenciade la naturalezade la disolución reguladorasobrela señalneta

e
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obtenidaal restarde la 1p del pigmentoinmovilizadola IF del complejoFe(III)-pioverdina.

Se observa que la máxima señal analítica se obtiene en ausencia de disolución

reguladora,(comportamientosimilar al empleodel reactivo en disolución acuosaApanado

). La introducciónde cualquierdisolución reguladoraen el sistemade medidadisminuyela

señalanalítica (diferenciaen intensidadde fluorescenciaentre el blanco y el complejo).

Porotra parte todasellasproducenuna disminución de IF de la línea base. La disolución

reguladoraque menosafectaa la respuestaesbiftalato/ftalatopor lo que fue seleccionada

parapostenoresexperimentos.

De igual maneracuanto menor es la concentraciónde la disolución reguladora

menor es el efecto que ejerce sobrela señal y sobrela derivade la línea base.De este

estudioseconcluyóque la mayor sensibilidaden la determinaciónde Fe(III) en el sistema

en fasesólida se producíaa pH 4.5 biftalato/ftalato0.01M (figura 74). Estaconcentración

originaba una disminución de la señal analíticade la línea basede unicamenteun 10% a

los 2 minutos.
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Figura 73. Efectodel medio reguladoren la fluorescenciadel sistemapioverdina-Fe(III)en CPG
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Figura 74 Efectode la concentraciónde la disoluciónreguladoraen la intensidadde fluorescencia
del complejopioverdina-Fe(l11)

3.2.6. EFECTO DE LA FUERZA IONICA.

Con el fin de comprobarsi la respuestade la pioverdina inmovilizada en CPG

frente a Fe(III) se ve alteradapor la fuerzaiónica del medio seevaluóel efectoque la

presenciade diferenteselectrolitos (KCl, NaClO
4) en distintas concentraciones(O - lM)

tiene sobre la respuestadel sensor. La señal analítica no se ve afectadapor fuerzas

lónicas< 0.5 M. Una fuerza iónica superior produce una menor pendiente en el

decrecimientode la fluorescenciaen presenciade hierro. Estecomportamientoesanálogo

al obtenidoen medioacuoso.En la Tabla25 semuestranlos resultadosobenidos

.1.

0.1 0.2 0.3 0.4

[Biftalato/ftalato] (M)
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Tabla 25. Efecto de la fijerza iónica sobre la pendientede decrecimientode fluorescenciadel
complejopioverdina-Fe(1ll)¡Fe(lll)] 60 ng/ml.

KV! KO KO NaCIO4 NaCIO’4 NaCIO4

OM 0.1 M 0.5 M OM 0.IM 0.5M.

Pendiente - 15.60 -15.45 - 7.84 -15.60 -15.2 - 5.9

3.2.7. ESTUDIO DEL FLUJO EN LA RESPUESTA DEL SENSOR

El flujo de las disolucionesportadorases una variable crítica cuando se trata de

medidasque utilizan reactivosen “fase sólida” puesto que dado que estas fasesactuan

como sistemasde preconcentraciónes preciso teneren cuentapor un lado la cantidad

absolutade analitoquequedaretenidoen la fasereactiva(una medidade la capacidadde

preconcentracióndel sólido) y por otro lado la cinética de la reacciónpuestoque ésta

determinaráel tiempoóptimo decontactoentreel analito y el reactivoinmovilizado.

El flujo óptimo seleccionadocorresponderáa una situaciónde compromisoentre el.

tiempo de contactoFe(III)-pioverdina y la cantidad de hierro que atraviesala célula de

flujo.

El flujo de la disolución que contieneel analito se varió en el intervalo 0.5 - 5

ml/mm observándosequela respuestadel sideróforofrenteal Fe(JH)duranteun tiempode

dos minutos es inmediatay se produceun decrecimientoprogresivode la intensidadde

fluorescenciainicial debidoa la continua formación de complejo pioverdina-Fe(lI1)en la

fasesólida. El estudiose realizóparaunaconcentraciónde Fe(Ill) de 60 ng/ml.

La Figura 75 muestrala pendientede la respuestaobtenidaa los distintos flujos,,

estaes maxima para un flujo de 5 mí/mm, seleccionándoseeste flujo para los estudios

posterioresEl hecho de que se puedatrabajarcon un flujo tan elevado demuestrauna

rápidacinéticade formación del complejoque haceque tengamás “peso” la cantidadde

analitopreconcentradoqueel tiempodecontactoentreFe(IlI) y fasereactiva.
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Figura75.: Efectodel flujo en la respuestade la fasereactiva.

3.2.8. REGENERACIÓNDEL SISTEMA.

En el desarrollode sensoresquímicosque utilizan fasesreactivassólidasla elección

de la reacciónen que se basala determinacióndel analito deseadoes fundamentalno solo

porquede ello dependerála sensibilidady selectividaddel sensorconstruidosino también

porquedadala forma deoperarde un sensor,se requierequeel terminal sensiblese pueda

utilizar de manerasucesivaparasubsiguientesdeterminaciones.Por ello si la reacciónque

origina la señalanalíticano es reversiblecomo es el casoque nosocupa, formación de un

complejo Fe(IIl)-pioverdina, es fundamentalque este complejo se rompa, para que el

reactivo inmovilizado quedelibre otra vez en el terminal sensible,estaetapadenominada

regeneraciónha permitidola utilización de una extensagamade reaccionescomo basede

sensoresquímicos.

La regeneraciónde la fase reactivauna vez formadoel complejo pioverina-Fe(lliI)

supondrá la obtención de pioverdina libre en la superficie sólida y por tanto la

recuperaciónde la intensidadde fluorescenciainicial. Como regenerantessehan utilizado

diversosagentescomplejantesdel catión férrico (EDTA y 8- hidroxiquinoleína),agentes

4.0 4.5 5
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reductoresde Fe(III) a Fe(II) y medios fuertementeácidos.El efectoregeneradorde todos

los agentescomplejantesfue lento debidoa la mayor constantede formacióndel complejo

pioverdina-Fe(III).Por otraparteno erafácil la reducciónde Fe(IlI) a Fe(II) en medio4.5

y la reduccióna otro pH suponíala intervenciónde otra etapalo que redundaríaen un

aumentodel tiempo de respuestadel sensora la vez que la presenciade otras sustancias.

Sin embargola la presenciade un pH muy ácido dado que a pH muy ácidoel complejo

(Fe(IIII)~pioverdinano se forma dio lugara una forma rápida y sencilla de regenerarel

sisema.Se eligió HCI 1 M comoel mejor caminopara la regeneracióndadoque la señal

inicial (pioverdinalibre) seobteníainmediatamentedespuésdel contactode la fase sólida

con e] regenerantey una vez reestablecidoel pH inicial. Paraasegurarla regeneracióntota]

del reactivola etapade regeneraciónse prolongódurante1 minuto. La tabla muestralos

resultadosobtenidos.

3.2.9. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS.

3.2.9.1.Intervalo de¡inealidad. El establecimientodel intervalode trabajose llevó

a cabo bombeandosucesivamentea través de la célula de flujo donde se encuentra

empaquetadala pioverdina inmovilizada en CPG, diferentes disoluciones: disolcuiones

reguladoras(blanco), disoluciones con concentracionesvariables de Fe(III) (10 - 200

ng/mí) y disolucionesdel regeneranteHCI lM) (procedimientodescritoen el apanado???),

La respuestase registróal representarla 1p frentea] tiempo.

La figura 76 muestraestarespuesta,en ella se observanlas diferentesetapasdel

análisis: una intensidadde fluorescenciaconstantey máximacuandoatraviesala célula de

flujo la disolución reguladora,a continuaciónuna disminución progresivade la 1F al

introducir Fe(lII) en la célulade flujo y por último una recuperaciónde la línea baseal

atravesarla célula de flujo y el reactivo regeneranteseguidode la disolución reguladora.

La pendientede la disminución de fluorescenciaaumentasegún lo hacela cantidadde

Fe(III) existenteen la disolución.

La gráfica de calibrado(Figura 77) se obtuvo al representarlas pendientesde la

curvade respuesta(duranteun tiempo de 2 minutos) frente a la concentraciónde Fe(III).

Las pendientesobtenidasprocedende multitud de datos puesto que directamentese

transferían los datos del registro con el tiempo (tiempo de integración 0. 1 sg) a un
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programamatemáticode tratamientode datos. La respuestaasí obtenidaes lineal parael

intervalo comprendidoentre 3 y 200 ng/ml de Fe(l1I). La recta obtenidarespondea la

ecuación:

Y= -0.198141X-5.18 con un coeficientede correlación0.993.

las desviacionesestándarde la pendiente(9.41 103)yde laordenadaen e] origen (1.168)

10 20 30 40 50 60

t(min)

Figura 76. Curva de respuesta (intensidad de fluorescencia frente al tiempo) a diferentes
concentracionesde Fe(m) a) SOng/ml, b) 70 ng/inI, y c)l0O ng/ml.
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Figura77. Rectade calibradoparael sistemapioverdin-Fe(III)

3.2.9.2.Limite de detecciónlimite decuantificacióny p¡rcisión. La obtenciónde

estosparámetrosse ha llevadoa cabobombeandoalternativamentea travésde la célula de

flujo donde se encuentra empaquetadala fase reactiva la disolución reguladora

(biftalato/ftalato0.OIM pH 4.5 durante5 minutos) y la disolución regnerante(HCI IM

durante 1 minuto). Se efectuaron11 ciclos sucesivoso.Los límites de deteccióny de

cuantificacióndel métodose determinaroncalculandola desviaciónestándarde los valores

de las pendientesdebidasa la disoluciónreguladoraen cadaetapa.

