UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

DESARROLLO, EVALUACION Y
CARACTERIZACION DE FASES
REACTIVAS SENSIBLES A DIFERENTS
ANALITOS Y SU EMPLEO EN SENSORES
OPTICOS EN FLUJO.

JOSEFA MARIA BARRERO MORENQO

MADRID 1994



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Departamento de Quimica Analitica

DESARROLLO, EVALUACION Y
CARACTERIZACION DE FASES
REACTIVAS SENSIBLES A DIFERENTES
ANALITOS Y SU EMPLEO EN SENSORES
OPTICOS EN FLUJO.

JOSEFA MARIA BARRERO MORENO

MADRID 1994



A Jesis y Amalia Josefa, nus padres,
a los que admiro y adoro.

En memoria de mi hermano y de Juan Fran,
Junto a los que vivi momentos maravillosos.

A ny familia, por su carifio y apoyo



Al finalizar el presente trabajo deseo expresar mi gratitud a todas aquellas personas y organismos que
de alguna manera contribuyeron a la realizacién del mismo. A la Dra. Concepcién Pérez Conde, directora de
este trabajo, por sus discusiones cientificas ¢ ideas siempre acertadas pero sobre todo por sus excepcionales
cualidades humanas, por la sensibilidad, comprensién y carifio que siempre me profesé v a la Universidad
Complutense por la concensién de una beca predoctoral.

Desec expresar mi més sincero agradecimiento & la Dra. Carmen Cdmara, Catedrdttco de Quimica
Analitica de la Universidad Complutense de Madrid que fue la persona que me introdujo en el campo de
sensores dpticos, ella siempre me brindd su ayuda y me contagié su alegria y vitalidad en momentos dificiles.

De 1gual manera quierc dar las gracias a la Dra. M? Cruz Moreno Bondi, pionera en el campo de
sensores de fibra 6ptica en Espaiia, por haber sido "mi ejemplo” y contar en todo momento con su inestimable
ayuda que me brindd siempre desinteresadamente.

Asimismo agradecer al Dr. Polo, Director del Departamento de Quimica Analitica de la Universidad
Complutense de Madrid su acogida en el mismo y a la Dra. Carmen San José, Catedrdtica del Departamento
de Nutricién y Bromatologia II1, de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid el
haber puesto a mi disposicién todo lo necesario para la obtencién del reactivo pioverdina utilizado en esta
memoria, ¥ a Leo por haber hecho mucho més agradable mi estancia en dicha facultad.

Mi més sincero agradecimiento para mis compafieros de laboratorio, que han llegado a formar mi
"segunda familia" y que hicieron més agradable estos afios de trabajo, especialmentge a Paula Pulido por su
colaboracién desinteresada en la realizacién de una parte de este proyecto, a lo largo de la cual compartimos
muchas horas de trabajo y de amistad, y a Nur Kayali por su "asistencia técnica” siempre rdpida y eficaz.

Quiero expresar asimismo mi agradecimiento a mis amigos por el estimufo y la ayuda que en todo
momento de ellos he recibido y la paciencia y tolerancia que han demostrado tener

Por dltimo mi recuerdo mds especial para mis padres, por su sacrificio desinteresado, sus palabras, su
ejemnplo v su carifio.



INDICE



Indice

1. INTRODUCCION GENERAL ...ttt e e 1
1.- Objeto del trabajo. ..o e i
2.- Propiedades quimicas € importancia bioldgica del hierro y del aluminio.............. 3
P B 40 o £ T O U 3
PPN 111131 ) 13T A T PSP 9

3.- Sensores quimicos de naturaleza OptiCa. ...........vcoviiiiiiiiiiiiii i 14

3.1.- Definicién y clasificacion de Sensores...........cooeveeiiiiiiiiiianininien. .. 14

3.2.- Fases soOlidas en sistemas de flujo ... 21

3.2.1.-No integradas en el sistema de deteccidn. ...............ccoeeennn... 23

3.2.2.- Sistemas integrados en la deteccién: Sensores Gpticos en flujo. 26

R I T 13 1T 12 Lo e o T | 30
3.3.1.- Fuentes de radiacion. .......covoreeiitiie i e 31

3.3.2.- Selectores de longitud de onda y acopladores épticos.............. 32
3.3.3.- Detectores de radilaciOn. .. ooooorierr i et 34
3.3.4.- Fibra 6ptica. Transmisién de la radiacion. ..................coeeeee. 34
3.3.5 - Terminal sensible., ..ot e e arnnneeeee 38

3.4.- Fase SENSOTA O TEACHIVA ... .uvutineeseeerieecearnnraeeranassraeeeenaneerrerneneees 39
K TR |40 it T4 o) 1= S 39,
34,2 - SOPOMES. . ettt 40
3.4.3.- Métodos de INMOVIHZACION. ..ot eaans 42

4.- Medida de la propiedad 6ptica sobre superficies s6lidas................ocooeiviennen... 50
L BN 4 T 4 0 11 Lox - PO 50
4.2 - Reflectancia diflSa. ..oovoiviiiiiiiiiiiiiie e erasassassasssansansnnnns 52
G TR 101 110 11701 s Lot - P OO 56
NG T B 81 13T+ ) (=Xt~ (L1 - A 60

4.3.2.- FOSTOTeSCeNCIA .ot e e 65



Indice

5.- Pardmetros de calidad y campos de aplicacion de los sensores 6pticos. ............... 67
6.- Revisién bibliografica sensores OPtCOS .......eviiiiieiiiiiiiiin i, 71
6.1.- Determinacton de pH ... 71
6.1.1.- Sensores tipo SONdA. .......ociiiiiiiiiii e 72

6.1.2.- Sensores en flujo. ..ooveeeiiiviii e 76

6.1.3.- Sensores de pH como transductores para otras especies........... 80

6.2.- Determinacion de Fe(IIL). ....oooirniiii i eiiaaes 31
6.2.1.- Sensores tIPo SONAR . ..oovviiniiiiiii i e 81

6.2.2,- Sensores €n fIUJO ..ooueireiiiiiiiii i 82

6.2.3.- Determinacion de Fe(IIl) empleando fases s6hdas ................. 82

6.3.- Determinacion de AI(IIL). ... oo e 84
6.3.1.- Sensores ipo sONda ......coocvviiieniniinnnnn.. e, 84

6.3.2.- Sensores en fluJo .....coooiiiiiiii e 85

6.3.3.- Determinacion de AI(III) utilizando fases sdlidas L 86

[1. PARTE EXPERIMENTAL. ... ..ottt eee e 88
1.~ Aparatos, material y reactivos ................ O 88

1.1.- Descripcidn de los reactivos utilizados como fase reactiva en esta memoria

L1 1.- Cromazurol S (CS).con i i 88

1.1.2.- Pioverdina: biosintesis y purificacion .................ooceiiian, 92

1.2.- Aparatos y Materiales ... ..oveeneiiininiieiiiinire et ettt vreneaaaenan 96

A BN o - 1 o 1o LS PPN 96

1.2.2,- Materiales «...ouoniieiniiiiii et eeaeas 97

1.3.- Reactivos , 98
2.- Procedimientos operatorios.................... PP 100
2.1.- Dispositivos de medida .........coovvieiiiiiiiiiiii e 100
2.1.1.- Medidas de reflectancia ............c..ooiiiiiiiiiii e 100

2.1.2.- Medidas de fluorescencia .......cvviieiiiiiiiiiie e eeeeeeeneaennnns 105



]

Indice
2.2.- Preparacion de las fases reactivas: inmovilizaciones .......................... 106
2.2.1. Inmovilizacién del indicador cromazurol S...............ol. 106
2.2.1.1.- en intercambiadores 161HCOS .....ocvveerenineiiiiiiineanaen. 106
2.2.1.2.- en vidrio de poro controlado ...l 107
2.2.1.3.-en vidrio sol-gel......coviiiiiii i 107
2214, -engeldesilice.......ooooiiii 108
2.2.2. Inmovilizacion de proverdina.............ooiiiii, 109
222.1.-enCPG . ciiiiiiiie i 109
2.2.2.2.-ensolgel oo 110
2.3.- Realizacién de medidas para la determinacién de diversos analitos......... 111
2.3.1-. Determinacion de AI(II) mediante un sensor de reflectancia..... Tl
2.3.1.1.- Primer procedimiento: Medidas al equilibrio. ........... 111
2.3.1.2.- Segundo procedimiento: Medidas en flujo continuo....112
2.3.2.- Determinacion de Fe(IIT) mediante un sensor de reflectancia. .... 113
2.3.3.- Determinacién de Fe(III) mediante medidas de luminiscencia....114
2.3.3.1.- En flujo continuo. ....cooiiniii i e 114
2.3.3.2.- Con sistemna de inyeccién en flujo. _ 115
2.3.4.- Determinacion de pH. ... 116
[II. RESULTADOS Y DISCUSION ... v 117

1.- Sensor de reflectancia en flujo continuo para la determinacidn de aluminio con CS

TMOVIIIZAAO ..o e et et a s 117
1.1.- Fase reactiva: CS inmovilizado en soportes poliméricos ..................... 117
1.1.1.- Estudio de la inmovilizacién del reactivo............................ 117
1.1.1.1.- Eleccidn del soporte. Ensayos cualitativos ............... 117
t.1.1.2.- Pardmetros que influyen en la inmovilizacién. .......... 119
1.1.2.- Estudio de la determinacién del Al(III) sobre el soporte solido. . 121
1.1.2.1. Estudio de las caracteristicas espectrales .................. 121
1.1.2.2.- Efecto del pH, naturaleza y concentracion de la disoluctén
reguladora. . [23
1.1.2.3.Estudio del tiempo de respuesta ..........c.c.oooooiiiiaiL. 126
1.1.2.4. Efecto de la temperatura .............ccoveeeiieioiiannnn. ..128
1.1.2.5. Regeneracion ......ccuveveeiiinniiienaineni e eainanaaeraeann 129
1.1.2.6. Caracteristicas analiticas ..............c.ceeviiiiiinnnn.n. 130
1.1.2.6.1. intervalo de hnealidad ........................... 130

1.1.2.6.2. limite de deteccidn, limite de cuantificacién y

PIECISION .ottt ettt e e tieeiee et teaaa s i caaasearneraiaeaan 132



iv

Indice

1.1.2.6.3. Estudio interferencias...........c.cooevviiniinnann.. 132

1. 1.3.- ConcluSIones ......ee i 134

1.2.- Determinacion de aluminio con otras fases solidas..............coooeevenes 134

1.2.1.- Estudio de la inmovilizacion del reactivo...........coooeiieiinine.. 135

1.2.1.1.- Eleccidn del soporte, ensayos cualitativos................ 135

1.2.2. Seleccidn de la longitud de onda dptima...................ool, 140

1.2.3.- Concentracion de CS ... .ot 140

1.2.4.- Influencia del pH en la formacién del complejo.................... 141

1.2.5.- Naturaleza y concentracién de la disolucion reguladora .......... 142

1.2.6.- REGENeIACION .. ..ottt it et 143

1.2.7.- Cinéticade 1a TeacCion .........coieiiiiiiniiiiiiii i 144

1.3.- Comparacion de las diferentes fases reactivas..........ooovviiiiiiiiiinin, 146

2.- Sensor de reflectancia en flujo continuo para la determinacién de Fe(IIl) con CS

inmovilizado y su aplicacion analitica............ooiiriiiiiiiiii e 147

2.1.- Eleccion del SOPOIte . ...viiiir it e v e 147
2.2.- Caracterizacion del sensor Fe(IlI)- Cromazurol S inmovilizado en gel de

ST .+ttt e 151

2.2.1.- Seleccion de la longitud Sptima. ..o 151

2.2.2.- Regeneracion de la fase reactiva ..........oiiiiiiiiiiiiiiiiininnn, 151

2.2.3.- Influencia de la fuerza iénica..............oooocicicin, 152

2.2.4.- Concentracion de Cromazurol S ........coooeviiiiiiiiiiiiiiinnnann. 152

2.2.5.- Influencia del pH en la formacién del complejo.................... 154

2.2.6.- Naturaleza y concentracion de la disolucién reguladora........... 155

2.2.7.- Cmética de 12 reacCiOn .......c.ooveemeenniii e 156

2.2.8.- Caracteristicas analiticas .......... e et eeateeieaiaaneans 158

2.2.8.1.Intervalo de linealidad.................coocoiiiiiiiiins 158

2.2.8.2.Limate de deteccion, Iimite de cuantificacidn y precision 160

2.2.8.3.Estudio de interferencias...........ccooviiiiiiiiniiiiciiinn, 160

2.3.- Aplicacion a muestras de aguas 162



Indice
3.- Sensor de fluorescencia para la determinacién de Fe(Ill) en flujo continuo con
pioverdina inMOVIHZAA .......ooiiii i 164
3.1.- Estudio previo del comportamiento en disolucion acuosa del complejo
pioverdina-Fe(IIT) ..o 165
3.1.1.- Estudio de las caracteristicas espectrales............................. 165
3.1.2.- BEstudio de la influencia det pH............ e e 166
3.1.3.- Estudio de la naturaieza y concentracion de la disolucion
re@UIAAOTA .uvniniii e 167
3.1.4.- Influencia de la fuerza 10nica..........oooiiiiiiiiiiiiii i 168
3.1.5.- Caracteristicas analitiCas .......c.cevvieiririiiiiiinrairiinianneennnn 169
3.1.5.1.- Intervalo de linealidad.................oooiiiiiiin . 169
3.1.5.2.- Limite de deteccién, limite de cuantificacion y
PIECISION .ttt eas e ranea ettt e rcaen s e enaaraanas 170
3.1.5.3.- Estudio de interferencias...........ccooevvinviiiiviiiannen. 170

3.2.- Caracterizacién en flujo continuo del sistema pioverdina-Fe(1ll) inmovilizado

sobre CPG y su aplicacion analftica ..........ocveviiiiininiiiiiii e 172
3.2.1.- Influencia del tamaiio de poro 173
3.2.2.- Concentracién de reactivo.............. e, 174
3.2.3.- Estudio de las caracteristicas espectrales................cooeeeeneen 174
3.2.4.- Influenciadel PH ... .o i e 178
3.2.5.- Naturaleza y concentracion de disolucion reguladora.............. 179
3.2.6.- Efectode la fuerza i6nica ........ccoovvvivveniiiii i 181
3.2.7.- Influencia del flujo en la respuesta del sensor....................... 182
3.2.8. Regeneracion del sistema.........ooeveereiiiiiiiiiini i 183
3.2.9.- Caracteristicas analiticas ..........ccoiiiririiiiiiiiiieieraeecanens 184

3.2.9.1. Intervalo de linealidad.............ccooiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 184

3.2.9.2, Limitie de deteccién, limite de cuantificacién y

PIECISION ..ottt ittt e e eee e ee et eaastaraeeaanseaneeianaeaaneanas 186

3.2.9.3. Estudio de interferencias..........coooviiiieiiiiiinannannn. 187
3.2.10.Aplicacidn a muestras de aguas.........cooevriiiiiiiiiiiiineaenen. 189

3.3. Caracterizacién en flujo continuo del sistema pioverdina-Fe(Iil} inmovilizado

en vidrio sol-gel y su aplicacién analitica...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 190
3.3.1.-Concentracion de reactivo y tamafio de por.............c.oeieieennns 191
3.3.2.- Caracteristicas espectrales 193
3.33.- Influenciadel PH.....oonii e 194
3.3.4.- Naturaleza 'y concentracién de la disolucién reguladora........... 195
3.3.5.- Efecto de 1a fuerza i0nica .........coovviiiiiiiiiciiciiiinnninian, 196
3.3.6.- Influencia del flujo de muestra...................o 197
3.3.7.- Regeneracion del sistema. . .......ccoooerviiiiiniiiiiiiieiaee. 198
3.3.8.- Caracteristicas analfticas ...........ocvoiiiieiniiiiiiiiiiiiic e, 169

3.3.8.1.- Intervalo de linealidad.....................cooo 199



vi

Indice
3.3.8.2.- Limite de deteccidn, limite de cuantificacién y
PrECISION . ..otn ittt it 201
3.3.8.3.- Estudio de interferencias...........cocvvvievniniinennennn.. 201
3.3.9.- Aplicacion a muestras de aguas .........ocooiiiiiiii e 203

3.4.- Comparacion de la respuesta del sensor caracterizado en flujo continuo para la
detrminaicién de Fe(IIl) utilizando como soporte sélido CPG y vidrio so-gel ...204

4.- Caracterizacién en FIA del sistema Fe(IlI)-pioverdina inmovilizado en vidrio so-gel

y su aplicacion analftica ... ......ooeii i 206
4.1.- Optimizacion de variables............ooooiiiiiii e 207
4.2.- Caracteristicas analiticas............c.coiiiiiiiiiiii e 208
4.3, Aplicacion a muestras de suero humano ...l 211
5.- El reactivo pioverdina como indicador fluorescente ..., 213
5.1. Cédlculo del pKa de ploverdina.........coocvviiiiiiiiiiiiii i eieineeass 213
5.2.- Potencial analitico de pioverdina inmovilizada como sensor de pH......... 224
IV, CONCLUSIONES L. e et aa e 230

V BIBLIOGRAFIA .. et 235



I. INTRODUCCION



Introduccion General

1. OBJETO DEL TRABAJO

El continuo crecimiento de la actividad industrial ha modificado notablemente tanto
la vida del hombre como su entorno. La presencia en el medio ambiente de contaminantes
con el consiguiente peligro para la salud y efectos nocivos sobre el ecosistema, hace
necesario disponer de una legislacion que controle 1a presencia y concentracion de distintos
elementos potencialmente interferentes en los efluentes procedentes de diferentes

industrias.

Por otra parte, numerosos procesos industriales y biotecnologicos, requieren un
control riguroso de diversos parametros que resultan criticos durante las etapas de

produccién .

l.a realizacién ideal de este control hace necesario disponer de métodos rdpidos que
proporcionen una sensibilidad adecuada y una selectividad que permita momitonizar "in

situ” al analito.

Los sensores opticos en flujo que emplean reactivos inmovilizados proporcionan
una técnica innovadora para monotorizar "in situ” y por lo tanto en tiempo real al analito

de interes, evitando la recogida, manipulacién y almacenamiento de la muestra.

Los reactivos inmovilizados en soportes sélidos presentan otras ventajas adicionales
como son aumento notable de 1a sensibilidad debido a su efecto de concentrar al analito y

un gasto minimo de reactivo.

Para que el sensor resulte operativo es necesario que tanto el soporte sdlido como ¢l
mecanismo de inmovilizacion se seleccionen adecuadamente con el fin de obtener una

"fase sensible” estable y de alta reactividad con la especie objeto de estudio.
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E! objeto fundamental de la presente memona se ha centrado en la evaluacién de
diferentes "terminales sensibles "a los analitos hierro y aluminio con el fin de seleccionar
los mds adecuados para el desarrollo de sensores, en flyo, de fluorescencia o de

reflectancia, para la determinacién de dichos iones .

Los "fases sensibles" evaluadas se han moditicado bien cambiando el soporte con el
fin de mejorar sus propiedades mecdnicas o ¢l tiempo de respuesta o bien variando el

reactivo con ¢l fin de mejorar la sensibilidad o la selectividad del mismo.

La falta de selectividad inherente a los métodos espectroscdpicos moleculares se ha
obtenido utilizando en algunos de los sensores elaborados un reactivo de origen natural

sintetizados por bacterias que exiben una alta especifidad hacia el 1on hierro (I11).

En todos los sensores desarrollados se han seguido la misma sistemdtica de trabajo

que puede resumirse en 1as siguientes puntos:

{.- Construccion del "terminal sensible” al analito a determinar, lo que supone la seleccion

del reactivo indicador, del soporte solido v del mecanismo de inmovilizacién .

2.- Desarrollo de dispositivos de medida necesarios para la cuantificacién de la propiedad
optica, fluorescencia y reflectancia, lo que supone el disehio y la adaptacion de la célula de
flujo al equipo de medida empleado.

3.- Carectenizacion de la fase reactiva con el fin de optimizar las variables fisicas o

quimicas que influyen en el proceso.

4.- Caracterizacion analitica del sensor con el fin de establecer sus pardmetros de calidad:

sensibilidad, limite deteccién, precisioén, selectividad y estabilidad.

5.- Por dltimo, aphicacion si procede de los sensores carecterizados a la determinacion de
los analitos en diversas muestras.
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2.- PROPIEDADES QUIMICAS Y ASPECTOS MAS RELEVANTES
DEL HIERRO Y DEL ALUMINIO.

2.1.- HIERRO

El hierro y algunos de sus minerales fueron conocidos y utilizados por el hombre
prehistorico. La "Edad del hierro” que sucedié a la del bronce ha dejado constancia de que
en épocas antiquisimas el hombre supo obtener y forjar el hierro, construyendo utensilios y
armas de este metal que han llegado a nuestros dias. Asi mismo, utilizd ciertos pigmentos

naturales, la mayoria minerales de hierro, en ciertas pinturas rupestres.

Actualmente, la produccién de hierro, aceros y ferroaleaciones es un indice del
desarrollo tecnoldgico de una nacién. En los laboratorios de andlisis, el hierro y sus
derivados, constituye quizds el grupo de productos que con mayor frecuencia necesitan del
andlisis, no sélo para fijar la riqueza del mismo en las materias primas y productos
acabados, sino tambi€én para determinar el porcentaje de impurificacién por este metal,

dada su abundancia, en numerosos productos naturales.

En el Sistema Periddico, el hierro se encuentra en el grupo VIII de transicién (1),
junto con el cobalto y el niquel. Tiene una estructura cortical externa que responde a la
expresion 3d® 4s2. Ordinariamente funciona con los estados de oxidacién (If) y (III)
originando compuestos ferrosos y férricos respectivamente. En condiciones excepcionales

funciona como Fe (IV), muy poco estable, y como Fe(VI) (ferratos).

El metal puro es blanco plateado, tenaz, dictil, buen conductor del calor y
susceptible de 1mantacion. Es estable al aire seco pero se ataca en presencia de aire

himedo formando entonces una capa de 6xido hidratado de color pardo rojiza.

En la Figura | se representa el diagrama E-pH del hierro. El bajo potencial del
sistema Fe(Il)/Fe (E°= -0.41 v) en todo el margen de pH indica que el hierro elemental es

bastante reductor y, en consecuencia, ficilmente oxidable. El potencial del sistema
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Fe(I1I)/Fe(ll) es bastante elevado en medio dcido (E°= 0.77 v), pero disminuye al
aumentar el pH, en medio alcalino, el sistema se hace tan reductor que el Fe(Il), estable en

medio 4cido, es oxidado rdpidamente por el oxigeno disuelto o por el ambiental.

1.2 b~

0.8 L

.

Fe'*

[

-0.4

-0.8 ¢

Figura 1: Diagrama E-pH del hierro. C= 102M

Los compuestos de Fe(IlI) son mds abundantes e importantes desde el punto de
vista analitico que los de Fe(Il). El Fe’* es un cation mds dcido que el Fe?*; en

consecuencia, necesita mayor acidez para su estabilizacién en medio acuoso. El 16n Fe3+

es incoloro, si bien las disoluciones de Fe(IIl) casi siempren poseen color amarillo debido
a las especies bdsicas Fe(OH)?*, Fe,(OH),** y Fe(OH),* cuya concentracién puede ser
importante en medios poco dcidos y pueden precipitar sales bdsicas de color pardo-rojizo

(Figura 2.a).
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El Fe(Il) seria estable en disolucion acuosa si se impidiese su oxidacién a Fe(Ill). A
pH proximos a 8 precipita el hidréxido Fe(OH), y no presenta caracter anfétero marcado,
si bien en medios muy alcalinos existen en bajas concentraciones las especies anidnicas
FeO,H™ y FeO,2". También se conocen las especies FeOH* y Fe(OH), (Figura 2b.)

0 2 4 & 8 12 12 14

leg. €

Figura 2: .a. Diagrama log C-pH para Fe(Ill) 102M. b. Diagrama log C-pH para Fe(ll) 102Mm

Hierro como elemento esencial en ciclos bioldgicos

El hierro es un micronutriente necesario para el crecimiento del fitoplancton por su
importante accién catalitica en la produccion de la clorofila. Recientemente se ha
considerado la concentracién de hierro como un factor limitante en la produccién primaria
en ciertas dreas de los océanos (2-3), hipotesis que ha despertado gran interés por el papel
que puede jugar el hierro en la moderacién del cambio climdtico global v de ahi la

importancia de su determinacion en ambientes acudticos.

El hierro presente en los océanos procede principalmente de la atmdsfera (2), rios
(4), aguas termales (5) y regeneracién sedimentaria continental (6). La eliminacién de
hierro se debe principalmente a procesos biolégicos por ser un nutriente de numerosos
microorganismos. La concentracién de hierro presente en agua marina {<1nM en la
superficie de los océanos), aumenta con la profundidad. Existen datos sobre la distribucion
vertical de hierro en los oceanos (2,7, 8) pero es preciso un estudio profundo sobre su papel
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en los ciclos bioldgicos oceanicos, la naturaleza quimica y el estado de oxidacion de este

elemento en diferentes fases (disuelto o en particulas coloidales).

Las predicciones termodindmicas indican que virtualmente todo el hierro contemdo
en agua marina (condiciones oxidantes) deberia ser Fe(Ill) que es insoluble (9), sin
embargo existe una cantidad de este i6n superior a la esperada teniendo en cuenta
unicamente su solubilidad (2.8,10). Este hecho puede atribuirse a diferentes causas:
tendencia del i6n férrico a formar particulas coloidales amorfas, formacién de complejos
con ligandos orgdnicos y presencia de Fe(JI) disuelto. El Fe(Il) es rdpidamente oxidado a

Fe(1II) con un tiempo de vida medio del orden de unos minutos a pH 8.2 (/1-13).

Hierro en el campo de la medicina

El concepto actual de la terapéutica por el hierro empezd en el siglo XVII, at
popularizarse el uso de este elemento para tratar {4 enfermedad Ilamada "clorosis” (anemia
por deficiencia de hierro). La deficiencia en este elemento puede dar lugar a serios
problemas. Como es sabido, el dtomo de hierro constituye e nicleo de la hemogiobina de
la sangre, por lo que, en ciertos andlists clinicos, es necesaria su determinacién ya que una
concentracion inferior a la normal de hemoglobina en sangre hace que disminuya la
capacidad del individuo para el cambio de O, y CO, en la membrana alveolar de los
pulmones y en las capas capilares periféricas, donde tiene lugar la funcién respiratoria
interna.

Un enfermo puede tener deficiencia de hierro y no presentar sintomas de anemia,
pues no todo el hierro del organismo estd formando parte de la hemoglobina. Del total de
hierro que existe en el organismo, prdcticamente la totalidad estd unido a las proteinas en
forma de hierro funcional (hemoglobina y enzimas catalasa y citocromo), como hierro de
almacenamiento o como hierro de transporte (/4). Casi la totalidad del hierro en suero estd
unido a una beta-globulina, la transferrina, en forma de un complejo Fe(Ill)-proteina (1)
pero solo un porcién de la molécula de esta proteina estd saturada con hierro. La cantidad
de hierro que puede fijar la transferrina cuando se encuentra totalmente saturada se
denomina capacidad total de fijacién de hierro. El resto estd conjugado a los aminodcidos
libres (16).
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No es posible diagnosticar la causa de una deficiencia crénica de hierro o de una
anemia sélo a partir del nivel del hierro sénco, también se necesita la determinacién de la
capacidad total de fijacién de hierro. Mediante la determinacién de hierro en suero se
podria detectar esta deficiencia del metal antes de que aparezca la anemia. El primer paso
en el andlisis espectrofotométrico del hierro sérico consiste en la ruptura del complejo
existente entre el hierro y la proteina con la que estd combinado, mediante la accion de un
dcido. Pueden seguirse entonces tres vias: a) eliminacion de las protefnas por precipitacion
con dcido tricloroacético, b) establecimiento de unas condiciones tales que permitan que las
proteinas sigan en disolucién sin interferir con el andlisis subsiguiente y ¢) en los analisis

automatizados, didlisis del hierro que lo separa de las proteinas.

El hierro es toxico cuando su concentracton en suero supera la capacidad total de
fijacién de hierro. Los sintomas mds comunes de intoxicacién por hierro son vomitos,
dolor abdominal, cefalea y diarrea, si bien la ingestion de menos de 35 mg de hierro

elemental por Kg de peso corporal no produce intoxicacién significativa.