La expresiónutilizada para la obtencióndel límite de deteccióncomo eshabitua.l

fue

e

u ¡

e

¡ ¡ u ¡ ¡ ¡ ‘

50 200

LD =3sb/Pdtedecalibrado
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El cálculodel límite de cuantificaciónse efectuócon la expresión

LQ= 10 sb/Pendientedel calibrado

Utilizando ambasexpresionesse obtieneun límite de detecciónde 3ng/ml y 9ng/ml

comolimite de cuantificación.

El estudio de la precisión se realizó siguiendo el procedimientodescrito en el

apartado. La desviación estándarrelativa obtenida para 10 determinacionesde una

concentracióndc 60 ng/m] de Fe(JIJ)esde] 3%.

3.2.9.3. Estudio de interferencias. Para evaluar la selectividad del reactivo

inmovilizado en CPG se seleccionarondiversoscationesasí como conocidoscomplejantes

de Fe(III). Se ha estudiadoel efecto de los posibles interferentesen la respuestade la

pioverdina,el estudiose llevó a cabopara60 ng/ml de Fe(III).

Se consideraninterferentesaquellasespeciesque a una determinadaconcentración

originaban una variación en la intensidad de fluorescenciasuperior a dos veces la

desviaciónestándarde las medidasde intensidadde fluorescenciade unaseriede muestrs

en ausenciadel elementopotencialmenteinterferente. En nuestro caso se considera

interfemeteaquellaespecieque produczcauna variación de la intensidadde fluorescencia

igual o superiora 6% en la respuestadel sensorpar la concentraciónde Fe(Jfl) ensayada.

En la tabla26 seexpresanlos resultadosobtenidos,considerandouna sensibilidad

del 100% a la señalobtenidaen ausenciade interferentes,se observanporcentajesmayores

o menoressegúnla interferenciaseapositiva o negativa.En ella seponede manifiestoque

ninguno de los iones probadosinterfiere seriamente, lo que significa que el sensor

desarrolladoes altamenteselectivo para la determinaciónde Fe(III) de acuerdoa 1<)

publicadoen la bibliografíadondese hablade laalta selectividad(casi especificidad)de los

sideróforospara la complejacióndel catión férrico. De todos los iones ensayadoses de

reseñarque el fluoruro (agentecomplejantedel hierro) no interfiereen una concentración

100 vecessuperiora la dehierropresenteen un nivel de 60 ng/ml.
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Tabla 26. Estudio de interferencias sobre la fluorescencia del complejo CS-Fe(1Il)

ION Relación

ion/AI(UIX*)

Sensibilidad

relativa(**)

Na 500:1 .100

Ca 100/] 100

Mg 500/1 98

Cu 50/1 97

Ni 100/1 100

Zn 100/1 97

Pb 100/1 100

Al 50/1 98

Mn 10/1 100

Be 10/1 100

Fe(Ii) 100/1 102

Cr(III) 100/1 90

Cr(Ul) 10/1 100
100/1 100

CL 1000/1 . 100

SO4
2~

(*) Relación
1000/1 100

máximaensayada.
(* *) Relaciónentrela señalobtenidade
y ausenciade interferente.
Todos los ensayosestánefectuadospara

una disolución de Fe(l1l) en presencia

[Fe(I1l)]60 ng/ml y pH 4.5
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3.3.2. APLICACIÓN ANALÍTICA.

La fase sólida reactiva que utiliza la pioverdina inmovilizada covalentementeen

vidrio de poro controladofué utilizada parala determinaciónde hierro en aguade grifo y

aguaminera]. Las muestrasfueron analizadassin ningún tratamientoespecia].A 5 ml de

las mismas se añadió 1 ml de disolución reguladoray se diluyó todo a 50 ml con agua

Milli-Q. La determinaciónse llevó a cabopor triplicado segúnse indica en el apartado

11.2.3.3.1.

La exactitud del método propuesto se verificó comprobandoque no existen

diferenciassignificativasa un nivel de probabtilidaddel 95% entrelos resultadosobtenidos

y los que proporcionóel métodoaltíernativoICP-AES con lo que se demostróla validez

del métododesarrollado.Los resultadossemuestranen la tabla27.

Tabla 27. Concentraciónde Fe(1Il) en diferentesmuestrasde aguasanalizadascon el sensorde
fluorescenciay con la técnicaalternativaICP-AES

MUESTRA
Agua pifo 1
Agua grifo 2

Agua grifo 3
Agua funeral

SENSOREN FLUJQ
0.36 ±0.03 mg/ml

026 ~0.02 mg/ml

0.22 ~O.02mg/ml

0.08 ~0.01mg/ml

ICP-.AES

0.33 ~0.04mg/ml

0.25 ~0.03mg/ml

0.24 tO.03mg/ml
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3.3. CARACTERIZACION DEL SISTEMA Fe(llIj)-PIOVERDINA INMOVILIZADO
EN VIDRIO SOL-GEL EN FLUJO CONTINUO Y SU APLICACION ANALíTICA

La preparaciónde vidrios porosaobtenidaspor un procesosol-gel a temperatura

ambienteconstituye un métodoatractivo relativamentenuevo para la inmogvilización de

todo tipo de moléculase ionessegúnsedescribeen labibliografía.

Se tratade una inmovilización poratrapamientoo retenciónfísica delamoléculaen

las cavidadesdel vidrio porosoobtenidoatemperaturaambiente,no existiendopor lo tanto

modificación de la estructura de los reactivos atrapadossi bien puede alterarse sus

propiedadespor las modificacionesexistentesen su entorno.

El atrapamientofísico utilizandoel métodosol-gel esen principio un procedimiento

con muchasposibilidadesparala construcciónde fasessólidas reactivasya que permiteel

atrapamientode la cantidaddeseadadel reactivo sin que existanpérdidasde ésteuna vez

dispuesto en el interior del vidrio. Por otra parte la elaboración del cristal es

extremadamentede fácil ejecuciónuna vez establecidaslas condicionesóptimas de pH,

temperatura,tiempo de envejecimientoetc, factoresque resultancríticos a la hora de

producir fasesreactivasoperativasy reproducibles.

La selecciónde este soportepara la determinaciónde Fe(IIl) con pioverdinanos

permitiríala comparacióndesdeel puntode vistaanalíticode dos fasesreactivasobtenidas

mediantediferentes mecanismosde inmovilización. Una vez inmovilizado el reactivo

pioverdinasiguiendoel procedimientodescritoen 11.2.2.2.2. se caracterizóel sensoren

flujo continuo medianteel dispositivo de la Figura 37 y siguiendo el procedimiento

descrito11.2.3.3.1.
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3.3.1. CONCENTRACIÓN DE REACTIVO Y TAMAÑO DE PORO

En la obtención del vidrio sol-gel “dopado” con pioverdina las dos variables

(concentraciónde reactivoy tamañode poro) son interdependientesy es sumamentedifici?L

controlarlasy manteniendouna de ellas constantevariar la otra. En estesentido,estetipo

de inmovilización en estesentidoes muy dificultosa a diferenciade la inmovilización en

vidrio de poro controladodonde el soportede tipo comercial posee un tamañode poro

constanteque no se puedemodificar y donde la inmovilización del reactivo se produceen.

la superficie.

La formación de una fase sólida reactivapor el procedimientosol-gel da lugar a

una matrizde sílice tridimensionalquealoja la moléculadeseada(pioverdina)en el interior

de unosporosque estánconectadosentresí. El tamañode estosporosdependede factores

tales como pH de la disolución inicial, la velocidad de hidrólisis y condensación,T~,

concnetraciónde reactivo atrapado,etc.; a su vez de estetamañode poro dependeel

tiempode respuestade la moléculaatrapadafrenteal analitoa determinar.

La inmovilización se llevó a caborepetidamentecambiandoen cadaocasiónalgunas

variablesque influyen en el proceso,seseleccionaronaquellasvariablesque diron lugara

la formaciónde una fasereactivamás funcionaldesdeel puntode vistade la seña]analítica

obteniday su tiempo de respuesta.El procedimientooperatorioseleccionadoseencuentra

descrito en el apartado11.2.2.2.2. y la concentraciónde sideróforopresenteen la fase

sólidaesde 0. 124 mmo/g, cantidadaproximadamente1000 vecessuperiora la cantidadde

reactivoinmovilizadoen CPG.