Problemsitica determinaciéon de hierro.

Gran parte de los trabajos existentes en la bibliografia refleja las dificultades
encontradas en la determinacién de este elemento. La biogeoquimica marina del hierro es
complicada debido a los procesos redox, la baja solubilidad y la participacién de este
elemento en los ciclos biolégicos. Conocer la distribucién y el comportamiento del hierro
en aguas naturales es dificil debido a los niveles de concentracidn tan bajos y a la frecuente
contaminacion por parte de los reactivos y material utilizado.

El hierro ha sido determinado fotométricamente en aguas naturales por vartos
autores (17-19) Normalmente se necesitan procedimientos de preconcentracion (20,21)
para la determinacion de hierro en ambientes marinos por los bajos niveles de
concentracion (normalmente ng/ml). Estos métodos normalmente alargan el tiempo de
andlisis pudiendo alterarse los contenidos de Fe(III) y Fe(!I) por el oxigeno atmosférico en
el transcurso del andlisis. Entre ellos se ha descrito la determinacién de hierro por
preconcentracion y posterior deteccion quimioluminiscente (22). La determinacién de

hierro ha sido llevada a cabo en un sistema de andlisis por inyeccién en flujo (23)
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Existen muchos métodos disponibles para determinar la concentracién de hierro en
suero siendo la deteccién espectrofotométrica el mds empleado dado que existen numerosos
compuestos que forman complejos coloreados tanto con el Fe(Il) como con el Fe(IH), a

continuacién enumeramos los mds cominmente empleados.

El reactivo tiocianato forma un complejo de color rojo con et Fe(ll). ElI método
que emplea esta reaccién es simple, rdpido y aplicable a disoluciones fuertemente dcidas.
El sistema no cumple perfectamente la ley de Beer y la longitud de onda de medida

depende de la concentracion de tiocianato. El método se usa normalmente entre 1-10 mg/L.

Generalmente se prefieren reactivos que complejan al Fe(Il) por presentar menores
interferencias que los que reaccionan con el Fe(Ill). Todos los métodos para la
determinacién de hierro basados en reactivos que complejan Fe(Il} tienen en comin una
reaccion en la que que el hierro férmico Fe(IIl), es reducido a Fe(Il) mediante la adicién de
un agente reductor como hidrazina, dcido ascdrbico, o hidroxilamina. Una vez producida
la reduccion se emplea un agente cromogénico que forma un complejo coloreado con el 16n

ferroso.

Fe?+ + agente complejante cromogeénico ---------—-- Complejo coloreado.

l.os agentes complejantes del i6n ferroso mds utilizados son reactivo FerroZine 3-
(2-piridil)-5,6bis(4-4cido fenilsulfénico)-1,2,4-triazina que forma un complejo de color
magenta, 1-10 fenantrolina reacciona formando un complejo naranja-rojizo,
mercaptoacetado, tripiridiltriazina, batofenantrolinentre y derivados de la ferroina entre
otros.

Las caracteristicas de los métodos espectrofotométricos mds utilizados para la

determinacién de hierro en suero (24) se refleja en la tabla 1.

Aunque pareceria légico esperar que la absorcién atdmica se popularizara
rapidamente para la determinacién de hierro en suero no ha sido asi. Esta técnica
proporciona resultados de poca fiabilidad en la determinacién directa del hierro sérico a
concentraciones bajas, a causa de las limitaciones de sensibilidad, interferencias de las

matrices € incapacidad de la absorcién atomica para distinguir el hierro hemoglobinico del
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hierro de transporte. La extraccién del hierro quelado con metil-isobutil-cetona lograba

mejorar los resultados.

Actualmente se encuentra en el comercio un instrumento, el FerroChem 3050
(Environmental Sciencies Associates Company, ESA, Bedford, MA) en el cual la medicién

automatizada del hierro sérico se basa en principios culombimétricos (23).

Tabla 1. Caracterfsticas analiticas de los métodos espectrofotométricos mds frecuentes para la determinacién
de hierro sérico.

'1-10 Fenantrolina 04-13ppm 3%  Cu> lppm.
Ferrozine - 0.4 1.6ppm- 67 % Cu > 1 ppm
L ' ' AEDT,Citrato

2.2.- ALUMINIO

E! aluminio es el elemento mds abundante (7%) y difundido en los 19 Km
exteriores de la corteza terrestre. Aunque jamds se encuentra nativo, sus minerales se
cuentan por centenares, desde los numerosos silicatos naturales (feldespato y mica) y sus
productos de descomposicién geoldgica (caolines y arcillas) hasta los minerales
considerados como menas para la obtencidn del metal (bauxita y criolita
fundamentalmente).

Es un metal de color blanco argenteo, tenaz, dicti] y maleable, buen conductor del
calor y la electricidad; pertenece al grupo 111 a de la tabla periédica y tiene una estructura
cortical, 2p® 3s? 3p! (1) Contrariamente a lo que cabria esperar por su caracter reductor (E°
AlIP+/Al1°=-1.66 v} no se altera por el agua ni por el aire himedo y resiste fuertemente la
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corrosiéon debido al fendémeno de pasivacion (formacion de una pequena capa de oxido que
protege al metal y evita que Ja oxidacién prosiga).

En sus compuestos el aluminio actia exclusivamente con el grado de oxidacién
(I1). El catién ADIP* es incoloro y tiene un comportamiento analitico acido-base
representado en el diagrama IgC-pH. Este diagrama es uno de los posibles ya que existen
bastantes variedades de Oxido de aluminio con solubilidades ligeramente diferentes (Figura
3.

Figura 3.; Diagrama JogC-pH para AKII) 102 M.

En medios dcidos predomina el cation Al** que coexiste con cationes bdsicos,
AlIOH?* y Al(OH)?* fundamentalmente (las lineas correspondientes a las formas AI(QH)2*
y AI(OH), se han trazado discontinuas por no conocerse con exactitud sus constantes).
Estas especies bdsicas son las causantes de que precipiten, antes que el hidréxido, sales
bdsicas de aluminio. A pH proximo a 3.5 precipita el 6xido hidratado (comiinmente
denominado hidréxido) que se redisuelve en medio fuertemente alcalino, pH 12.5,
originando el i6n aluminato AlO,".

Un elevado porcentaje de los materiales metdlicos empleados actualmente tanto en

aplicaciones estructurales como en piezas de tecnologia avanzada y en aerondutica emplean
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aluminio o sus aleaciones (26). La principal causa de este hecho es el caracter de metal
ligero (d==2.699 gr/cm3 a 20°C) del aluminio, que lleva a reducciones de peso
considerables en dichas piezas, junto con sus excelentes propiedades mecdnicas y de

resistencia frente al ataque por corrosion.

Todas estas propiedades se ven modificadas en mayor o menor grado y en distinto
sentido por la presencia de elementos aleantes, que pueden hacer notar su influencia
incluso en concentraciones del orden de trazas. FEn general, la adicion de aleantes al
aluminio pretende elevar su resistencia mecdnica logrando la aparicién de fases que, por su
naturaleza y morfologia modifican las propiedades del sistema; es el caso por ejemplo de
los duralyminios en los que la presencia de cobre en unas determinadas concentraciones
Heva a la aparicion de inclusiones por tratamiento térmico, 0, simplemente, envejecimiento

natural.

En cuanto a la influencia de aleantes frente a la corrosioén, hay que tener en cuenta
que el aluminio puro es un metal de buenas caracteristicas en este sentido, pasivdndose por
formacion de una capa de AL O, muy adherente y protectora. Los aleantes tienden a
mejorar problemas como los derivados del ataque por picadura, consecuencia de la rotura

de la capa pasiva.

Otras veces el aluminio se emplea como aleante de otros metales para mejorar su
resistencia a la corrosién, siendo este efecto importante en aleaciones con contenido de
aluminio en el intervalo 0.20-0.30%.

Aluminio en los seres vivos.

Los iones metdlicos en general no son capaces de atravesar las membranas lipidicas
del organismo ("interfase"), pero si reaccionan con diversos ligandos (dcidos carboxilicos,
aminodcidos...) pasan a ser biodisponibles por el mismo. El A3+ es un ién de muy baja
biodispombilidad no siendo pricticamente absorbido por las paredes intestinales. S6lo una
pequefia fraccion se absorbe por un mecanismo hasta ahora desconocido, pasando al
torrente circulatorio, esta fraccién es rdpidamente eliminada por el rindn sano. De esta
forma el aluminmo no es "bioacumulado” por el organismo sano y por ello se le ha
considerado hasta los afios 70 como un elemento no téxico.
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Ahora bien, cuando las defensas de! organismo son "engafadas” por ejemplo:
inyectando aluminio directamente al torrente circulatorio o bien estdn deterioradas como en
enfermos con insuficiencia renal, este elemento pasa a representar rdpidamente una seria

amenaza para los procesos metabdlicos llegando a ser notoriamente téxico.

A principios de los afios 60, cuando comenzaron a utilizarse equipos para el
tratamiento de rinon artificial, se emplearon con agua del grifo. Este tratamiento condujo a
que si bien los resultados inmediatos eran buenos, los pacientes sometidos a un tratamiento
prolongado sufrian el sindrome Ilamado "demencia de didhsis" (27). Alfrey vy
colaboradores (28) en 1976 propusieron que este sindrome se debia a la acumulacién de
aluminio procedente del agua empleada. Los sintomas de la "demencia de didlisis” son:
dificultad en el habta, cambios de personalidad, convulsiones, pudiéndose originar la

muerte del paciente.

Por este motivo los liquidos de didlisis son ahora tratados para eliminar o al menos
reducir al minimo el contenido de aluminio. El principal esfuerzo estd aplicado a sondear
el agua, la cual estd sujeta a una serie de procesos de filtraciones, de 6smosis inversa y
cambio 16nico que reducen enormemente los niveles de aluminio. La cantidad deseada de
este elemento en liquidos de didhisis seria inferior a 30 pug/l; idealmente deberia ser menor
de 10 pg/l (29).

Pero el alumimio no solo penetra en el organismo por el agua o los liquidos de
didlisis, existen otras posibles vias a través de las cuales el aluminio puede entrar en los
seres humanos, estas vias son: a) e/ medio ambiente y b) la dieta alimenticia (en especial

por aditivos en comidas y bebidas) y los medicamentos (antidcidos, antidiarreicos, etc).

Esta abundancia de fuentes de penetracién de alurmnio en el cuerpo hace que
personas con insuficiencia renal deban someterse periddicamente a controles de los niveles
de aluminio en suero, no permitiéndose contenidos superiores a 10 ng/m! (2 ng/ml en
PETSONASs $anas).
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Problemaitica en la determinacion de aluminio.

La determinacién de aluminio a bajos niveles de concentracién en muestras
bioldgicas o en otro tipo de muestras conlleva el enfrentarse a una serie de problemas. Los

mds importantes son la contaminacion y la sensibilidad.

El primer problema, bien conocido por todos, que se plantea al analizar aluminio es
la facilidad de contaminacion de las muestras durante todas las etapas del andlisis, desde la
toma de muestra y almacenamiento, a la manipulacién en los procedimientos que preceden

a la introduccion de la muestra en el sistema de medida.

El polvo atmosférico, el agua utilizada, los reactivos, los materiales de laboratorio
son fuentes importantes de contaminacién, especialmente, los recipientes de vidrio. Es
recomendable a la hora de analizar aluminio usar cuarzo o material de pldstico como:
policarbonato, polipropileno y teflén. Todos los materiales usados deben estar lavados con
dcido nitrico, de alta pureza, al 30% en agua desionizada, en el momento de usarlos (30).
Debe mencionarse que el dcido nitrico suprapur, se vende en botellas de vidrio y esto a la
larga puede contaminarlo. Es aconsejable trabajar con reactivos purificados.

El segundo problema deriva de la extremada baja concentracién que se requiere
determinar en muchos casos lo que conlleva el empleo de técnicas de alta sensibilidad
como absorcién atémica con atomizacion electrotérmica (GFAAS), espectrometria de
emision de plasma con acoplamiento inductivo (ICP-AES) entre las atémicas o la

espectrofluorimetria entre las técnicas moleculares.
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3. SENSORES QUIMICOS DE NATURALEZA OPTICA

3.1. DEFINICION Y CLASIFICACION DE SENSORES.

El incremento de la actividad industrial ha modificado notablemente tanto el modo
de vivir de} hombre como las cualidades del entorno donde desarrolla sus actividades. Esta
interaccién reciproca hombre-medio ambiente ejerce un notable efecto sobre la calidad de
vida del hombre por lo que en los ditimos afios la poblacién ha experimentado una
progresiva concienciacién sobre la importancia de la calidad del medio ambiente (agua,
suelo y aire) que ha llevado a la elaboracion en todo €l mundo de programas de proteccién
medioambiental asi como la reglamentacidn de niveles mdximos permisibles de compuestos
o elementos potencialmente contaminantes. Esto ha llevado a acuerdos internacionales
sobre el control de emisién de clorofluorocarbonos y dcidos, entre otros muchos
contaminantes, a la atmosfera. Esta situacién ha ampliado notablemente los campos
tradicionales de andlisis de control incluyendo ahora zonas de alto riesgo y residuos

peligrosos.

La necesidad de obtencion rdpida de datos e incluso la opcion de seguimiento en
continuo de un gran nimero de compuestos de interés en diferentes emplazamientos hace
inoperante el andlisis quimico tradicional que conlleva problemas de obtencion de muestra
representativas transporte de las mismas al laboratorio, su posterior andlisis y tratamiento
de datos. Ello consume un tiempo excesivo. Se trata pues, de cambiar la filosofia del
andlisis, posibilitar las medidas "in situ", en tiempo real y "on-line" en la misma linea de
produccién de procesos industriales. Estos antecedentes han sido propicios para el gran
incremento experimentado en los ultimos anos de una técnica relativamente nueva como
son los sensores de naturaleza Sptica con fibra 6ptica que en su filosofia incluyen todas las
caracteristicas que necesita actualmente los métodos de andlisis, medidas "in situ”, en

tiempo real, y multideterminaciones favoreciendo de esta manera el coste de anilisis.

La definicién mds generalizada de un sensor es la siguiente: “sensor es un

instrumento capaz de registrar de forma continua y reversible un pardmetro fisico (sensor
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fisico) o la concentracion de una especie quimica (sensor quimico). " (31). El sensor puede
ser clasificado como brosensor si la especie detectada es una especie bioquimica o s la
reaccién en que estd basada es bioquimica (32). En algunos casos se consideran también
sensores a ciertos disenos que no son capaces de medir de forma continua la concentracion
de ciertas especies, o que sélo permiten una determinacion. Otros autores denominan a
estos dispositivos "sondas" (3/), pero nosotros mantendremos para ellos la nomenclatura

de sensores de acuerdo con aquellos autores gue los han disenado.

Un sensor quimico que responda a una especie quimica concreta consta bdsicamente
de dos partes (33) segun se refleja en la Figura 4, una zona quimica que sirve de
reconocimiento e interaccidon con la especie de interés, responsable de un cambio ya sea
fisico 0 quimico del sistema cuya intensidad esta relacionada con la concentracién del
analito y un transductor fisico, es decir, una zona de medida en la que dicho cambio es

transformado en una sefal analitica susceptible de ser medida.

SENSOR (BIO)QUIMICO
A

-

MUESTRA ZONA TRANSDUCTOR ELECTRONICA
QUIMICA

~
A

ANALITO

:

AL

A

PO e
W i el

Figura 4. Partes de un sensor
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En la zona de reconocimiento, la informacién quimica relativa al analito se
transforma en informacidn fisica (se genera una senal optica, eléctrica, etc) que es recogida

por un transductor apropiado que la transforma en una sefial medible.

Los sensores quimicos de fibra dptica se denominan optrodos (34) u optodos (35)
por proporcionar sefial dptica en lugar de eléctrica (electrodo), o bien sensores 6pticos,
Son numerosas las revisiones y los libros publicados en los dltimos afios que recogen las
principales caracteristicas, ventajas y perspectivas de estos dispositivos asi como los
diversos campos de aplicacion y situacidn comercial de los mismos (36-40).

lLa complejidad de los sensores épticos puede variar considerablemente en funcién
de los requisitos impuestos segtin los objetivos a cumplir. La enorme variedad existente de
los mismos hace dificil realizar una vnica clasificaciéon. A continuacion se exponen las

clasificaciones utilizadas comiinmente en el campo de sensores.
* - En funcién de la naturaleza del analito se pueden dividir en:

- Sensores quimicos. son aquéllos que responden a una especie particular o
compuesto. En este grupo se incluyen los sensores de pH, iones, gases, y como grupo

especial los biosensores.

- Sensores fisicos: son sensibles a vanaciones de pardmetros fisicos tales como
temperatura, presion, tamafio de particula etc.

*.- Atendiendo a la naturaleza del transductor, los sensores para especies quimicas se
pueden clasificar (33) en:

- Electroguimicos: miden cambios en alguna propiedad eléctrica del sistema
(potencial, intensidad de corriente, conductividad, etc) la cual es funcién de la

concentracion del analito.

- Opricos: responden a cambios en alguna propiedad 6ptica (absorbancia,
reflectancia, luminiscencia) del sistema relacionada con la concentracién de la especie a
cuantificar.
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- Teérmicos: se cuantifican calores de reaccion.
- Premoeléctricos: se miden cambios de masa, viscosidad, etc.
* . En funcién del tipo de interaccién con el analito se pueden clasificar en:

- sensores reversibles: cuando la fase reactiva no se consume durante su interaccion

con el analito.

- sensores trreversibles: cuando existe consumo de la fase reactiva. Estos sensores
pueden subdividirse en regenerables y no regenerables, segiin que pueda o no recuperarse
su estado original para realizar una nueva medida tras su tratamiento con un reactivo

adecuado.

* - Segin el terminal sensible y la funcién que ejerce la fibra Boisdé clasifica los
sensores en (4/):

- sensores u optodos activos (intrinsecos) en los que las propiedades de la fibra se
modifican por la accion de la zona externa que rodea a la misma. Los principales
pardmetros que se ven afectados en la fibra son: tiempo de propagacion de la luz a través
de la fibra, potencia Optica transmitida por la fibra, distribucién de la potencia éptica en
varios modos de propagacion, estado de polarizacion de la radiacidon transmitida por la
fibra, la radiacién dispersada desde el material del niicleo de la fibra, luz generada en la
fibra debido a interacciones fisicas. Este tipo de sensores son muy poco empleados como
sensores quimicos, s1 bien son de uso general en el drea de sensores fisicos ( determinacion
de presién y temperatura). Dentro de los senpsores quimicos intrinsecos se engloban los

sensores de onda evanescente.

- sensores u optodos semiactivos en los que la variacién en la seflal optica medida
se debe a una reaccion quimica que se produce entre el medio circundante (donde se

encuentra el analito) y un reactivo especifico colocado en el terminal de la fibra dptica.

- sensores u optodos pasivos (extrinsecos), en los cuales la fibra dptica es una mera
guia de la radiacion. La sefial 6ptica medida proviene de una propiedad naturat del medio y
la fibra dptica solo sirve para transportar la senal hasta el detector sin tomar "parte activa”
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en este proceso. Son los mds fdciles de realizar, por ello son los mds utilizados en la

mayoria de las aplicaciones industriales.

*,- Los sensores pueden medir diferentes propiedades dpticas y por ello se pueden
clasificar en sensores de:

- absorbancia

- reflectancia

-~ Juminiscencia
a) de fluorescencia
b) de quimioluminiscencia
¢} de fosforescencia

- dispersion de la radiacion Raman

- indice de refraccion
* - Segin Ia forma externa (configuracién) los sensores pueden ser (42):

- sensores tipo sonda: que pueden ser utilizados tanto en modo continuo como en
modo discontinuo o discreto. Necesitan una conexién entre el detector y el terminal
sensible en contacto con la muestra, esta conexion puede ser 6ptica (lo mds frecuente es un
cable de fibra éptica) o conexion eléctrica (electrodos enzimdticos o electrodos modificados

quimicamente).

- sensores tipo célula de flujo. que tnicamente pueden ser utilizados en modo
continuo. Su principal caracteristica es que la fase sensora se dispone en el sistema de
deteccion, es decir, los procesos de reaccion/retencién (sobre la fase reactiva) y deteccién
son simultineos. Este tipo de sensores segin queda reflejado en la figura 5 puede o no
disponer de fibra optica.

Los sensores desarrollados en esta memoria corresponden segun esta dltima
clasificacion a sensores opticos tipo célula de flujo por ello se estudiarin con mds detalle
en el apartado 1.3.2.2.
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Figura 5. Clasificacion de los sensores dpticos en funcion de su forma extermna
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* - Segiin su complejidad y evolucion pueden distinguirse (40

- sensores de primera gencracion: corresponden a este fipo aquellos sensores que
detectan un analito gracias a que €ste posee alguna caracteristica optica susceptible de ser
medida directamente, por ejemplo un sensor de naturaleza Gptica para estudiar la presencia
de i6n uranilo (fluorescente) en aguas subterrdneas lo constituye un haz de fibras épticas
que conducen radiacién procedente de un ldser hacia este analito y la luz emitida por éste

hacia el detector. Estos sensores carecen de terminal sensible

- sensores de segunda generaciom. puesto que la inmensa mayoria de analitos de
interés no poseen en si mismos propiedades susceptibles de medida se necesita un terminal
sensible a dicho analito. Se detecta en este caso el cambio de propiedad existente en dicho
termmal como consecuencia de la reaccion o interaccion del analito con el compuesto que
existe en el terminal sensible. Ejemplos tipicos son sensores de pH con indicadores dcido-

base en el extremo de la fibra 6ptica.

- sensores de tercera generacion. supone el grado maximo de dificultad tanto en la
instrumentacion como en el fundamento bidsico, puesto que incluye mds de una reaccidn,
generalmente una de ellas implica la producciéon de un compuesto que serd detectado a
través de una segunda reaccién. Supone este caso una deterrmnacidon de tipo indirecto
puesto que la senal analitica no es generada directamente por la especie de interés. Este
tipo de sensores es aplicado generalmente con biomoléculas. La determinacién de glucosa
mediante la medida del oxigeno consumido en su oxidacién enzimdtica constituye un
ejemplo de este tipo de sensores

El tiempo de respuesta del sensor, como era de espera, aumenta al incrementar la
complejidad del mismo, siendo mdximo para sensores de tercera generacién y minimo en
los de primera generacién. La figura 6 muestra de forma esquemadtica esta clasificacion.
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(a)

{b)

(c)
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Figura 6: Representacion esquematica de la obtencién de informacién dptica en sepsores de primera, seguna v

tercera generacion.

3.2. FASES SOLIDAS EN SISTEMAS EN FLUJO.

La introduccidn de fases sélidas en los sitemas en flujo tradicionales proporciona

un incremento de sensibilidad como consecuencia de la posibilidad de preconcentracion

del analito sobre la interfase séhda y/o una disminucion de la dilucion (43) y en algunos

casos un incremento de selectividad.

La fase s6lida puede formarse a lo largo del flujo como resultado de una reaccion

quimica (precipitacién) o sobre una superficic sélida como resultado de una reaccidén
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electroquimica (técnicas de stripping), o bien puede disponerse la fase sdlida en diversas
posiciones de un sistema de inyeccion en flyjo segin se indica en la figura 7. Si la
deteccién se produce sobre la misma fase sélida nos encontraremos ante sistemas
simultineos de reaccidn/deteccion o retencidon/deteccidn. En la fase séhida puede estar
inmovilizado alguno/s de los componentes de la reaccién (reactivo, producto de reaccion,

catalizador...).

| FASE SOLIDA
N
|

. 1D AAN D

%

\' R

Figura 7: Diferentes posiciones de fases s6lidas en un sistema en flujo.

Los sisternas en flujo continuo que incluyen fases sélido-liquido pueden clasificarse

en funcion del momento en que se realice la deteccion en:

Retencion y  posterior defeccion, es decir, tras la etapa de
retencién/preconcentracién, el analito es arrastrado de la fase sdlida, empaquetada en

pequeiias columnas, por medio del eluyente, hacia el sistema de deteccidn.

Integracién del proceso de retencion y deteccion: La fase sélida sensora
empaquetada en células de flujo se sitia en el detector siendo posible ademds de la
preconcentracion del analito la deteccién del mismo sobre la misma fase reactiva sin

necesidad de elucién por lo que éste no sufre dispersion en el sistema de flujo.
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3.2.1. FASES SOLIDAS NO INTEGRADAS EN EL SISTEMA DE DETECCION.

Existen numerosos trabajos en la bibliografia que utilizan sistemas en flujo en
combinacién con gran variedad de fases sélidas previamente a la deteccion con diferentes

finalidades, generalmente mejorar las caracteristicas analiticas.

Son posibles diferentes vias para llevar a cabo la preconcentracion y
consecuentemente un aumento de sensibilidad (43). En primer lugar es posible el
acoplamiento de una unidad de separacidn convencional como minicolumnas o formacién

de un precipitado.

La wutilizacion de minicolumnas para la preconcentracidon del analito conlleva la
reaccion de éste con el reactivo adecuado que se encuentra soportado en la columna. La
disposicion de esta minicolumna dentro de un ststema en flujo puede ser variable (en el
bucle de inyeccidn, entre el sistema de inyeccion y de deteccidn o en el flujo de muestra).
Los materiales de relleno utilizados en las mimcolumnas son muy diversos, en la
bibliografia hay descritas columnas rellenas con material adsobente como C,; (44),
alumina (45,46), silice, ¢ intercambiadores comerciales (47) o preparados por activacion

de un soporte merte con una molécula quelatante (48).

Normalmente este tipo de minicolumnas se utilizan para preconcentracién v
posterior deteccion de la muestra por espectrometria atémica, ya sea de emisién por
plasma (ICP) o espectrometria de absorcién atémica (AA). Recientemente se ha publicado
una revision de este acoplamiento (49). Atienza y colaboradores han revisado
exhaustivamente métodos que utilizan sistemas de flujo con minicolumnas
preconcentradoras y diferentes sisternas de deteccion para la determinacidn en aguas

naturales tanto de compuestos orgdnicos y aniones (5() como de cationes (51).

La formacidn in situ de un precipitado y su retencién en un filtre es otra via con la
que se han conseguido factores de preconcentracion elevados tanto en determinaciones
directas como indirectas de especies individuales o en multideterminaciones (52). Kuban
(53) ha hecho una revision muy completa de las t€cnicas de precipitacion continua con/sin

posterior redisolucton del precipitado en andlisis por inyeccién en flujo y su eficacia en
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separaciones y preconcentraciones de varias clases de analitos (aniones inorgdnicos, iones

metdlicos y compuestos orgdnicos) en matrices acudticas.

QOtra manera de aumentar la sensibilidad en un sistema en flujo, especiaimente FIA
gracias a la introduccion de interfases sdlidas, se debe a la disminucion de Ia dilucidn por
el empleo tanto de reactivos como de catalizadores solidos qﬁe pueden empagquetarse en
minicolumnas (reactores redox o enzimdticos) o en membranas. El empleo de estos
reactivos solidos se ha utilizado con dos propdsitos: convertir el analito en una especie
adecuada para su posterior reaccion o generar "in situ" reactivos que son inestables y por
lo tanto dificil de manipular.

Los primeros "reactores solidos ", utilizados en un sistema FIA fueron los reactores

tipo redox, con ellos ha sido posible la determinacién de nitrato previa reduccién a nitrito
con particulas de cinc empaguetadas en un reactor (54j especiacién de nitrégeno (55) y la
determinacion fotométrica de paracetamol con un reactivo imina previa oxidacion del
analifo con hexacianoferrato potdsico inmovilizado en un intercambiador aniénico (36). En

estos reactores pueden empaquetarse reactivos inestables en disolucion (57)

La inmovilizacion de enzimas en soportes adecuados ha sido un hecho determinante
para el acoplamiento de reactores enzimdticos con sistemas FIA tanto para la
determinacion de sustratos (38,59} como para la determinacién de actividad enzimdtica
(60).

La utilizacion de fases sélidas en sisternas en flujo puede mejorar la selectividad
con diversos modos de actuacién, tales como: eliminacion de las especies interferentes,
utilizacion de métodos basados en velocidad de reaccion cuando existen enzimas

inmovilizadas o acoplamiento del sistema de inyeccidon con técnicas de separacién como
HPLC.