La estructurainternadel vidrio seintentóestudiarmediantemicroscopiaelectrónica

y evaluar la influencia que tenían sobre la misma factorestales como tamañode por,

concentraciónde reactivoetc pero no fue posiblehacerlodadoque la estructuradel vidrio

seveíaalterada(modificaciónen los porosy túnelesexistentes)en el transcursodel aná.lisi

debidoa la potenciadel hazde electrones.Seprocedióentoncesal estudiopor microscopia

de fluorescenciaque si bien no mostrabala estructurainterna del vidrio (de suma

importanciaparael tiempo de respuestadel sensor)podÑ aportarinformación sobrela

distribucióndel reactivoen el soporte. Segúnse demuestraen las fotografíasel soportesin

dopar (fotografla 3) no presentafluorescenciamientras que el vidrio que contiene

pioverdina(fotografia4) poseeuna intensaemisión.
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3.3.2. CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

En la Figura 78 se representanlos espectrosno corregidosde excitacióny emisión

de fluorescenciadel sideróforounavez atrapadoen vidrio sol-gel una vezempaquetadala

fasereactivaen la célulade flujo.
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Figura 78: Espectrosdeexcitación y emisióndel vidrio sol-gel sinpioverdinay dopadocon pioverdina
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Comparandolos máximosde fluorescenciaen disolución acuosay en el vidrio sol-

gel se observaque existe un desplazamientohipsocrómicodel máximo de emisión de 65

nm (de 465 nm a405 nm) cuandoseexcitaa 330 nm debidoa quela moléculaseatrapada

tiene un entorno diferente al que presentaen disolución acuosa. El vidrio sol-gel sin

reactivo atrapado no presentaba fluorescencia. La presencia de Fe(III) en bajas

concentracionesproduceuna drásticadisminución de la fluorescenciaal igual que ocurría

con el soporteCPG.

3.3.3. INFLUENCIA DE pH

Con objeto de determinarel intervalo óptimo para la determinaciónde Fe(1II) se

procedióa estudiarel decrecimientode la fluorescenciade pioverdina soportadaen la

matriz sol-gel al bombeara su través una disolución de Fe(III) (60 ng/ml durante 2.

minutos) a diferentespH (intervalo3-9). alo. En la figura 79 se representael efectodel pH

sobre la pendientede decrecimientode la fluorescenciade la pioverdina.. De ella se

deduce que el intervalo óptimo es el comprendidoentre &2 - 7.2, muy próximo al

obtenido en disolución acuosay ligeramentediferenteal obtenido cuandoel reactivo es.

atrapadode forma covalentesobre CPG. Ello puedeser debido a que el entorno del

reactivoatrapadofísicamenteen sílice es más parecidoal que tiene en disolución acuosa

que en el casode la inmovilizacióncovalente.
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Figura79. Efecto pH en la disminuciónde fluorescenciade pioverdinasoportadaen sol.gel
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3.3.4 NATURALEZA Y CONCENTRACIÓN DE LA DISOLUCIÓN REGULADORA.

Se haestudiadoel efectoque ejercendiferentestamponesen el intervalo de pI-! 6.2

- 7.2. En la figura 80 se representanlos resultadosobtenidos.El comportamientoen este

sentidoes similar a disolución acuosay en CPG puesto que de nuevo la máxima señal

(diferenciaentre fluorescenciadel reactivoy la del complejo) se obtiene en ausenciade

disolución reguladora, siendo MES la disolución reguladoraelegida para posteriores

estudiospor serla quemenosdisminuíala señalanalítica.

50
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Disolucion reguladora
F

Figura 80. Efectodel medioreguladoren la respuestadel sensor

Una vez elegidala disolución reguladoraparala obtenciónde pH 6.5 (MES), se

evaluó el efecto de su concentración,paraello se utilizaron disolucionesreguladorasde

concentraciónvariable. De la figura 81 se deduceque cuandola concentraciónde MES

aumentadisminuyela sensibilidadpara la determinaciónde Fe(III), por ello se seleccionó

0.05M comoconcentraciónóptima. Su elecciónfue un compromisoentrela sensibilidady

la seguridadde la consecuciónde un medio tamponado.

A: NINGUNA

E: HMTA
C: CITRATO

0: MES

E: TRIS

1’: IMIDAZOL
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Figura 81 Efecto concentraciónde la disolución reguladora

3.3.5. EFECTO DE LA FUERZA TONICA.

Dada la influenciade la concentraciónde la disolución reguladoraen la respuesta

obtenida frente al Fe(III) era de suponerque la presenciade otros iones en el medio

también podríanejerceralgún tipo de efecto. Por ello se procedióa la variación de la

fuerza iónica del sistema en estudio mediante la adición de electrolitos fuertes en

concentraciónvariableshastalM a la disolución de Fe(m).

La presenciade dichoselectrolitos (NaClO4o KCI) en la disolución no afecta la

respuestadel reactivo atrapado en la fase sólida siempre que se encuentren en

concentracionesinferiores a 0. SM, si la concentraciónes superior, se produce una

disminuciónen la respuestadel sensor,como se reflejaen la tabla27
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Tabla 27. Efecto de la fuerza iónica sobre la pendientede decrecimientode fluorescenciadel
complejopioverdina-Fe(llt). 1 Fe(l1l)I

Ka ¡<CI KCI NaCIO4 NaCIO4 NaCIO4

0.1 M O M OM O.IM O.SM

Pendiente -31.33 -32.08 -19.93 -29.03 --29,2 -26.46

3.3.6. INFLUENCIA DEL FLUJO DE MUESTRA

Como se ha expresadoen el apartado111.3.2.6el flujo portadoresuna variablede

suma importancia cuando se trata de la utilización de fasessólidas preconcentradoras

puesto que con su variación se estudiapor una parte la influencia de la cinética de la

reacción y por otro lado el máximo volumen de muestraque puede ser preconcentrado,

pudiendoaumentarseenormementela sensibilidaddel método siempreque el tiempo de

respuestasea rápido (si es el volumen de muestrael factor determinante)sin más que

aumentarel flujo de ladisoluciónqueportala muestra.

El tamañode partículay la estructuradel soportepuedenlimitar el flujo máximo

de la muestradebidoa problemasde sobrepresiónen la célula de flujo que haceninviable

la medidaen continuo. El vidrio de poro controladoseexpendecomercialmentecon un

tamañode partículaque no puedeser variado, pero en estecaso se podría trabajarcon

vidrios sol-gel de diferentetamañode partícula.

El soportesólido setrituró y se tamizóa travésde dos lucesde malla, separando

entoncesdos fracciones,una de tamañode partículamenorde 0.16 mm y otra de mayor

tamaño(< de 0.5 mm). Ambasfraccionesse lavaronabundantementecon aguabidestilada.

convenientementeparaasegurarla eliminacióndel pigmentoque hayapodido quedaren la.

superficie (metanol, y agua). En principio se puedepensarque la fracción de menor

tamaño de partícula puede ofrecer mayor sensibilidad por poseer una mayor area.

superficial quefavorezcael contactoentreel reactivosólido y la disolución quecontieneel



198
Sensorde fluorescenciaen flujo continuopan> la detemínacióndeFe(Ifl) con pdoverdina innmn’ilinda

analito, favoreciendoal mismo tiempo su accesohacia el interior de los poros donde se

encuentralojada la pioverdina. Sin embargoel empaquetamientode la fase sólida de

menor tamaño de partícula en la célula de flujo produjo enormes problemas de

sobrepresiónpor lo quese utilizó la fracción que teníamayor tamañode panícula.

El estudio se ha realizadovariando el flujo desde O - 2 mí/mm. La Figura 82

muestralos resultadosobtenidos.Se considerócomovalor óptimo parael flujo 1.8 mí/mm

porobtenerseunamayor respuestadel sensorfrentea unamismaconcentracióndehierro
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Figura 82 Influencia del flujo de muestra sobre la respuestadel sensor

3.3.7. REGENERACIÓN

El ácido clorhídrico 1 M fue el primer reactivo regeneranteempleadoteniendoen

cuentala eficaciade la regeneracióny la facilidad de operatividadque habíaproporcionado

conel empleodel reactivoinmovlizado en CPG. Su utilización fue totalmentesatisfactoria

dadoque siendola constantede formacióndel complejopioverdina-Fe(IIl)muy alta a pH

próximos a la neutralidad,a pH muy ácidosla constantecondicional se ve drásticamente

disminuida. En principio podríatemersepor la integridaddel soporteactivo en un medio

tan drásticopero la realidades que el pigmento inmovilizado se encuentratotalmente

protegidopor su entornode maneraque aún con la exposicióna HG 1 M sigue siendo



199
Sensordefluorescenciaen flujo continuopan> la detenánaciónde Fe(¡II) conpioverdina innmvilizacta

operativo. La concentraciónde ácidoelegidafue 1 M para asegurarla rápida rupturadel

complejoy la completaregeneraciónde la fasesólida.

3.3.8.CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS

3.3 84. Intervalo de ¡inealidad. El modo de operarse describeen el apartado

3.3.1.6.1??siendoel mismoque seutilizó al emplearpioverdinainmovilizadaen CPG. A

travésde la célula de flujo se bombeanlas diferentesdisoluciones: reguladora(blanco).,

disolucionescon Fe(III) en diferentesconcentracionesy seguidamenteel regenerantepara
la recuperaciónde la linea base.Estasecuenciase repite paracadaconcentracióndel catión

férricoensayada.En el registroobtenido(Figura83 A) seobservaque la disminuciónde la

intensidad de fluorescenciaes proporcional a la cantidad de Fe(IIJ) presenteen la

disolución.