El aumento de la selectividad por eliminacion de interferencias puede conseguirse
tanto por la introduccidn de fases sélidas como por la formacion éstas en el sistema de
flujo. Algunos métodos se basan en la retencién del analito (6/) o de las especies
potencialmente interferentes (62,63) sobre una colymna de adsorcidn o de intercambio
onico, que puede contener agentes enmascarantes, otros métodos se basan en el
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acoplamiento de estas minicolumnas con fécnicas de separacion como sucede en la

determinacion de Pb por generacién de hidruros (64).

Uno de los métodos mds usuales para aumentar la selectividad es la utilizacion de

membranas pues en funciéon de su naturaleza permiten el paso selectivo de diferentes
especies tales como gases, moléculas menores de determinado peso molecular, especies
i6nicas etc. Para que dicha separacion se efectue con un buen rendimiento se necesita un
tiempo determinado de contacto entre la disolucion y la membrana, condicién
contradictoria a la filosofia de un sistema FIA con medidas en no equilibrio (tiempo muy
corto de contacto entre ambos). Por tanto el empleo de membranas en sistemas en flujo
derivaria en una menor sensibilidad, problema que puede subsanarse empleando técnicas
de preconcentracién. Las membranas mds comiinmente utilizadas pertenecen a uno de los

stguientes tipos:

- Membranas de difusién de gases y silicona que permiten la determinacién de compuestos
en estado gaseoso (como O;, Cl0,) (65-67) o aquellos que no siendo éste su estado natural
puedan sufrir dicha transformacién por reaccién dcido-base (68-70), calor (71.72) o

generacion de hidruros.

- Membranas de didlisis, muy utiles para la eliminacion de interferencias de proteinas y
macromoléculas en muestras bioldgicas, este es el caso de la eliminacion de la interferencia
producida por la caseina en determinacién potenciométrica de cloruro en leche utilizando
un electrodo selectivo de cloruro (73).

- Membranas ionémeras que aumentan la selectividad de biosensores basados en electrodos
enzimaticos como ha demostrado Rosario y colaboradores con la determinacién de urea en
suero humano (74).

- Membranas microporosas utilizadas con éxito como separadores de fases en la generacién

de hidruros, como paso previo a la etapa de deteccién.

- Membranas hidrofébicas inertes (75,76} muy \tiles para ctapas de limpieza vy
preconcentracion en sistemas de flujo acoplados a cromatografia de gases. Estas
membranas se han convertido en una alternativa de gran interés a la extraccion liquido-

liquido en dichos acoplamientos..
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La formacion de un precipitado en el sistema en flujo ha permitido la determinacion
selectiva de Ca en presencia de Al (77).

Los métodos que utilizan enzmas inmovilizadas y se basan en la velocidad de
reaccion combinan la selectividad intrinseca que poseen las enzimas con las ventajas de los
métodos de andlisis basados en la velocidad de reaccidn (eliminacién de interferencias
procedentes de 1a matriz y de las especies que reaccionan mds rdpida o mds lentamente que
el analito), por ello la utilizacién de reacciones bioquimicas con reactivos o catalizadores
inmovilizados conllevan un aumento tanto de sensibilidad como selectividad. Estas
medidas pueden efectuarse en tres modalidades diferentes: flujo parado (78), cambio
iterativo de direccion de flujo (79), y configuraciones abierto-cerrada. (80).

Los inmungensaygs poseen un gran potencial para el incremento de la selectividad

de los métodos FIA (87) cuando se inserta en el sistema de flujo una minicolumna que
contienen los anticuerpos inmovilizados. El principio de su funcionamiento estd basado en
Ja competencia por el enlace de un anficuerpo entre un antigeno (analito) y un antigeno
marcado (enzimdtica o fluorimetricamente) que estd presente en Ja muestra en una cantidad
conocida y fija.

Tanto en los dltimos afos como en un futuro proximo la tendencia en el desarrollo
de métodos en flujo continuo, especialmente FIA, desde el punto de vista aplicado ha
estado y estd orientada a la multideterminacién y desde el punto de vista tecnoldgico se
centra en un incremento de la automatizacién y de la miniaturizacion del sistema. En
ambas dreas el proceso pasa por avances en Jos sistemmas FIA asociados a la utilizacién de
fases sélidas.

3.2.2. FASES SOLIDAS INTEGRADAS EN EL SISTEMA DE DETECCION: SENSORES
OPTICOS EN FLUJO.

El acoplamiento de métedos automdticos en flujo (plenamente establecidos en el
campo de Quimica Analitica) con una "técmca relativamente nueva" pero ampliamente
divulgada como los sensores dpticos es una de las tendencias mds innovadora en el campo
de (bio)sensores quimicos.
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Es ésta una tendencia que ocupa un lugar preferente en la investigacioén actual, su
atractivo se basa en la posibilidad de aunar las ventajas que presentan ambas técnicas por
separado, las inherentes a los métodos de andlisis por inyeccion en flujo (FIA) (reduccién
de cantidad y nivel de interferencias, alta reproducibilidad y precision, alta frecuencia
de muestreo, gran sencillez y economia y gran versatilidad). y las propias de los
sensores opticos (gran potencial para medidas rdpidas "in situ”, a larga distancia y en
ambientes peligrosos, asi como la posibilidad de preconcentracion). Ambas ventajas
posibilitan el empleo de sensores dpticos en el seguimiento de especies de interés en una

gran variedad de campos..

El empleo de los métodos FIA en combinacién con los optrodos se ha sugerido con
dos finalidades principales: comprobar el funcionamiento de los sensores y acoplar los
sensores Opticos como detectores en sistemas FIA para llevar a cabo andlisis quimicos

convencionales,

El primer propésito constituye un modo sencillo de optimizar los pardmetros que

afectan a! funcionamiento del sensor.

Por otra parte los sensores dpticos en flujo ofrecen una alternativa ventajosa frente

a los optrodos convencionales (tipo "sonda"). Las ventajas citadas incluyen:

- capacidad para renovar y acondicionar de manera reproducible y sencilla la capa
sensora,

- facilitar el proceso de regeneracion de la fase reactiva (sensores regenerables), o
recalibracion del sensor,

- evitar variaciones en pardmetros que influyen en la respuesta del sensor tales
como pH, temperatura o fuerza idnica,

- minimizacion de los problemas cinéticos de tranferencia de masa que se observan
a través de membranas y que constituyen uno de los mayores inconvenientes de muchos
optrodos, |

- adaptabilidad, posibilidad de pretratamientos en linea, automatizacion, etc.
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La fase reactiva de un sensor en flujo puede estar constituida por:

1) inmovilizacién permanente de un reactivo (82-85) que directa o indirectamente
reacciona con el analito para formar un producto detectable épticamente.

2) inmovilizacién permanente de un catalizador (86-89) que facilita la conversion
del analito en un producto con propiedades épticas diferentes.

3) inmovilizaciéon temporal del sustrato (90-92), muy dtil para la determinacién
de sustratos con propiedades épticas susceptibles de ser medidas o para la determinacién de
catalizadores.

4) inmovilizacién temporal del producto de reaccion (93-97), de gran interés en
aquellos casos en que no se consigue una inmovilizacion estable del reactivo sobre la fase
sélida o bien cuando la cinética de la reaccién de formacién de un complejo u otro

producto es relativamente desfavorable.

La operatividad de los sensores en flujo supone la necesidad de reversibilidad o al
menos regeneracion de la fase reactiva. Ambos casos significan la recuperacién de la linea

base de forma repetitiva y reproducible cada vez que se completa un ciclo de medida.

1) cuando se trata de reacciones reversibles y la muestra inyectada entra en contacto
con la superficie reactiva, de forma que el indicador inmovilizado reacciona con el analito,
se obtiene una seiial transitoria (tipico pico F1A). La altura de pico, H, puede servir
como base para la calibracién. La linea base se debe al contacto de la fase reactiva con la
disolucion reguladora, mientras que el pico FIA se debe al contacto con la muestra,

(Figura 8 trazo grueso).

2) en este caso, el anahto es retenido sobre la superficie activa, teniendo lugar la
reaccion, la sefial en este caso es acumulativa por lo que transcurrido cierto tiempo
alcanza un valor constante. A conttnuacion el producto de 1a reaccion es eluido con un
reactivo apropiado, el cual se inyecta una vez alcanzada la meseta y de esta forma la sefial
retorna hasta la linea base (Figura 8 trazo fino).
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RESPUESTA e

()

Figura 8. Tipos de sefiales obtenidas con sistemas en flujo que integran los procesos de
retencidn/reaccion y deteccion en la fase solida. La sefal puede tener forma de pico (trazo grueso)
o curva asintoticamnete ascendente, que retorna a la finea base una vez bombeado el eluyente (E).

Los sensores Opticos en fluyjo pueden responder principalmente a dos
configuraciones, segtin se muestra en la Figura 9, en ambas la reaccién quimica que da
lugar a la senal analitica se produce en la fase sensora que estd situada en un sistema en
flujo. La fase reactiva puede estar situada fisicamente en el sistema de deteccion (Figura
9a) o puede no estar situada la fase s6lida en el detector. En este ltimo caso es preciso el
acoplamiento de una fibra éptica para la transmisién de la "senal analitica" desde el soporte

s6hdo hasta el detector (figura 9b).
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ENTRADA CELULA DE FLUJO
FLUJO (FASE REACTI_\_/A.)“ DESECHO

Figura 9. Configuraciones de sensores dpticos en flujo. a) sin fibra dptica. b) con fibra Gptica.

La eficiencia de la integracion de los procesos de conversion y deteccién en un

determinado sistema necesita unos requisitos que pueden resumirse en:

- la mmovilizacién permanente o temporal de alguno de los componentes de la
reaccion quimica,

- es deseable que la fase sensora actue de forma reversible o al menos regenerable,

- cinética rdpida de los procesos de retencién y elucion,

- compatibilidad del soporte elegido y sistema de deteccion

3.3. INSTRUMENTACION

La instrumentacion bdsica asociada a los sensores (tanto tipo sonda o de flyjo) es
bastante simple, ya que se utilizan los componentes espectroscopicos convencionales
pudiendo inclwr o no fibra dptica. Frecuentemente, las medidas de radiacién en superficies

solidas puede realizarse modificando levemente los espectrofotémetros convencionales,
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modificaciéon que solo conlleva la adaptacidon del compartimento de la muestra con ¢l
objeto de enfocar y alinear correctamente la fibra al sistema ptico del instrumento. Otra
posibilidad en el campo de sensores opticos es el disefio y construccién de! equipo por
médulos cuyas caracteristicas y coste econémico dependerdn de las necesidades concretas
(posibilidad de mimaturizacién y equipos portdtiles). En el caso de sensores (en flujo) en
los que la reaccidn/retenciéon y deteccidn se realice simultdncamente el instrumental
analftico solo se verd modificado en cuanto a la incorporacién del sistema en flujo que

dada la versatilidad de estos dispositivos no muestra ninguna complicacion.

Ell disefio de la célula de flujo deber ser optimizado con objeto de que exista una
interaccién mdxima entre la radiacién y el frente de moléculas situadas en la "superficie
activa". Idealmente todos los materiales absorbentes deben colocarse en el campo visual
del detector, la energia absorbida o reflejada por las moléculas deberia ser mdxima
mientras que efectos como la luz dispersada por las ventanas y paredes de la célula y por el
material sélido debe ser minima, por otra parte la geometria de la célula debe levar a una

eficiencia mdxima de adsorcidn/desorcion de reactivos y analitos.
En general la intrumentacién consta de los siguientes componentes:
3.3.1. FUENTES DE RADIACION.

Puede hacerse uso de ldmparas convencionales utilizadas en otras técnicas, tales
como ldseres, ldmparas de xenon, de neon, de halégenos, de wolframio, diodos emisores

de luz etc.

l.a utilizacién de Idseres en combinacién con sensores Opticos ofrece grandes
ventajas por ser unas fuentes de radiaci6;1 muy intensas lo que permite la conduccién de la
radiacién a través de la fibra Optica a lo largo de grandes distancias con una minima
atenuacién, ademds la naturaleza cas1 monocromatica de la radiaciacién emitida permite la
utilizacion de filtros en lugar de monocromadores. Como contrapartida, sus inconvenientes
son su elevado precio, complicado sistema de estabilizacion y aparicién de un fondo

espectral indeseable originado por la estimulacion de la radiaciéon Raman.

Los ldmparas de descarga de xenon tanto de corriente continua como pulsada
emiten radiacion perteneciente a un amplio intervalo espectral (250 - 800 nm), la
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intensidad de dicha radiacién varia considerablemente con el estado de la ldmpara por su
tiempo de vida limitado. Estas ldmparas requieren ademds al igual que los ldseres un
sistema de estabilizacién importante. Las ldmparas de xenon pulsadas son preferibles por
su mayor tiempo de vida, menor precio y menor consumo de energia, sin embargo hay que

tener en cuenta las fluctuaciones de pulso a pulso de la lampara.

Las ldmparas de neon presentan mdximos espectrales entre 350 - 700 nm. La
intensidad de la radiacion emitida es pequenia pero su gran tiempo de vida junto a su bajo
precio y baja energia eléctrica requenida, hacen de estas ldmparas de descarga en

combinacién con fibras épticas y filtros interferenciales una opcidn interesante.

Las ldmparas de halogenos y de wolframio son mds baratas, pero su uso practico es
muy limitado: producen mucho calor, limitada duracién y no emiten por debajo de 400

nm.

Los diodos emisores de luz, por su pequeho tamafio, gran duracién y baja potencia,
se pueden considerar como fuentes de luz ideales en la construccién de instrumentacién
portdtil de optrodos basados en medidas fotométricas. No obstante, la baja intensidad de la
luz emitida y la falta de existencia de diodos en todo el intervalo espectral limita sus

aphcaciones.
3.3.2. SELECTORES DE LONGITUD DE ONDA Y ACOPLADORES OPTICOS.

La senal con interés analitico generada en los sensores Opticos, que puede
corresponder a cualquier intervalo del espectro, debe ser discnminada de la luz interferente
que normalmente la acompaiia (emisién Raman y dispersion Rayleigh principalmente).
Para ello pueden utilizarse filtros o monocromadores.