La gráfica de calibrado se obtiene a] igual que el sensoren flujo descrito en el

apanadoanteriorrepresentandola pendientede la curvade respuestadel sensorfrente al

tiempo (correspondientea la disminución de fluorescenciapor la formacióndel complejo

durante2 minutos) frente a la concentraciónde Fe(IIl) (Figura 83 B). El tramo de

respuestalineal correspondea un intervalo de concentracióncomprendidoentre 10-

300ng/ml. La rectaobtenidarespondea la ecuación:

- 0.094 X - 0.656 con un coeficientede correlaciónr= - 0.997

La desviacionesestándarde la pendientey de la ordenadaen el origen son:

Desviaciónestándarde la pendiente(Sb)= 4.8410-3

Desviaciónestándarde la ordenadaenel origen(Sa)= 0.834
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3.3.8.2. Límite dedetección,¡iMite decuantificación y precisión. La sensibilidad

del método se evalué en términos de límite de deteccióny cuantificación. Se calculéa

partir de los valores de las pendientesobtenidasal pasar la disolución reguladoraMES

0.01M pH 6.5. Se observó una ligera pendiente de decrecimientoen la señal de

fluorescenciaen ausenciade analito debido una ligera deriva de la linea base. Una vez

obtenidosII valoresde la seña]del blanco, seprocedióal cálculo del límite de detección

como 3 veces la desviaciónestándardel blanco, según la fórmula recomendadapor la

IUPAC (criterio habitual en esta memoria), obteniéndoseun valor para el límite de

detecciónde 3 ng/ml y 30 ng/ml el límite de cuantificación.

El valor de la precisiónobtenidaexpresadacomo desviaciónestándarrelativaesde

3%. Estevalor correspondea 10 determinacionesde una disolución con un contenidoen

Fe(III) de ¡50ng/ml

3.3.8.3. Estudio de interferencias. Se analizaroncomo interferenteslos mismos

iones que habíansido estudiadacon el soporteCPG. El estudiose llevó a caboparauna

concentraciónde Fe(III) de 150 ng/ml. Un elementose consideró interferente cuando

produceuna variaciónde la sensibilidadrelativaentre94% y 106% (siendo 100% la señal

obtenidaen ausenciadel elementointerferente)En la Tabla??se resumenlos resultados

obtenidos . La selectividades excelentecomo ocurríacon el empleo del vidrio de poro

controlado, si bien con el vidrio sol-gel algunos elementosson incluso tolerados en

proporcionesmayores.Es de destacar,comomencionamosen el casodel soorteCPG, que

el ién Fe(1I) no produceinterferenciahastauna concentración100 vecessuperiorra la de

Fe(IlI). De esteestudiose deducela mayor proteccióno menoraccesibilidaddel reactivo

encapsuladoen la matriz de sílice dadola mayor toleranciade algunoselementosen este

soportecomparadocon el vidrio deporocontrolado.
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Tabla 27. Estudiode interferenciassobrela fluorescenciadel complejoCS- Fe(1II)

ION Relación Sensibilidad
ion/ÁI{fll)<t) reIativa(**)

Na 500:1 104

Ca 100/1 105

Mg 500/1 106
Co .50/1 . 97
Ni 100/1 103

Zn 100/.1 98

Pb 100/1 100

Al .50/1 99

Mn 10/1 100.

Cr(II1) 100/1 99

Fe(1I) 100 103

100/1 100

CL 1000/1 100

C0
32” 50/1 94

SO8. 1000/1 100

Fe(1II) en

y pH 4.5

presencia
(*) Relaciónmáxima ensayada.
(**) Relaciónentre la señalobtenidade una disolución de
y ausenciade interferente.
Todos los ensayosestánefectuadospara [Fe(llIfl ¡50 ng/ml
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3.3.9. APLICACIÓN DEL SENSOR DESARROLLADO A LA DETERMINACIÓN DE
Fe(III) EN MUESTRAS DE AGUAS.

La fase reactivapreparadaatrapadandopioverdina en una matriz de sílice por el

procedimientosol-gel ha sido utilizada para la determinaciónde Fe(III) en muestrasde

aguade grifo. El tratamientode la muestraesmínimo, sólo se procedióa la adición de la.

disolución reguladorapara obtener el pH óptimo y se diluyó convenientemente.La

dilución correspondiente.La disolución de muestraasí obtenidase bombeaen continuo a

través de la célula de flujo proporcionandouna disminución de fluorescenciacuya

pendientese evaluaen la rectadecalibradoobtenidaen las mismas.

Los resultadosobtenidosse han comparadocon los obtenidospor la técnicade

espectroscopiapor absorción atómica (AA) (Tabla 28) observandoque no existen

diferenciassignificativasentrelos resultadosobtenidospor ambosmétodosa un nivel de

probabilidaddel 95%.

Tabla 28. Determinacióndel contenido en Fe(IlI)* en muestrasde aguasnaturalesmedianteel
sensor

Muestra . Sensrluores tite AA sin flama

Muestra 1 0.69±0.03 tng/l 0.71 ±ff02 mg/l

Muestra2 1,10 ±0.02mg/l 1.15 ~O.03 trigA

* Media detresdeterminaciones~ s expresadaen mgIl.
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3.4. COMPARACIÓN DE LA RESPUESTA DEL SENSOR CARACTERIZADO EN
FLUJO CONTINUO PARA LA DETERMINACIÓN DE Fe(IIU UTILIZANDO
COMO SOPORTE SOLIDO CPG Y VIDRIO SOL-GEL.

Una vez caracterizadosy aplicadosa la determinaciónde Fe(III) en aguasambos

sensoreses interesantecompararlas condicionesóptimasde trabajode cadauno de ellos

asícomo las característicasanalíticasde ambosmétodos.En las tablas?? y ?? serecogen
los resultadostanto de la pioverdinaen disolución acuosacomo inmovilizada en ambos

soportes.

Tabla 29: Comparaciónde parámetrosóptimos para la determinaciónde Fe(lIl)
pioverdinaen disoluciónacuosa,inmovilizadaen CPU y atrapadaenun vidrio sol-gel.

utilizando

Parámetro

Máximo excitación

Máximo emisión

pH

Disoluciónreguladora

Regeneración

Flujo (ml/mm)

Disolucido atuosa . CPG

390nm SOOnm

465nm . . SSOnm

6.8 ‘LS

MES Biftalato/Ftalato

..HCIlM HClIM

5

Vidilo sol-gel

330 nm

405 nm

6.5

MES

HCIIM.

1.8



205
Sensorde fluorescenciaen flujo continuo pn¡ la detenánaciónde Fe(llJ> con píoverdina innmñlirada

Tabla 30. Características analíticas de los métodos de determinación
pioverdina en disolución acuosae inmovilizada en CPG y sol-gel.:

de Fe(lll) utilizando

Sol-gelParámetro Disoluciónacuosa CPG

Intervalo lineal
(ng/ml) 10-180 3-200 3-300

Límite detección
(ng/mi) 10 3 3

Desviación 3% (n=10, 3% (n=l0,
estándarrelativa 4%(n=9, 50 ng/mi) 60ng/mí) 150 ng/mí)

A la vista de los resultados puede concluirse que la sensibilidad de los métodos que
utilizan el reactivoinmovilizado essuperioral métodoen disolución debidoa que como se

ha dicho repetidamenteen esta Tesis, la utilización de fases sólidas producen la.

retención/preconcentracióndel analito.Las condicionesóptimasde trabajocomo se expone

en la Tabla 29 son similares para la determinaciónde Fe(IIl) utilizando pioverdina en

disolución acuosao atrapadaen una matriz de sílice por el procedimientosol-gel. Los

parámetroséptimospara la utilización del sensorque utiliza el reactivo inmovilizado en

CPG difieren notoriamentede los métodosanteriores.Este hecho tiene su explicación

debidoa quela utilización de estesoportesuponeel atrapamientofísico del reactivocon lo

quetan solo el entornodel mismovaríano su estructuracomo sucedeen el casode enlace

covalente(CPG). Ambas fasessólidas han sido aplicadassatisfactoriamenteal análisis de

hierro en diferentesclasesde aguas.
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4. CARACTERIZACIÓN EN HA DEL SISTEMA Fe(III)-
PIOVERDINA INMOVILIZADo EN VIDRIo SOL-GEL Y SU
APLICACIÓN ANALÍTICA.

En los dosapartadosanterioresse han desarrolladocon éxito sendossensorespara

monitorizarhierro(lll) con alta selectividady sensibilidad,pero esnecesariodisponerde al

menos10 ml o dc 3 ml respectivamenteparahaceruna únicadeterminación

En muestrasen las que sea importante el análisis de este ión como en suero

humano,se presentaun problemaya que el volumen disponible de muestrasuele estar

restringido.sc necesitapor lo tanto controlarel volumen de muestra.Una manerasencilla

de controlardicho volumenesintroduciendoen el sistemadc flujo continuouna válvula de

inyección que proporcioneun volumen exactode muestra(del orden de microlitros) para

entraren contacto la fase reactiva. Dado que la sensibilidaddel método dependede la

cantidadabsolutadc ng de hierroretenidoen la fasesólida,paradesarrollarel sistemaFíA

se eligió como soportesólido el vidrio-sol gel dopadocon pioverdinapuestoque segúnse

observaen la tabla se obtienela misma sensibilidadque con CPG con menor volumende

muestra.

Dadoque sobrela fase reactivase produce una continuaretención del analito de

forma irreversible, la señalobtenida“fiagrama” no respondeal perfil típico de una señal

transitoria, sino que es una señal acumulativa por lo que se necesitauna etapa de

regeneraciónde la fase sólida para proceder a una nueva inyección de muestra. La

respt¡estaanalíticaen estecaso secuantificócon la altura del “pico FíA” debido a que se

alcanzauna señalconstanteunavez retenidotodoel “bolo1’ de muestra.

Se procedió de nuevo a caracterizarel sistema Fe(lI1)-pioverdina soportadoen

vidrio sol-ge] utilizandoel dispositivodel apartado11.2.1 .2. (figura 39) y el procedimiento

descritoen el apartado11.2.3.3.2.
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La única diferencia respecto respectoal método anterior <desarrollado en el

apartado111.3.3.)es el volumen de muestraintroducidoy la forma del registro obtenido.

Porello, esde suponerque las variablestanto físicascomo químicasafectaránen el mismo

sentidoque anteriormente,no obstantese procedió al ajustede dichas variablesde una

maneramásestrictaparaobtenerla máximasensibilidad.

4.1. OPTIMIZACIÓN DE VARIABLES.

La tabla 31 muestra los resultados obtenidos de las condiciones óptimas

comparandolos resultadoscon los obtenidosen flujo continuo. Se observaque solo el

valor óptimo del flujo es ligeramentemenor.

Tabla3l. condiciones óptimas par la determinaciónde

inmovilizadaen sol-gelenflujo contrnuoy enuns sistemade

Paríznetro Continuo

Máximoexcitación(tun) 330

Fe(lll) utilizando pioverdina

inyecciónen flujo.

HA

330

Máximo emisión(mii) 405 405

pH 6i 6.5

Disolución reguladora MES 0.05M MES 0.0§M

Regeneradar HCIIM HClIM

flujo (mI/mis) 1.8 1.2

El volumende¡¡mestaafectaa la respuestaen el sentidoesperado,la disminución

observadaen la intensidadde fluorescenciainicial es mayorcuantomayor es el volumen

de muestrainyectado(ya que la cantidaddeanalitonetasobrela fasesólidaesmayor). En

la Figura 84 se representaestavariaciónque como vemos respondea una rectaya que en

realidad se trataría de un “pequeñocalibrado” puesto que sobre la fase sólida queda

retenidamayorcantidadde Fe(I1I) cuantomayores el volumende muestrainyectado. La

concentraciónde Fe(IH) inyectadafue de 0.6 pg/ml. El volumen del bucle de muestra

puedevariarsesegún la cantidadde muestradisponible. Se han utilizado volumenesde

muestraentre250 gl - ¡000 gí. Se ha considerado 1000 ¡xl como un buen compromiso

entrela cantidadde muestray la sensibilidadobtenida.
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30
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Volumen Inyeccion (pl)

1000

Figura St Efecto del volumende muestraen la respuestadel sistemapiovedina-Fe([ll).

4.2. CARACTERÍSTICAS ANALITICAS.

Intervalo de lineaJidad. El registroobtenidoal inyectardisolucionescon contenido

en FefIII) crecientese representaen la Figura 85 A. En la misma está indicada la

intensidadde fluorescenciacorrespondienteal blanco, la correspondientea las diferentes

concentracionesde hierro y la recuperaciónde la lineabasetras la etapade regeneración.

La recta de calibradose ha obtenido al representarla diferenciaentre la intensidadde

fluorescenciaen ausenciade analito y la obtenidacuandose inyectala muestra,frentea la.

concentraciónde Fe(lIl). El intervalo de linealidad (Figura 85 B) obtenido es 20 - 900

ng/ml con un coeficientede correlaciónde 0.997 cuandoseinyecta 1 ml de muestra.La.

respuestalineal respondea la ecuación

Y 46.31 X + 2.63 con un coeficientedecorrelaciónde 0.997

Desviaciónestándarde la pendientees 1 .90

Desviaciónestándarde la ordenadaen el origenes 1.09
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¡imite dc detección y cuantificación y precisión. El límite de detección se ha

obtenidocomo 3 vecesla desviaciónestándardel blanco(valor obtenidoinyectando1 ml

de disolución reguladoraMES 6.5 10 vecesconsecutivastras la etapade regeneracióny

una vez recuperado el pH óptimo). El límite de detecciónobtenido con un volumen de

inyección dc 1 ini es dc 20 ng/ml. Si el volumen de inyección es de 250 pcI el límite de

detección es algo superior. 70 ng/ml. Los límites de cuantificación han sido 60 y 210

ng/ml respectivamente}Tabla 32>

La precisión expresada en termínos de coeficiente de variación para 1(1’

determinacionesde 500ng/ml (1 ml de muestra)esde 4.5%. Si el volumende muestraes

de 250 M1 ~ obotieneuna desviaciónestándarrelativade 6%.

Tabla 32. Característicasanalíticasdel métodoen FíA utilizando diferentesvolúmenesde
muestra.

Parámetro Inyección 250 jul lnyecdón 1000 ~tl

Intervalolinealidad<ng/mi) 20 - 900

Limite de deterción<ng/mí> 70 20

Precision 6% (n= 10, SOOng/nd) 4.5 % (n= 10500ng/mi)

El estudiode interte¡rnciasse llevó a caboinyectando1 ml del analito en presencia

del posibleión interferenteevaluándosesu efectocon el mismo criterio utilizado en toda la.

memoria.Como era dc esperarafectaen el mismo sentidoqus en el sistemacaracterizado

en continuo (tabla 27) exceptopara Cl y Na que se observauna menorinterferencia en

estecaso y considerandointerferenciael criterio seguidoen todos los casosantiroresse

considerainterferente aquel ión que no entre en el intervlo 91-109 habiendohecho

corresponderel 1(X) a la inyección de Imí de una disolución de Fe(Ill) SOOng/ml continuo

en MES pH6.5 la relaciónen queinterfiere 1000/1 paraambosiones
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4.3. APLICACIÓN A MUESTRAS DE SUERO HUMANO.

El métodopuestoa punto seha aplicadoa la determinaciónde hierro en muestras

de suerocontrol CromatrolT, que seutilizan comocontrol en químicaclínica. Este esun

suerovaloradode origen humanocarentede conservadores,liofilizado y estable.Contiene

23 componentesvalorados. 1 a valoracióndel sueroha sido realizadapor los participantes

en el programanacionaldecontrol de calidadde la SociedadEspañolade QuímicaClínica.

En los valoresestipuladossólo se han recogidolas técnicasparalas que se han obtenidoun

mínimo de 6<) valoresen total. Esteproductoestáparticularmenteindicadoparael control

de exactit-ud, valoración de técnicas,estudio de interferencias,etc. Puedetambién ser

utilizado comopatrón de calibración en analizadoresautomáticaotanto centrífugoscomo

discretos.

La muestraliofilizada en primer lugar se reconstituyesegún se indica en el vial

(adición de 5 ml de aguadestilada). A continuaciónsetrata el suerocon ácidoacéticocon

el fin de romperel complejo Fe(lll1) proteínay se centrifuga(2000 rpm) en tinidadesde

flitración Millipore hasta recoger todo el volumen en la parte inferior del filtro (la

disolución apareceahora incolora). Estasunidadescontienenun filtro que poseentamano

de poro 5000dalton. esdeciren la partesuperiorse quedalas proteínasde tamañomayor

de 5000 mientrasque las moléculasde menortamañomolecularpasana la parte inferioT

donde se recogetodo el hierropresenteen la muestra.

En primer lugar se efectuóun calibradosegún se ha expuestoen el procedimiento,

a continuación se aplicó el método de adiciones estándary se representaronambos

observándoseun efecto matriz bastanteacusadocomo se observaen a figura 86. Los

resultadosobtenidoshan sido validadosporel métodoferrozine (24).

Los resultadosobtenidospor la rectade adicionesestándarasí como los resultados

estipuladosaparecenen la tabla 33 de donde se infiere la aplicación con éxito de este

sensora la deteminaciónde hierro en suero humano. El método propuestosupone la

determinacióndirecta de Fe(l1l) evitandode esta manerala etapa de reducción que es

necesariaen la mayoría de los métodosespectrofotométricosutilzadosen químicaclínica.

Tambiénpuedeobservarseque los valoresestipuladospor el métodode referenciasuponr
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un amplio margen,si bien escierto que la determinaciónexactade Fe(lll) en este campo

quizásno seanecesarialos métodosactualesadolecende unaprecisiónadecuadasin existir

actualmenteun método utilizado y recomendadocomo referencia <24). El método

desarrolladoen este trabajo mejora notablementela precisiónde los métodosexistentes,

proporcionandovaloresacordea los estipulados.