La discriminacion de estas radiaciones es de suma tmportancia en el caso de
utilizacion de fibras iinicas en las que a su través viajan tanto la luz procedente de la fuente
como la que procede de la muestra. En el caso de andlisis por fluorescencia pueden
utilizarse filtros interferenciales, mds econémicos, en lugar de monocromadores siempre y

cuando exista un gran desplazamiento de Stokes.
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La radiacién procedente de la fuente debe acoplarse Opticamente a la fibra éptica
asi como la radiacion emitida por la muestra debe acoplarse al detector, por otra parte el
haz de radiacion debe diferenciar entre la radiacion incidente y ia reemitida por la fase

sélida, para ello se emplean diversos métodos, utilizacion de espejos seclorizados ©

bifurcacion de la fibra entre otros.

La utilizacién de haces de fibras produce pérdidas adicionales porque las fibras de
deteccién no recogen toda la radiacién producida por la muestra. Dichas pérdidas
aumentan con la distancia entre las de fibra con un menor dngulo de solapamiento. La
mayor eficiencia de acoplamiento es cuando la muestra es grande en relacién al campo de
vista del haz de deteccién. Pueden utilizarse lentes para aumentar esta eficiencia si la
muestra es de pequefio tamafto o se encuentra en un lugar inaccesible. El tamano del haz
de fibras afecta tanto a la cantidad de luz que llega a la muestra como a la cantidad de luz
recolectada. (Figura 10). Las fibras unicas ofrecen ventajas por su pequefio tamafio
(posibilidad de empleo en cateteres) y menor costo, las fibras épticas bifurcadas son mds

voluminosas pero permiten una iluminacién mds homogénea de las muestras.
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Figura 10. Conos comunes de juz y distancia mfnima entre fibra y la capa sensible para mayor
sensibilidad en una haz de fibras Gpticas
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3.3.3. DETECTORES DE RADIACION

Existen actualmente tres tipos de detectores: fotoemisores  (tubos
fotomultiplicadores y fototubos), detectores de tipo voltaico (fotodiodo de silicio) y de tipo
fotoconductivo (fototransmisores, fotodiodos, etc). La eleccién del mds apropiado es un

compromiso entre la sensibilidad requerida y el coste econémico.

Los tubos fotomultiplicadores tienen una relacién seiial/ruido muy favorable y una
respuesta rdpida por lo que son ideales para medidas de radiacién de baja intensidad.

El fotodiodo de silicio presenta pequefio tamano, bajo precio y buena estabilidad asi
como un intervalo dinimico mds amplio que los fotomultiplicadores, sin embargo su

sensibilidad es mucho menor.

Los detectores de tipo fotoconductivo poseen buena sensibilidad en el intervalo 400-
900 nm y pueden ser de distintos tipos: 1) de unidn fotoconductora que incluye los
fototransistores y los fotodiodos "positivo-intrinseco-negativo”; 2) células fotoconductoras

de sulfuro de cadmio y seleniuro de cadmio.
3.3.4. FIBRA OPTICA: PROPAGACION DE LA RADIACION.

La fibra dptica es capaz de transportar la radiacién electromagnética a grandes
distancias con pérdidas muy pequefias en su intensidad. Actualmente y gracias al gran
avance que se ha producido en las ciencias de la comunicacién se dispone de gran variedad
de fibras opticas.

La seccion transversal de una fibra dptica se encuentra representada en la figura 1]
En ella se observa que estd formada por tres partes: el nicleo y el revestimiento, de
materiales transparentes a la radiacion empleada y una funda protectora. El micleo
constituye el soporte fisico de la radiacion dptica que se guia y el revestimiento ayuda al
confinamiento de dicha radiacion. Finalmente suele recubrirse la fibrsa por puna funda

externa, generalmente pldstica que proporciona proteccién mecdnicay térmica a la fibra.



Lo
A

Introduccicn General

CAPA PROTECTORA

4

NUCLEO

REVESTIMIENTO

Figura 11. Partes de una fibra dptica.

El principio por el cual la fibra "conduce” la radiacién por el camino deseado se
basa en la reflexién total (figura 12)que tiene lugar en un material de alto indice de
refraccion (n,) al llegar a la interfase con un material (revestimiento) de menor indice (n,),
siempre que la radiacién penetre en la fibra con un dngulo menor que el dngulo de
aceptacion o critico. La relacién entre el dngulo de incidencia y el de refraccidn viene dada

por la ley de Snell:
n, sen o; = n, sen a,

A medida que el dngulo de incidencia («;) se va haciendo mayor aumenta el dngulo
de refraccion (o), hasta que para un valor sen «;, >n, /n; es imposible que el rayo sufra
refraccion sino que es reflejado dentro de la fibra (reflexion total). Para que esto ocurra es
importante saber cual es el mdximo dngulo de entrada de radiacién en la fibra, este dngulo

se denomina dngulo de aceptacion o, cuyo valor se expresa en la siguiente ecuacién:
oo = arcsen( n,/n, cos «; )
donde n, es el indice de refraccién externo a la fibra. Por consiguiente, toda la radiacion

con un dngulo de entrada menor o igual al dngulo de aceptacion «, se transmite por la

fibra, mientras que si es mayor, se pierde.
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Figura 12: Transmisién de la radiacion a través de la fibra dptica

Los pardmetros caracteristicos de una fibra dptica los podemos clasificar en
estdticos y dindmicos:

Estdticos son aquélios pardmetros que se mantienen constantes a lo largo de la

fibra. A esta categoria pertenecen los siguientes parimetros:

- Apertura numeérica (A N). Indica la cantidad de luz que es capaz de aceptar la
fibra. La apertura numérica describe el cono de radiacién que puede penetrar por la fibra

para ser "guiada" y normalmente oscila entre (.18 y 0.66.
A N = n;sen o
La apertura numérica si n, = 1 es funcién iunicamente del seno del dngulo de
aceptacién. Este dangulo depende de la diferencia entre los indices de refraccion del nicleo
y del revestimiento, cuanto mayor es esta diferencia, mayor es el dngulo y por tanto mayor

la apertura numérica de la fibra.

AN = (n,2-n,2)1?
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- Didmetro del micleo y didmetro del revestimiento, la relacién de ambos configura
que las fibras sean multimodo o de modo tnico.

- Indice de refraccion. Los valores del indice de refraccién dan lugar a dos tipos de
fibras seguin que éste sea constante o tenga un gradiente a lo largo de la misma.

En las primeras el indice del nicleo, n, y del revestimiento n, son constantes,
transmitiendose la radiacion en "zig-zag" por reflexion total. Estas fibras se denominan de

"salto de fndice”.

En las segundas el indice de refraccién del niicelo n|, tiene un gradiente a lo largo
de la fibra, pero siempre es mayor que el indice del revestimiento n,. En estas fibras que
se denominan de "indice gradual”, la transmision tiene lugar en "ondas” por reflexién total
y por refraccién. En la figura 13 se puede observar un esquema con los distintos tipos de
fibra.

Puiso de ‘ o Parfil
:r.:; ::. W Fiora multimodo de indice an ascaktn. a::&. oo L r:; |rm¢
P ‘-—-1" L
| N\ > It
“/ —_—
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Figura 13. Tipo de fibras dpticas
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Dindmicos, son aquéllos pardmetros que varfan a medida que la radiacién avanza
por la fibra y definen el grado de distorsion de la sefial luminosa. A esta categorfa

pertenecen:

- Atenuacidn. Este pardmetro mide la pérdida de la radiacion a lo largo de la fibra,
dependiendo de factores intrinsecos y extrinsecos. La atenuacidn se mide en decibelio/Km

(dB/Km) y se calcula como:

dB/Km = -10 log 1/1,,

donde L es la intensidad de la radiacién que penetra en la fibra e I es la intensidad en un
punto dentro de la fibra.

Los factores intrinsecos no se pueden eliminar puesto que dependen de la naturaleza
del materia! empleado, y dan lugar fundamentalmente a pérdida de radiacién por
absorcion. Las fibras de silice fundida transmiten en el wntervalo de 220 a 1300 nm,
mientras que las de vidrio lo hacen desde 380 hasta 1300 nm. Las fibras de pldstico
(poliestireno, polimetacrilato}) son mucho mds economicas y fdciles de manejar pero
unicamente transmiten en el visible. Las pérdidas de radiacion debida a factores
extrinsecos, que dependen de hechos como la contaminacién del vidrio con metales,
curvatura, etc, se han minimizado a lo largo de los afios puesto que cada vez se consiguen

materiales con mayor pureza. En la actualidad se trabaja con fibras con una atenuacién del
orden de 0.01 - 3 dB/Km.

La curvatura de la fibra tambien da lugar a pérdidas, pero éstas son inapreciables
hasta que se sobrepasa una curvatura critica. Como tegla prdctica puede considerarse un

radio de curvatura minimo de valor igual a diez veces el didmetro externo de la fibra.

3.3.5. TERMINAL SENSIBLE.

La preparacién del terminal sensible con la fase sensora reactiva puede considerarse
la etapa clave en el disefio y desarrollo de los sensores opticos. En esta etapa se incluye la
elecci6n del indicador adecuado, el soporte y el método de inmovilizacién para la
obtencién de superficies activas tan sensibles como sea posible. Es un estudio dificil dada

la cantidad y variedad tanto de indicadores, como de soportes sélidos y mecanismos de
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inmovilizacion. Es preciso tener en cuenta el analito a determinar para la eleccién del
indicador adecuado, las caracteristicas de ambos y su posible interaccidon para la seleccion
del soporte y todo ello condiciona la eleccién del método de inmovilizacién mds adecuado.
A pesar de la cantidad de estudios efectuados no puede generalizarse en cuanto al tipo de
soporte y mecanismo de inmovilizacién ideales sino que esta eleccién debe basarse en
datos experimentales obtenidos para cada indicador en condiciones determinadas. De
manera orientativa se pueden ensayar los sustratos que hayan sido utilizados en bibliografia

con buenos resultados con reactivos similares a los de interés.

Dada la importancia de esta parte del sensor se estudiard separadamente en el

siguiente apartado.

3.4. FASE SENSORA O REACTIVA,

En este apartado se hard una breve descripcion de los indicadores y soportes mds
empleados en la bibliografia haciendo mencién especial a los distitntos procedimientos para

la inmovilizacion.

3.4.1. INDICADORES.

Se han descrito multitud de reactivos para la determinacién de numerosos analitos
morgdnicos. Entre ellos existen colorantes, indicadores fluorescentes e incluso moléculas
organicas normalmente no fluorescentes por si solas que pueden serlo utilizando reactivos

marcadores o derivatizantes.

El indicador debe poseer una funcién quimica que le permita ser inmovilizado en
un soporte rigido, si no es asi es preciso modificarlo para proveerle de una funcién
quimica que posibilite el proceso de inmovilizacién. Es deseable que dicho proceso no
afecte las propiedades fisico-quimicas del reactivo elegido para que la reactividad del

mismo en fase s6lida sea similar a la que presenta en disolucion.

Una de las razones principales de la limitada estabilidad (tiempo de vida) de los

sensores 6pticos es la fotodescomposicidn de los indicadores, por ello en la seleccion del
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indicador es de suma importancia que éste presente una gran estabilidad fotoquimica ya
que el indicador soportado estd sometido a continua radiacion durante semanas e incluso

meses.

A pesar de los numerosos reactivos conocidos para la determinacién de una gran
diversidad de analitos se requiere un gran esfuerzo en investigacion en cuanto al disefio de
nuevas moléculas fluorescentes que puedan ser utilizadas en fase solida para la
determinacion de especies de interés para las que no existe indicador adecuado, o para la
mejora en cuanto a selectividad de los reactivos ya descritos para diversos analitos.

3.4.2. SOPORTES.

Los reactivos utilizados en sensores opticos se inmovilizan preferentemente en
soportes rigidos y épticamente transparentes, constituyendo su conjunto la fase sensible al
analito a determinar. Como soporte sélido puede utilizarse la superficie del extremo final
de la fibra dptica aunque su superficie especifica es mds bien pequefia por lo que la
sensibilidad obtenida es limitada, €sta puede verse compensada con la utilizacién de una
fuente de energia potente como el ldser. La eleccion del soporte tiene un efecto marcado en
las caracteristicas del futuro sensor, principaimente en el tiempo de respuesta e incluso en
la selectividad del método.

En todo caso, la eleccién del soporte polimérico depende de los requerimientos
predicibles por las interacciones indicador-analito. Por ejemplo para analitos gaseosos la
respuesta estd gobernada por el coeficiente de difusion de los gases hacia el soporte, su
solubilidad en el mismo y la permeabilidad de éste. Asi, cuando se trata de indicadores
fluorescentes y desactivadores gaseosos no polares, como oxigeno o diéxido de azufre, el
indicador puede disolverse en un polimero adecuado para formar la capa sensible a través
de la cual el desactivador pueda difundir libremente pero no las sustancias idénicas
mejorando en este caso la selctividad. Se considera que para O, y CO, la silicona es el
soporte de eleccion por la gran solubilidad que presentan dichos analitos en este soporte

ademds de que impide el paso a sustancias acuosas por su cardcter hidrofébico.

Otro aspecto a tener en cuenta en la eleccion del soporte es 1a posible fluorescencia
intrinseca de algunos soportes tales como algunos polimeros de poliestireno (excitacién

UV) que se traduciria en la obtencién de sefiales muy altas correspondiente al blanco. Los
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polimeros de polietileno también presentan fluorescencia pero con menor intensidad. Por el
contrario cloruro de polivinilo y silicona normalmente no presentan fluorescencia. Algunos
aditivos plastificantes afadidos a los polimeros orgdnicos para mejorar sus caracteristicas
fisicas como maleabilidad y permeabilidad frente a gases también poseen fluorescencia

contribuyendo a la senal de fondo.

En las situaciones en que el analito no penetre en el interior del polimero o el
reactivo a utilizar no sea soluble en tales polimeros, es preciso facilitar el acceso del
analito hacia el reactivo que normalmente se efectia por inmovilizacién del mismo en la

superficie del soporte polimérico permitiendo su contacto con la disolucién de muestra.