0 100 200 300 400 500 600 700 aoo 900 1000

[F.UIW,ng/ml

Figura 86. Calibradode hierro y adicionesestándarparamuestra de suero.

Tabla 33. Determinaciónde Fe(lll< ensuerodeorigenhumanoCromatestcon el sensor
de fluorescenciautilizado en modalidadFíA y el métodoespecuofotométricoFerroZinc

Muestra Sensorfluorescentm Ferrozune

Suero 1 246 ~0Á)5 2.23±014

Suerol L63±LtO7. L54~6.26

50

40

30
LI~

20

10

o

* Mediadetresdeterminaciones ~ sexpresadaen pg/ml
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5. El REACTIVO PIOVERDINA COMO INDICADOR
FLUORESCENTE.

En el diseño y construcciónde sensoresde fibra óptica, los que respondenal pH,

han sido los primeros en desarrollarse,su caracterizaciónha contribuido de forma

mportantea la gran expansiónde sensoresquímicos y ha servidode gran ayudaparael

esclarecimientode otros muchossensoresdesarrollados,dadoquelas reaccionesácido-base

al igual que en disolución son las mássencillas. Los primerossensoresdesarrolladosde pH

respondíanal pH en el intervalo de pH fisiológico puestoque es en este intervalodonde

tiene aplicaciónlos sensoresde fibra ópticade pH por su posibilidadde medida“in vivo”

En el mismo sentido se ha incrementadola utilización de estos sensoresen sistemasen

flujo como en la determinacióndepH en aguade lluvia.

Los primeros sensoresde pH se basabanen la variación de reflectanciadel

indicadorácido-baseinmovilizado en el soportesólido. La utilización se sensoresbasados

en fluorescenciaprocedede su mayor sensibilidadsi se comparacon reflectancia,lo que es

de gran importanciacuandoseutiliza pequeñasfibrascomoen el casode medidasin vivo.

El reactivo pioverdina puede comportarse como un indicador ácido-base

fluorescentey porello se seconsideróde interésprofundizaren el comportamientoácido-

basedeestereactivotantoen disolución como inmovilizadoen vidrio de porocontroladoy

sol-gel en ambossoportes,en primerlugarconocerlos pK del reactivoy si ellosresultaban

de interesantesparaalgunaaplicaciónestablecersu potencialanalíticocomosensorde pH.

5-.1. CÁLCULO DE piCa DE PIOVERDINA.

Si bien en bibliografíaexiste un estudiodel comportamientoen disolución acuosa

de la pioverdina procedentede pseudomonasfluorescens (254), no se establecesin

embargoel valor del pK, por ello decidimosestudiarel comportamientode estereactivoen

disolución acuosa.En esteestudio se han hechoespectrostanto de aSo$,anciacomode
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fluorescenciaen el intervalo de pH 3 - 10 (Figuras87 y 88). Los espectrosde absorbancia

(250 - 500 nm) correspondenadisoluciones

0.6

0.5

<u
• —

u
c
<u
.0
1~
o
u,

.0
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0.4

0.3

0.2

0.1

o

1.3 104M depioverdina.

X.nm

Figura 87. Espectro de absorción de una disolución de pioverdina 1.3 10AM, en el intervalo de
pH 3 - 8

250 300 350 400 450 500
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Figura 88. Espectrode absorciónde
pI-1 8 - II

300 350 400 450
X,nm

una disolución de pioverdina 1.3

500

lO~M, en el intervalo de

En estasfiguras seobservala variacióndel espectrode absorbanciay por tanto el

distinto comportamientoen tres zonas diferentesde pH. La zona del espectroa valores

inferiores de 275 nm presentamucho mido debido a que el detector presentabaja

sensibilidad paradichazona.En estafiguras sepuedeobservarlos siguienteshechos:

- A pH <4 el espectrode absorbanciapresentaun máximoa 365 nm y un hombro

a 380 nm.

- A pH comprendidosentre4 y 7 desapareceel máximo a 360 nm y apareceuna

nuevomáximoa 400nm. Igualmenteaparecepun nuevomaximoa 275 nm.

- A pH >7 el máximoa 400 nm sufreun desplazamientobatocrómico( X 415 nm)

mientrasqueel máximoa 275 nm seincrementa(efectohipercrómico).

- En el intervalode pH 3 - 7.5 aparecenclaramentedos puntosisosbésticos(280y

375 nm).

- En la zonadepH comprendidoentre8 y 10.5 apareceun punto isosbésticoa 350

nm.
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La pioverdina en disolución acuosaa pH ácido es incolora y a pH alcalino la

disolución toma un color amarillo fuerte.

Estasobservacionesparecenindicar la existenciadeunaúnicaespecieapH inferiors

a 4 (que la llamaremosH-4 dado que no conocemosexactamentela estructura de la

pioverdinay sus cargas);entrepH 4 y 7.5 seproduceel siguieiúeequilibrio

H21 H~ + Hl

En el intervalo 7.5 - 8.5 existe la especie Hl. A partir de 8.5

predominantees la especieindicadorlibre.

la especie

Todo lo expuestose ha comprobadocon la representación

absorbanciaa una longitud fija ( 406 nm) frentea pH (Figura 89). Se

de ondaporser la que mayorvariaciónde absorbanciapresentaba.

0.5

0.4

0.3

0.2

o

o

de los valores de

eligió estalongitud

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH

.5
E

-Q
0
0

-D

o

liii j[,, 1,11111 lE,!

Figura89. Absorbanciaa 406 nm de unadisoluciónde pioverdina1.3 10
4M en fimciñn del pH.
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Teniendoen cuentala gráficase ha calculadoel pK segúnla fórmula

pK=pH±log(A1-A,,~~/A~1~- A1)

donde A1 es la absorbanciaa un determinadopH, ~ la absorbanciamáxima y Amin el

valor mínimo de absorbancia.Aplicando dicha fórmula se obtiene un valor de PiCa de

6.05. ±0.05. El segundopKa propuestono seha podido evaluardebidoa que la variación

de absorbanciaesmínimo y no se llegó a una estabilidaden la misma.

Una vez caracterizadoel pigmentoen cuantoa absorción,se procedióa estudiarel

espectrode fluorescenciade una disolución acuosade pioverdina 1 .3 1 W
5M en función del

pH en el intevalo 1 - 10. Las longitudesde ondade excitacióny emisión del pigmentoen

disolución acuosason 390 y 465 nm respectivamente(Figura65).

En la Figura 90 se observanlos espectrosobtenidosdesde400 a 600 nm excitando

a 390 nm con rendijasdeexitacióny emisión de 5 nm. Se observaque apH ácido2 existe

un máximoa 530 nm muy débil y que conformeel pH va haciéndosemásbásico(2.5 a 9)

el máximo se va desplazandohacia longitudesdeondamenores(460nm). Por otra partela

intensidadde fluorescenciaenel máximode emisión aumentaal aumentarel pH (2 - 9).

A pH más básicos (8.5 - 12) el máximo de emisión sufre desplazamiento

batocromico( 500 nm) a la vez que la bandasevan ensanchando.

La representaciónde la variación de intensidadde fluorescenciafrenteal pH a 465

nm se representanen la siguienteFigura91.
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Para el cálculo del pKa se utilizó una fórmula similar al caso de absorbancia,

obteniendoun valor de pK 6.5 ~0.03.

pK= pH + log (IFI- IFmáx/lFmín~ ‘~~)

Una vez observadoel comportamientodel sideróforo en disolución acuosa, se

procedeal estudiode su comportamientofrenteal pH en ambasfasessólidasCPG y so-

gel~.

En sol-gel.Paraestudiarel comportamientofrente al pH de la fasesólida obtenida

se colocala fasereactivaen unacélulade flujo (Figura 38) y seobtienenlas longitudesde

excitación y emisión de esta fase reactiva (330 y 405 nm respectivamente(apanado

111.3.3.2.).Una vezlocalizadasestaslongitudesdeondasepasana travésde la célula de

flujo disoluciones con diferentes pH (intervalo 1 - 10) y se registra el espectrode

fluorescenciaen cadacaso. En la figura 92 se representanlos espectrosobtenidosen este

estudioobservándoseque existeun máximode emisión a pH ácidosque va ensanchándose

conforme el pH va haciéndosebásico a la vez que la intensidad de fluorescencia

disminuyenen igual sentido.

De la representaciónde IF frenteal pH (Figura93) puedenobtenersedosintervalos

lineales uno al variar el pH de 2.2 a 4.2 y otro de 9 a 10.5. Los intervalos lineales

obtenidosal igual queen la mayoríade los sensoresde pH descritosen bibliografíacon un

único indicador inmovilizado es de aproximadamente2 unidadesde pH. Como era de

esperarse observauna modificación del pK del reactivo inmovilizado, en este caso la

inmovilización del reactivoproduceuna mayorestabilidaddel reactivoen pH neutros y y

modificación de ambos pK hacia valores inferiores, lo que indica que el reactivo

inmovilizadoen estesoportese comportacomo un ácidomás fuerte.
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En CPG. La fase reactivaseempaquetóal igual que en el casoanterioren la célula

de flujo Helima 178.52 QS que sedispusoen el portacubetasdel espectrofluorímetro.A

través de ella se pasarondisolucionescon distinto pH y se registraronlos espectrosde

fluorescenciano corregidos(Figura94)
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En ella se observaque existe un máximo a 445 nm a pH ácido que sufre un

pequeñodesplazamientobatocrómicoy un efectohipererómicocon el incrementodel pH,

presentandoun máximoa SSOnma valoresmayoresdepH.