Son muchos los soportes solidos utilizados en los procesos de tnmovilizacién, los
empleados con mds frecuencia son: vidrio en varias formas, celulosa, poliacrilamida, papel
de cromatograffa, membrana de electroforesis, intercambiadores idnicos etc. La
investigacion en la utilizacion de otros muchos soportes debe continuar para aclarar en lo
posible las variables que afectan a la radiacidn observada "emitida" desde el sélido con el
fin de poder controlar dichas variables (distribucién del analito sobre la superficie, espesor
de la fase reactiva). El vidrio presenta la ventaja de no hincharse en disolucién acuosa, en
forma de bolitas de vidno de poro controlado presenta ademds una gran superficie
especifica. Con la utilizacién de celulosa como soporte se consiguen tiempos de respuesta
pequefios cuando se trabaja con disofuciones acuosas pero sin embargo su estabilidad es
limitada por su facilidad de degradacién bacteriana. De los entrecruzamientos con
poliacrilamida y pometacrilamida resultan soportes muy estables pero que se hinchan en
agua. Otros soportes utilizados son las membranas de intercambio idnico empleadas en el
caso de inmovilizacion de moléculas cargadas que quedan fijadas en posiciones accesibles
al analito, debido a ello los blancos (sefial correspondiente al indicador soportado) son

minimos.

Las superficies activas obtenidas pueden situarse en diferentes posiciones o formas
segiin la configuracién del sensor en cuestion. Asi, la fase reactiva puede colocarse en el
extremo de la fibra éptica (sensores tipo sonda o en flujo, ambos con fibra 6ptica) 0 en una

célula de fluyjo que se dispone en el portamuestras del instrumento de medida. (Figura 5)
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3.4.3. TECNICAS DE INMOVILIZACION.

La eleccion del proceso de inmovilizacion es critico en el conjunto de operaciones
necesarias para el desarrolio de sensores Opticos. Los métodos mds importantes para la
preparacion de las fases reactivas son: inmovilizacion mecdnica (fisica), electrostdtica y
covalente (Figura 14). Existen revisiones que cubren todos los aspectos tanto fisicos como
quimicos de gran variedad de reactivos inmovilizados, indicadores, proteinas e incluso
células. Los métodos mds estudiados son los que involucran la inmovilizacién de proteinas.
Las conclusiones no pueden generalizarse pero si se puede tener una idea general de los
problemas existentes.

Mecdnica Covalente

Electrostdtica

Figura 14 Tipos de inmovilizacion.
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Inmovilizacion fisica. Fl atrapamiento fisico permite un elevada carga de reactivo

en la fase solida pero normalmente ofrece pobres caracteristicas (gran resistencia) para su
utitizacién en sistemas en flujo. Pueden distinguirse dos tipos: 1) adsorcion y 2) la
inclusion de la molécula deseada en una oquedad sin posibilidad de desalojo como sucede
en el atrapamiento en una matriz de silice por el procedimiento denominado sol-gel.

Para determinados propésitos es suficiente la adsorcidn sobre una superficie polar
del reactivo deseado. Los enlaces formados son interacciones Van der Waalls. Es el

método mds simple y mds barato.

Los reactivos pueden ser confinados en el interior de cdpsulas de solo unos nm de
didmetro en el caso de indicadores, aunque normalmente el confinamiento es un método
empleado para biomoléculas, ya que el atrapamiento de éstas mantiene una alta actividad
enzimdtica sin vanacion apreciable de sus propiedades. Un método bastante simple para la
inmovilizacion de indicadores sobre celulosa y materiales relacionados estd basado en la
creacién de una estructura porosa con conexiones internas dentro de un esqueleto de
celulosa. T.a membrana de celulosa se agita en una disolucién acuosa de polietilenimina o
un diaminoalcano de larga cadena quedando el indicador atrapado en el interior de una

malla.

El atrapamiento fisico de moléculas puede llevarse a cabo en matrices de diferente
naturaleza, distintas membranas, geles de poliacrilamida, o en matrices de silice a
temperatura ambiente como en el caso de procedimiento sol-gel. Este método de
inmovilizacion se detalla a confinuacién por su novedad en la aplicacién a sensores

quimicos de fibra dptica y constituir una de las técnicas de inmovilizacién empleadas en
esta memona.

Atrapamiento de reactivos por el procedimiento sol-gel. Los recientes avances en la
tecnologia de la fabricacidn de cerdmica han hecho posible modelar vidrios porosos de

silice a temperatura ambiente segun el llamado "proceso sol-gel” (98,99) que consiste en
la hidrdlisis y posterior condensacién de de tetraalcoxisilanos en disoluciones
hidroalcohdlicas.

(racias a esta técnica es posible "dopar” los vidrios de silice con compuestos de

diversa naturaleza, introduciéndolos junto a los reactivos de polimerizacién gquedando
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atrapados en las cavidades existentes en el futuro vidrio y al mismo tiempo siendo posible
su interaccién con especies solubles que accedan a ellos a través de los poros del vidrio,
De esta manera es casi generalizada la posibilidad de obtener o fabricar un vidrio apto para
determinar especies segun nuestras necesidades, sin mds que elegir el reactivo adecuado y
fabricar un vidrio por el proceso sol-gel con los "ingredientes” adecuados. Algunos grupos
de investigacion han "atrapado” diferentes reactivos orgdnicos en vidrios sol-gel (7100-102)

y han estudiado sus propiedades fotoquimicas..

El proceso sol-gel es un método atractivo para la inmovilizacién de (bio)moleculas
en matrices de silice por su preparacién a temperatura ambiente, posibilidad de atrapar
gran cantidad de reactivo y sencillez. Jhonson y col. (703) en 1971 inmovilizaron tripsina
por este procedimiento demostrando su actividad en su nuevo entorno. Braun y
colaboradores. (104) han atrapado fosfatas alcalina siguiendo este proceso consiguiendo
una biocatalisis estable de la enzima atrapada. Tatsu y col. (/05) han inmovilizado por este

método glucosa oxidasa para su utilizacién en un sensor de glucosa.

Todo esto hace que el proceso sol-gel posea un gran potencial para la obtencién de
fases reactivas de sensores quimicos (106-108) sin mds que seleccionar los reactivos
correctos, puede ser la panacea universal a la hora de disehar sensores sin mds que
seleccionar los reactivos correctos. Es preciso ademds que el soporte obtenido sea
funcional, o sea que reaccione con el analito a determinar en un tiempo razonable y esto
depende en gran medida de una multitud de pardmetros que es necesario controlar en el
transcurso del proceso de fabricacidn del sol-gel (tiempo de envejecimiento, temperatura,
etc. ).

[.a obtencién de un vidrio por el procedimiento sol-gel implica las siguientes etapas
(98)

*- Mezcla: Se produce la hidrélisis y policondensacidon al mezclar el precursor alcéxido
Si(OR), con agua. El tamario de particula y el entrecruzamiento entre particulas (densidad)
depende tanto del pH como de la relacién R= [H,OV[S1(OR),].

Hidrélisis: n 81 {OR), +4n H,0 - n Si(OH), + 4 n ROH
Condensacion: n Si(OH), ------——-- n Si0, + 2n H,0
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Si la hidrélisis tiene lugar en medios hidroalcohdlicos las reacciones implicadas son

mds complejas segin describen algunos autores (109.110).

*~ QGelificacién. Las particulas coloidales juntas comienzan a formar una malla
tridimensional. La viscosidad aumenta bruscamente y se obtiene un objeto sélido con la

misma forma del molde que lo contiene.

*_ Envejecimiento: En esta etapa la policondensacion continida; aumenta el espesor de la
pared interparticula y disminuye la porosidad. La fuerza del gel aumenta con el

envejecimiento.

*. Secado: El liquido que se encontraba en los poros de la malla es eliminado. En esta
etapa se desarrollan fuerzas de capilaridad muy grandes cuando los poros son pequefios

{menor de 20 nm),

*- Estabilizacion quimica o deshidratacién: La eliminacidn de los grupos silanol de la
superficie supone la obtencidon de un sélido ultraporoso quimicamente estable. Este gel

poroso fabricado es dpticamente transparente con poros intercomunicados.

*. Densificacion: se produce sometiendo el gel poroso a temperaturas altas, puede lograrse
una densidad equivalente al cuarzo fundido (eliminando todos los poros). La temperatura
de densificacidn depende de las dimensiones del poro en la malla, la conectividad entre
ellos y el drea superficial.

La estructura de un gel se establece en el tiempo de gelacion; los demds procesos
como envejecimiento, secado, estabilizacion y densificacion dependen de la estructura del
gel. Las velocidades relativas de hidrélisis y condensacién, gue ocurren simultineamente
aunque con diferente velocidad, determinan la estructura del gel. Las variables de mayor
importancia son temperatura, naturaleza y concentracion del electrolito(dcido o base),
naturaleza del disolvente y tipo de precursor alcéxido. Es por ello importante conocer
como actua cada variable sobre la velocidades de las reacciones de hidrolisis y
condensacion ya que de ello dependerd la estructura del futuro vidno puesto que se sabe
que una hidrélisis rdpida y una condensacién lenta favorecen la formacién de polimeros
lineales mientras que una hidrolisis lenta y una rdpida condensacién dan lugar a polimeros

mayores y mds ramificados. De 1gual manera el tiempo de gelacién y la viscosidad del gel
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dependen de la temperatura a la que se esté llevando el proceso y de las variables antes
mencionadas. Otro pardmetro importante a tener en cuenta en la obtencidén del vidrio
poroso es la eleccion del recipiente empleado, debe evitarse la adhesion del gel al molde

para que no existan fuerzas que favorezcan la ruptura del vidrio.

De todo lo expuesto, podemos resumir que antes de lanzamos a la aventura
debemos saber exactamente qué caracteristicas debe tener el vidrio sol-gel que vamos a
fabricar segiin nuestras necesidades, en nuestro caso para que sea un soporte sélide
reactivo y poder utilizarto como sensor nos interesa una gran drea superficial y tamafo de
poros adecuados al analito que queramos determinar asf como una gran intercomunicacion
entre dichos poros para que se vea facilitada la reaccionabilidad entre el reactivo

"atrapado” en el vidrio sol-gel y el analito a determinar.

La immovilizacidn electrostdftica es posible cuando la superficie del soporte rigido
esta provisto de grupos cargados tales como sulfonicos o amonios cuaternarios, el material
es capaz de enlazar iones que tenga carga opuesta. (ej pofiestireno sulfonado enlaza
diversos cationes con distinta fuerza). Este hecho se usa ampliamente para separar aniones
o cationes y el enriquecimineto de iones traza. El enlace en la superficie resulta de una
interaccién electrostdtica.

Las principales ventajas de esta inmovilizacién es el fdcil procedimiento y su
reproducibilidad. La carga de la fase solida puede ser gobernada por el tiempo de
inmovilizacién. El procedimiento de inmovilizacién suele ser muy simple , el polimero
cargado es sumergido en la disolucién del reactivo por un periodo de tiempo definido. Las
moléculas indicadoras, se situan en sitios en la superficie del polimero por lo que son

ficilmente accesible a las especies de interés,

La inmovilizacién quimica se realiza por formacién de un enlace covalente del
reactivo seleccionado (indicador, enzima, antigeno, anticuerpo o incluso bacterias) en una
superficie solida que debe presentar grupos reactivos, sl no €s asi es neceario un proceso
de activacion. El enlace covalente puede llevarse a cabo tanto en la superficie del soporte
solido como por entrecruzamiento entre el reactivo (enzimas, proteinas). Si se trata de un
indicador el proceso puede ser mds complejo y laborioso. La tabla II resume los métodos

mas empleados para el enlace covalente de indicadores en soportes de diferente naturaleza.
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La inmovilizacion covalente normalmente modifica dristicamente las caracteristicas

intrinsecas de los reactivos, asi pueden observarse pequenas variaciones espectrales de los

reactivos, cambios considerables de los valores de pKa, de constantes de formacion de

enlaces y de constantes de desactivacién de fluorescencia. Los cambios vienen a ser un

reflejo de diversos tipos de interacciones,

interacciones entre moléculas vecinas del

colorante inmovilizado en la superficie del polimero, interacciones entre las moléculas del
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reactivo y la superficie del polimero y también efectos electronicos del enlace covalente
formado. En cada caso particular, es preciso por tanto determinar las caracteristicas del

reactivo inmovilizado respecto a las que presenta en disolucion.

Existen en bibliografria numerosos estudios sobre la inmovilizacién de cromdforos
tanto por procedimientos de adsorcién, enlace covalente y atrapamiento fisico
(111,112,113). Boisdé ha comparado diversas técnicas de inmovilizacién (714) .En todos
los casos es usual la modificacién de caracteristicas tales como el pK, de los reactivos

después de la inmovilizacion.

La decision final de la eleccidn del procedimiento de inmovilizacién de un reactivo
detrerminado depende de varios criterios como la facilidad de la operacion,
reproducibilidad, coste econdmico, mimero de pasos de la reaccién y por supuesto la
reactividad adecuada de la superficie activa obtenida.
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4.- MEDIDA DE LA PROPIEDAD OPTICA SOBRE SUPERFICIES
SOLIDAS.

El campo de aplicacion de la quimica analitica se ha ampliado notablemente gracias
a la utilizacién de fases sélidas como herramienta bdsica en el disedo, desarrollo y
aplicacién de sensores quimicos de naturaleza dptica con o sin fibra éptica. Actualmente
ademds de las reacciones que tradicionalmente tenfan lugar en medios acuosos, organicos o
micelares son objeto de estudio sistemas que necesitan medidas de la radiacién sobre
superficies solidas, hecho que estd jugando y jugard un papel trascendental en la evolucidn
de este novedoso campo que son los sensores dpticos. Las propiedades susceptibles de ser

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

4.1.- ABSORBANCIA.

L.a medida de la absorbancia, que es una de las técnicas mds utilizada en el andlisis
quimico tradicional, ha encontrado aplicacién también en el campo de los sensores &pticos,
si bien, su aplicacion se ve restringida por la existencia de otras propiedades susceptibles
de ser medidas que ofrecen mds ventajas desde el punto de vista analitico (sensibilidad,
selectividad etc). La fase reactiva debe ser suficientemente transparente a la radiacion para

realizar la medida de absorbancia.