La variación de la intensidad de fluorescenciaa 550nm en función del pH se

representaen la figura 95. De su observaciónse puedededucirque el pK del reactivo

pioverdinainmovilizado en CPGse ve modificadohaciavaloresinferiores, si bien no ha.

podido sercalculadodebidoa que la intensidadde fluorescenciano se mantuvoconstante

parapH ácidos.
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Figura95. Intensidadde fluorescencia(552nmXexc 5SOmn)de pioverdinainmovilizadaen CPG en función
del pH.
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5.2. POTENCIAL ANALÍTICO DE PIOVERDINA INMOVILIZADA COMO

SENSORDEPH

Las zonasde pH dondeexiste una variaciónlineal de la

con el pH serepresentanen las figuras 96, 97 y 98 obtenidasal

reactivascon disolucionesde los pH correspondientes.

intensidadde fluorescencia

poneren contactolas fases

Se observaque si el soportesólidoutilizado esel sol-gel se obtienendos zonasde

trabajounaen la zonaácida (2.2 - 4.2) y otraen zonabásica(8.2-10.5).Si la pioverdina

seencuentrainmovilizadaen CPGseobtieneun único intervcalode trabajo(2.4 - 4.8) un

intervalo de trabajo ligeramentemásamplio.

400

u
4)
ca
tn
a)
1-
o

u-
0

19
a)

~1

a

375

350

325
4

pH

Figura96 Intensidadde fluorescencia(405 mn exc 330 nm) de pioverdinaatrapadaen sol-gel en el intervalo
depH1-4

- — 29.36 X —441.92
r= —0.996

r . • II

2 3
¡ 4 -L £ ..



225
El reactivopíoverdina con’ indicadorfluorescente

400

375

350

u-

325

300

275

pH

Figura97 Intensidadde fluorescencia (405 tan exc 330 nm) de pioverdinaatrapadaen sol-gelen el intervalo
de pH 9-li
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Estudiodel fienir de ¡rspuesta

El tiempo de respuestade la mayoríade sensoresde pH descritosen bibliografía

varia segúnel sensortrabajeen sentidocrecientede pH (ácidosa básicosen el intervalo de

trabajo) o viceversa,siendo normalmentemayorescuandola variaciónde pH tiene lugar

en sentidodecreciente.El comportamientode las fasessólidas estudiadasen estecapítulo

es similar. Siendo responsablede estetiempo de respuestala cinéticade difusión de los

H + hacia el interior de los poros donde se encuentraatrapadoel indicador. Además

tambiéninfluye la cinéticadel desalojode H~ del poro

Paracomprobarsi estoeracierto se hizo pasaruna disolución básicapor la célula

de flujo y seregistréla fluorescenciade la misma. A continuaciónse adicionóácidohasta

llegara un pH determinadoy éstadisolución serecirculódurante30 minutos. Se registróa

diferentestiemposel espectrode fluorescenciade la fasesólidapanver si existíavariación

en la forma del espectroo en la intensidadde fluorescencia.En todo momento la

disolución recirculadaestabaen contanctocon un pHmetro y se observóque se producia

variaciónen esteparámetro.yaque el pH de la disolución lentamentesehacíamás básico

debido a que los OH- que estabanen el interior del sol-gel iban siendo liberadosa la

disolución. Sepensóentoncesen tomaruna disolución de pH determinadocomoreferencia

(HCI 1 M) para conseguirla monitorizaciónen continuo de pH en estafase sólida. La

estabilizaciónde la respuestaa pH másácidosfue a tiempo 5 minutos

Tambiénse estudióel efecto de la ¡bern jónica sobrela respuesta.Los resultados

obtenidosfueron que la influenciade la fuerzaiónica( NaCí y NaSO4O - 0.5M) esmínima

comparandolas pendientesde los calibradosobtenidosen ausenciay en presenciade

dichoselectrolitos.si bien se ve desplazadohaciapH inferiores

El efectoque ejercela tempemtnmsobreel calibrado esmínimopueslos valores

de las pendientesobtenidasson similares en todas las temperaturasestudiadas (25a0 -

60W) aunqueno asílos valoresde intensidadde fluorescencia.

Paraobtenerel caI¡bmdo entoncesse procedede la siguientemanera,se introducen

disolucionesde diferentepH pero siempreintercalandola disolución de referenciay se

representael incrementode IF frente al pH de las disolucionesportadoras.El calibradoasí
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obtenido son semejantesa los de las figuras 96, 97 y 98. Sin embargo

mismos indica que las pendientesde ambosson similares aunqueno

intensidad de fluorescenciapor lo que se opté por medir frente a

referencia(HCl 1 M)

la repeticiónde los

así los valores de

una disolución de

Se evalué la precisiónparala determinaciónde pH (en vidrio sol-gel) bombeando

alternativamenteuna disolución de pH 2.5 y la disolución de referencia(HG 1 M) sobrela

fase sólida en 10 ciclos sucesivos.El resultadoobtenido fue que si bien los valoresde

intensidadde fluorescenciase modificaronligeramente,no lo hizo la señalrelativaentrela

referenciay la disolución de pH 2.5 por lo que secalculó la precisiónde la señalrelativa.

El valor calculadofue de 3.3%.

La aplicación de la fase sólida pioverdina atrapadaen sol-gel se realizó en

continuo haciendoprimeroel calibradoy despuésmuestrasde aguaa diferentespH. Si de

nuevo representamoslas muestrasde aguacomo un nuevo calibrado la pendienteentre

ambos es similar. Si referimos las muestrasde agua respecto al primer calibrado

obtenemoslos siguienteserrores:

Comparaciónde valoresobtenidosparamedidasde la mismadisolución.

pH-metro Sensorfluorescencia ErTor

2.00 2.12 6%

1.97 2.06 4.6%

2.2 2.34 6.4%

23 2.64 . 5.6%
2.9 3.03 4.5%

Valoraciones,.La fasereactivaobtenida(pioverdinaen CPG) se ha utilizado para

la determinaciónfinal del punto de equivalenciaen volumetríasde neutralización. Las

curvasde valoraciónserealizanmidiendola fluorescenciade unadisolución ácidaa la que

se añadevolumenescrecientesde unabase.En estecasoel sistemaen flujo empleadoesun

sistemacerradodondela disoluciónque sale de la célula vuelveal contenedorinicial para

asívalorartodo el ácidoinicial.(Figura40 Apartado11.2.1.2).Los resultadosobtenidosse

comparancon los que proporcionauna valoración potenciométricaconvencionalque se
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realizasimultáneamente,colocandoel electrodo de vidrio en la disolución que estamos

valorando.

Las curvascorrespondientesa estasvaloracionestienen el mismo hábito, antesdel

punto de equivalenciala intensidadde fluorescenciase incrementacontinuamente,en el

punto de equivalenciael pH cambiarápidamentede ácido a básico, lo que se traduceen

una variacionde la intensidadde fluorescencia(disminución). La adición de valorantese

efectúacuandose ha conseguidoun señalconstantede fluorescenciaparacadapH, hecho

queocurretras un tiempoaproximadode 5 minutos.El punto de equivalenciacorresponde

entoncesal cortede las rectasobtenidas

Valoración de ¡-(Cl. Se efectuó la valoración de HCI (0.1M), previamente

factorizadocon carbonatosódico,conunadisolución de NaOH de concentraciónconocida

La valoraciónde 40 ml de clorhidrico supusolos siguientesvalores:

V(ml 1) potenciometría .. .40.875 40.925 41.025 40.475

M 0.1097 04098 0.1101 0.1087

Media: 0.1096. Desviaciónestándar6.076 10~

V(nil) sensorfluorescente 40.904 40.299 40.910 40.9075

M 04098 0.1082 0.1098 0.1098

0.1094. Desviación estándar 8 10 ~

De igual manerala realizaciónde valoracionesdeclorhídrio 0.01M fue satisfactoria.

Del estudio realizadoen el punto anterior se deducenunas característicasque

hicieron muy prometedorestereactivoparaconstituir la fase sensibleal pH en cualquiera

de los soportesestudiados.

Si bien no recomendamosla utilización de estesensorparala determinaciónde un

valor de pH en la zonade calibradodebido a que aunquela pendientedel calibradose

mantieneno lo hacela señalabsolutade fluorescenciapor lo queesnecesariola evaluación

de un determinadopH haciendoen cadacaso una referencia,recomendamossu empleo

Media
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como sensorde alarmaen procesosen los que el valor de pH exacto no seatan importante

como un intervalo.

En el casode sol-gel como soportesólido del reactivopioverdinaexiste un amplie’

intervalode estabilidaden el intervalo4.5 - 8.5, en el que la intensidadde fluorescenciase

mantieneconstante, sin embargo valores menoreso mayores de estos producen una

variaciónde dicha intensidad.Estavariaciónpuedesevir como señal de alarmasi estafase:

reactivase utiliza en el control de procesosque requieranun pH próximoa la zonaneutra

puedenser tanto la fermentaciónláctea.

En otros campos como en hidrología es importante determinar la acidez o

alcalinidadporqueestosparámetroslimitan las posibilidadesde su uso, asíla utilización de

aguaparariego estálimitadapor la alcalinidad.Se define la alcalinidadcomo la capacidad

de una muestranatural de agua de reaccionarcon H~, para alcanzar un pH de 4.5.,

mientrasque la acidez de las aguasnaturales se refiere al contenidototal de ácido que

puedetitularsea pH 8.3 con NaOH.

Observandola figura 93 se puedededucirque es posible la utilización de la fase

reactivasol-gel dopadocon pioverdinapara la determinaciónde acidezo alcalinidadde las

aguasnaturalespuesto que ambos puntos de pH 4.5 y 8.3 se encuentranla máxima

variaciónde fluorescencia.
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CONCLUSIONES

Las principalesconclusionesque se deducende estetrabajo quedanresumidasen

los siguientespuntos:

A) Sensorde reflectancia para la determinación de AI(liII) con cromazurol 5.

1.- Se ha desarrollado un procedimiento para la determinación de AI(IIl), que emplea el
reactivoCS inmovilizadoen la resmade intercambio iónico Dowex 1 -X2.

2.- El sistemase puederegenerarempleandoHCI 1 M.

3.- Las característicasanalíticasexhibidaspor el sensorcuandose bombeaAI(Ill) durante

5 minutos son: intervalode linealidadentre0.1 y 1 yg/ml de AI(lII), límite de detección

0.1 ng/ml y precisión3.6% paraunadeterminaciónde 1 gg/ml de AI(Ill). La sensibilidad

puedemejorarse,si bien disminuye el intervalo de linealidad, si se bombeala disolución

del analitoa travésde la célulade flujo duranteun tiempo superiora 5 minutos.

4.- Este sensor no resultó adecuado para las medidas en continuo de AI(III) debido al

diferentegrado de hinchamientode la resmaal variar el PH y fuerza iónica del medio,

hecho que originaba poca reproducibilidaden la medida y una gran dificultad en la

regeneracióndel sistema.

5.- El estudio de otros soportesalternativosa las resinascomo son el vidrio de poro

controlado,gel de sílice o vidrio sol-gel, si bien solucionanel problemade hinchamiento

no resultaronadecuadospara la determinaciónde Al(III) debido a que la sensibilidad

obtenida empeora, para tiempos de respuestacortos, la obtenida en los soportes

poliméricos.
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B) Sensorde retiectancia en flujo continuo para la determinacion de hierro(1II) con

cromazurol 5.

1- Se ha desarrolladoun métodoparadeterminarFe(111).en flujo empleandofibra óptica,

que utiliza cromazurolS inmovilizadoen gel de s-flicecomo terminalsensible.

2- Se han ensayadotres soportespara inmovilizar el indicador cromazurol 5 mediante

distintos mecanismos, vidrio de poro controlado, gel de sílice y vidrio sol-gel,

seleccionándoseel soporte gel de sílice activado por Aliquat 336, por su mayor

reactividad,menortiempo de respuestay sencillezdel procesode inmovilizacion.

3- El sensordesarrollado,si bien no esreversivle, se regenerafacilmentepasandoHCI 1M

a travesdel terminalsensible.

4- Las mejorescondicionesde trabajo las proporcionael empleo de HAc/Ac 0.05 M a

pH 4.2, alcanzándosela señal de equilibrio en 5 o 10 minutos, si bien 2 minutos son

suficientespara obteneruna respuestasatisfactorialo que lo hace apropiadopara las

medidasen flujo.

5- El método desarrolladoproporcionaun intervalo lineal de respuestaentre 10 y 500

ng/mí, con una precisiondel 4.8 % para una concentracionde Fe(III) de 100 ng/mí,

siendo el límite de detecciónde 10 ng/ml Las principales interferenciasdel metodo se

deben al A1(IlI), F- y V. El terminal sensiblepuedeser empleadoal menospara 1000

determinacionesde Fe(I11).

6- El sensorpor reflectancia,en flujo , que se propone se ha aplicadocon exito a la

determinacionde Fe(lII) en aguas naturales. La absorción atómica con llama se ha

empleadoparala validacióndel método.
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C) Sensor de fluorescencia, en flujo, para la determinación de hierro(Im con

pioverdina.

- El sideróforopioverdina, inmovilizado en CPG o vidrio sol-gel constituyeel terminal

sensible de un sensor fluorescente, desarrolladoen flujo, para la determinaciónde

hierro(l1l).

2- El complejo Fe(III)-pioverdina no es fluorescentelo que da lugar a una disminución

drásticade la fluorescenciaqueesproporcionala la concentraciónde hierro.

3- La pioverdinaen disolución acuosapresentaun máximo de emisión de fluorescenciaa

465 nm. cuandose excitaa 390 nm., mientrasque inmovilizada muestraun máximo de

emisión a 552 nm.(X ex=500nm.) si se empleacomo soportevidrio de porocontroladoo

emisión a 405 nm (X ex=390 nm.) si se utiliza vidrio sol-gel. El desplazamientoen la

longitud de ondaobservadoesunaconsecuenciade la importantemodificación que sufreel

fluoróforo cuandoel reactivo se inmoviliza covalentementeen CPG y por el contrario la

menorvanaciónque sufrecuandoesatrapadoen vidrio sol-gel.

4- Este mismo hechodió lugar a una variaciónen las condicionesde trabajo, pH 6.5 en

MES 0,05 M en disolucion acuosa;pH 4.5 en biftalato /ftalato 0.01 M en CPG y pH 6.5

en MES 0.05 M en vidrio sol-gel

5- Ambos terminales sensibles, pioverdina inmovilizado CPG y en vidrio sol-gel,

presentanuna rápidarespuestaal analito y una fácil regenaraciónen HC1 1 M, lo que los

haceadecuadoparasu empleoen sensoresen flujo.

6.— Las característicasanalíticas del método en disolución acuosa son: intervalo de

linealidad entre 10 y 180 ng/mI, precisión 4% para 50 ng/ml de Fe(lII) y límite de

detección10 ng/ml.

7.- El sensoren flujo empleacomo terminal sensiblepioverdinainmovilizada en CPG se

puedeaplicar hasta una concentraciónde Fe(III) de 200 ng/ml siendo su límite de

detecciónde 3.0 ng/ml y su precisión del 3% para una concentraciónde Fe(lII) de 60

ng/ml.
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8.- El sensordesarrolladocon vidrio sol-gel como soporteinerte presentalas siguientes

características:intervalode linealidadentre3.0 y 300 ng/mí, precisión3% para 150 ng/ml

de Fe(lI1) y un límite de detecciónde 3.0 ng/ml.

9.- El empleodel reactivo inmovilizado mejora las característicasanalíticasdel métodoen

disolución, siendo mínimo el consumode pioverdina,ya que ambossoportespermanecen

operativosal menospara1000determinacionesde Fe(III).

10.- El sideróforo es muy selectivo para el Fe(IlI) tanto en disolución acuosacomo

inmovilizado, destacandoque iones complejantesdel Fe(IlI) como es el fluoruro no

interfierenhastaconcentraciones50 o 100 vecessuperioresa las de hierro.

11.- Los sensoresópticosdesairrrolladosempleandocomo soportestanto CPG como sol-

gel, se han aplicadoa la determinaciónde Fe(Il1) en muestrasde aguasnaturales, no

existiendodiferenciassignificativasal nivel de probabilidaddel 95% entre los resultados

obtenidos por los métodos propuestos y los obtenidos por el método alternativo

espectroscopiade emisión porplasmaacopladoinductivamente(ICP-AES).

D) Caracterización en un sistema de anailisis por inyección en flujo del sistema

pioverdina-Fe(III) atrapado en vidrio sol-gel.

• - Se ha desarrrolladoun método medianteanálisis por inyección en flujo (FíA) que

emplea pioverdina inmovilizado en vidrio sol-gel como terminal sensible para la

determinaciónde Fe(I1I) en pequeñosvolúmenesde muestra.

2.- Las característicasanalíticasdel métodoFíA cuandose inyectaun volumende muestra

de 1000 ¡tI han sido: intervalo de linealidadentre 30 y 900 ng/mí, límite de detección30

ng/ml y precisión4.5% paraunadeterminaciónde500 ng/ml.

3.. El método FIA propuestose ha aplicado con éxito a la determinaciónde Fetilí) en

muestrasde suerohumano.La validación se ha realizadocomparandolos resultadoscon

los de un métodoespectrofotométricode referencia(FerroZine).
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E) El reactivo pioverdina como indicador fluorescente.

1 . - Se han calculado los pKa del reactivo en disolución

fluorescencia(pKa 6.05k 0.05)

tanto por absorbanciay

2.- La inmovilización del reactivoen soportessólidos, tanto vidrio de poro controlado

(enlacecovalente)o vidrio sol-gel (atrapamientofísico) modifica las característicasácido-

basedel indicador, aumentandosu caracterácidoen ambossoportesrespectoa disolución

acuosa.
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