El fendmeno estd basado, al igual que en disolucidn, en la absorcion de radiacion
por el analito, el indicador o el producto de reaccion entre ambos. De acuerdo con la ley
Lambert-Beer existe una relacion lineal entre dicha absorbancia y la concentracién de la

especie de interés analitico:
A=loglo/l = ¢cd
ecuacion en la que Jo simboliza la intensidad de la luz incidente, I la intensidad de la luz

después de atravesar la muestra, ¢ el coeficiente de absortividad molar y d la longitud del

paso 6ptico.
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En la bibliografia (//5) se describen vanos tipos de células de flujo para medidas

de absorbancta que se reflejan en la Figura 15.

Radiacion

o Deiecior  Entrada
incidente

Radiacion Detector Salids
incidente flujo

Entrada
flujo

FB —

BB —

(a)

Figura 15: Células de flujo tipo sandwich para medidas de absorbancia (a) la luz "gwmada” por una fibra
bifurcada incide perpendicularmente en la célula, (b) la luz procedente de un tinico ramal de fibra dptica incide
con un dngulo de 45°. FB: Bloque superior, S: Espaciador, R: Espejo metdlico, BB: Bloque inferior.

La medida de absorbancia ha sido utilizado para la determinacion de especies que
poseen absorcidn intrinseca en diferentes regiones del espectro, UV (determinacion de
nitratos en aguas de bebida (7176)), IR (determinacién de Cu(ll) en bafios electroliticos
(117)). Otras especies de interés que no presentan dicha absorcion caracteristica pueden ser

determinadas indirectamente a través de un transductor apropiado.

De la comparacion entre las técnicas de medida utilizadas en combinacién con
sensores Opticos (principalmente sensores de primera generacion), sorprende la escasa
aplicacion de medidas de absorbancia respecto a reflectancia y luminiscencia. Este hecho
se debe en primer lugar a que técnicas como las luminiscentes son superiores en cuanto a
selectividad y sensibilidad, y en segundo lugar a la absorcion intrinseca de la misma fibra
optica que eleva notablemente el nivel de fondo constituyendo una seria interferencia, su

eliminacion es posible con la utilizacién de una segunda fibra de referencia. Ademds las
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medidas de absorbancia estdn sometidas a interferencias de particulas presentes en el paso
Gptico 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 s6lida opaca o que transmite la
radiacion muy débilmente, ocurren dos tipos de reflexiones (/78): una reflexion especular
(también Namada de Fresnel) y una reflexién difusa. (Figura 16}, En la tabla 3 se

encuentran resumidas las caracteristicas de ambas reflexiones.

Tabla 3. Caracteristicas de reflectancia especular y difusa.

Reflectancia especular - Reflectancia difusa

Reflexién desde una superficie pubida ("front-  Reflexion desde una superficie mate.

surface” superficie frontal). - ' :

Virtualmente - la radiacidn no penetra en: la - La radiacidn-pasa al-interior del material. Existe

muestra. ' por’ ‘tanto refraccifn - {transmision/absorcitn),
- - -reflexitn,  difraccion v dispersion  antes de

_ reemerger en la superficie.

Los dngulos de incidencia y reflexion son ~ La radiacion reflejada emerge ep todos los

iguales. El baz incidente v reflejado estdn dngulos v direcciones desde la superficie.

situados en ¢l mismo plano. o

Componente
Haz incidente especular
‘ Componente
| difusa
Aire /

Figura 16: Componentes especular y difusa de reflectancia al incidir un haz de luz en una
superficie s6lida.
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En la reflectancia difusa, la muestra absorbe y refleja la radiacion. Asi la radiacién
que emerge desde la superficie contiene informacion caracteristica de la absorcion de la
muestra pero también posee una componente de reflexién especular debida a la radiacion
errdtica que distorsiona el espectro de reflectancia, por lo que las representaciones de
intensidad frente a concentracién de analito no son siempre lineales. Cuando la
componente de reflexidn especular es pequefia el espectro de reflectancia difusa tiene el
mismo aspecto que el espectro de transmitancia. Por lo tanto, cuando trabajamos con

reflectancia difusa interesa minimizar la componente especular.

La espectroscopia basada en reflectancia difusa es en general una técnica cualitativa
o semicuantitativa. Sin embargo, se puede utilizar como técnica cuantitativa si la muestra y
la matriz de diluciéon cumplen ciertos criterios, que proceden de las presunciones asumdas
en la ecuacion de Kubelka-Munk (779) que pretende asemejar la reflectancia difusa con las
medidas de transmitancia a través de un ecuacion similar a la ley de Beer. La funcién de

Kubelka-Munk, F(R), responde a la siguiente expresion:

(1-R)? K
21013 E R — =
2R S

donde Res la reflectancia de la muestra, K es el coeficiente de absorcién y S el coeficiente
de dispersion.

A concentraciones bajas se cumple que:
K=2303¢c

donde & es la absortividad molar de la muestra y ¢ la concentracion. Asi, F(R) es
proporcional a la concentracién de muestra.

La ecuacién de Kubelka-Munk es vdlida para muestras débilmente absorbentes y
altamente dispersantes. Para que una muestra presente esta relacién lineal entre F(R) y su
concentracion debe cumplir que: a) la muestra esté diluida en una matriz no absorbente, b)

el coeficiente de dispersion S, se mantenga constante al variar la longitud de onda y con la
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variacién de la concentracién, ¢) la contribucion de la reflectancia especular sea
insignificante y d) la capa dispersora presente un espesor infinito (1-3 mm para particulas

finas).

Para evitar las fluctuaciones dertvadas de la variacién del coeficiente de dispersion,
S, con la longitud de onda se utiliza una relacion de intensidades de bandas espectrales
cercanas, de este modo se mejoran los resultados cuantitativos (720), incluso s1 la relacién
se efectia entre dreas de bandas cercanas en lugar de utilizar intensidades, se consiguen

aun mejores resultados (721).

El valor de la reflectancia absoluta se determina utilizando muestras estindar para
reflectancia tales como BaSO,. pero normalmente debido a las dificultades que plantea su
medida no se determina este valor sino el de reflectancia difusa relativa, que es el cociente
entre la reflectancia de un estdndar que posee una absortividad nula en las regiones de
interés del espectro y la reflectancia, R, de ia muestra.

Si bien la teoria mds ampliamente aceptada es la de Kubelka-Munk, que asume una
inica capa donde se produce el fendmeno de reflectancia difusa, otros autores consideran
una zona multicapa (/22), Willians and Clapper han desarrollado otra ecuacién que
describe esta situacidn que es mucho mds compleja (123). Al lado de estas dos teoria,
existen modelos para relactonar la reflectancia con la concentracién. Entre ellos, el modelo
Rozemberg (124) se aplica a mezclas de polvos absorbentes y no absorbentes mientras que
la teoria de Pilts-Giovanely (725) se utiliza cuando existen particulas dispersoras
suspendidas en un medio acuoso absorbente. Estos métodos han sido comparados para
varios sistemas modelo (726) y la conclusion fue que para un sistema adsorbente-
absorbente tal como una particula de resina coloreada (por adsorcién de un reactivo
colorante) la teoria de Kubelka-MunK es la que proporciona los mejores resultados. El
caso particular constituido po particulas de colorantes sensibles al pH ha sido objeto de un
estudio exhaustivo (127).

El método de reflectancia difusa conlleva las siguientes ventajas: 1) el
procedimiento de preparacion de muestra es rdpido, incluye la trituracion de la muestra a
polvo, 2) pueden analizarse una amplia variedad de muestras sélidas, polvos o dispersiones

sobre superficies solidas, 3) el método es altamente sensible, siendo (til para
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micromuestras 4) no existen cambios polimérficos en la estructura cristalina st la muestra

no es triturada.

El espectro resultante variard dramdticamente en apariencia dependiendo de muchos
factores, dos de ellos sobre los que el operador tiene control son el tamaito de particula y
la concentracion. La obtencion de medidas reproducibles de reflectancia difusa requiere
gran uniformidad y homegeneidad tanto en el tamaiio de particula como en la disposicion
de éstas, puesto que ambos afectan a la reflectancia especular y a la dispersion. Se pueden
obtener espectros reproducibles triturando la muestra a un tamafo de particula entre 10-20
micras, en cuanto a la disposicién de fas particulas en la célula de medida, se recomienda

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

La naturaleza de la muestra afecta drdsticamente a la sefal analitica y en general

pueden distinguirse los siguientes casos:

1) Si la muestra es uniforme y muy absorbente la mayor parte de la radiacién serd
absorbida y el resto serd reflejada especularmente.

2) Si la muestra es pulverulenta o posee una superficie irregular, la radiacién
incidente puede penetrar dentro de la superficie. Una fracaidn de esta radiacion serd
transmitida a través de las particulas y otra reflejada por las mismas. El espectro obtenido
serd una combinacién de reflectancia especular y transmitancia. La proporcion de estas

componentes en el espectro final varia en funcién de la naturaleza de la muestra.

3) Cuando la muestra pulverulenta posee un tamaiio de particula adecuadamente
pequena y estd mezclada con una matriz altamente dispersiva ocurre poca reflexién desde
la superficie frontal, puesto que la mayor parte de la radiacion es transmitida dentro de la
capa superficial. En este caso se puede considerar que la radiacion es transmitida a través
de las particulas de la matriz que no absorben a lo largo de un amplio intervalo de
diferentes caminos opticos. Sin embargo, también estard presente una pequefia componente
especular. Generalmente a mayor dilucién de 1a muestra en la matriz, menor componente

especular, y asf quedard un espectro lo mds parecido posible a uno de transmitancia.

La espectroscopia de reflectancia difusa no estd restringida a la regién Visible del
espectro, puede ser utihzada en NIR, y IR también preferentemente en combinacién con



Introduccion General

los métodos de transformada de Fourier (FTIR) (728-130). La técnica se puede aplicar a la
mayor parte de sélidos (muestras pulverulentas, cristalinas, superficies rugosas, etc), sin
preparacion previa de la muestra evitando la manipulacién y disminuyendo el tiempo de

analisis.

El mimero de publicaciones sobre sensores oOpticos basados en la medida de
reflectancia es muy elevado respecto a los de absorbancia, existiendo varias razones para
dicha popularidad: a) la medida de reflectancia puede ser aplicada a materiales dpticamente
no transparentes, incluso no homogéneos, y a materiales opacos en los que la absorbancia
darfa un alto nivel de fondo y b) la reflectancia permite utilizar varios pardmetros para su

medida tales como intensidad, distribucién angular y polarizacion de la radiacion.

Por otra parte, la relacion entre la sefal dptica y el analito es mds compleja, la
instrumentacion puede ser mads cara a veces y la reproducibilidad de los datos depende

asimismo de la reproducibilidad en la fabricacién de la fase sélida.

4.3. LUMINISCENCIA.

Los estudios de luminiscencia sobre fase sdlida se llevan a cabo con distintos fines,
los cuales se encuentran resumidos en la tabla 4, en dicha tabla nos encontramos, desde el
empleo de sensores luminiscentes cuando se dispone de pequefios volimenes de muestra o
de reactivo (del orden de microlitros), al andlisis rdpido cualitativo o a la proteccién de un

analito de posibles desactivadores para la medida de su fosforescencia.

Tabla 4. Aplicaciones de la luminiscencia sobre sélidos.
Estudiﬂs -delmninisc’encia 'sobre'superﬁcies sohdas.. .
m I

temperaturd ambxente)
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Miller (/31) ha revisado las aplicaciones de las técnicas sobre superficies sdlidas en
dreas tales como fosforescencia a temperatura ambiente, fluoroinmunoensayos,

cromatografia de capa fina, sensores luminiscentes etc.

L

Las ecuaciones que relacionan la sefial luminiscente y la concentracién de analito
(para utilizacién en andlisis cuantitativo) son mds complejas en el andlisis de de
luminiscencia sobre superficies sdlidas que en el trabajo con disoluciones diluidas puesto
que las moléculas de luminéforo se encuentran inmovilizadas sobre pequedias particulas y
gstas junto a la matriz s6lida causan la dispersién de la radiacién procedente de la fuente
asi como de la propia radiacion de emision luminiscente (/32). Los numerosos
tratamientos tedricos existentes (118,133,134) hacen suposiciones drdsticas incluso no

realistas sobre 1a naturaleza del medio sélido y condiciones Opticas.

La mayoria de los modelos, afortunadamente, coinciden en la prediccién de que la
mtensidad de luminiscencia aumentard linealmente con la concentracion del analito. Esta
afirmacién se cumple siempre y cuando el analito esté presente a bajos niveles de

concentracion.

Si bien es factible la realizacion de medidas de fosforescencia, quimioluminiscencia
o bioluminiscencia con optrodos, la fluorescencia ha sido, sin duda, 1a técnica luminiscente
mds empleada. Estas técnicas generalmente son mds sensibles y mds selectivas que la

fotometria.

Es preciso diferenciar tres casos: 1) el analito es el luminéforo, 2) las propiedades
luminoforas del reactivo indicador varian como resultado de la interaccion del mismo en
estado fundamental con el analito y 3) las propiedades luminiscentes del reactivo
disminuyen debido a la interaccidn del mismo en estado excitado con el analito

(desactivacion dindmica).

Las técnicas luminiscentes se basan en la medida de intensidad de luminiscencia,
tiempo de vida del luminéforo o polarizacion de la radiacién. Las dos primeras son las mds
utilizadas en combinacidn con sensores de naturaleza Optica.
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Intensidad de hnminiscencia. 1.a relacion entre la intensidad y la concentracién del

analito viene expresada por la siguiente ecuacidn segdn ha demostrado (/35):

23¢ ¢! (2.3 cl)2
[=23lodectK(1l-——omes t - ST )
2! 3!

donde fo es la intensidad de la luz de excitacion, ¢ el coeficiente de absortividad molar a la
longitud de onda de excitacion, ¢ el rendimiento cudntico de luminiscencia, / el paso
optico, K es un factor que considera cuestiones geométricas del instrumento y tiene en

cuenta que s6lo una fraccién de la emision total de la radiacidn es observada.

Para disoluciones débilmente absorbentes en las que € ¢ | <0.05, la ecuacién

anterior puede simplificarse
I=23lodeclK

Por otro lado y respecto a los analitos que desactivan la fluorescencia y/o
fosforescencia de muchos ligandos como es el caso del oxigeno, su comportamiento de
desactivador obedece a la ecuacién de Stern-Volmer (/36):

/1 = 1 + Kgy pO,

en donde, [, e 1 son las intensidades de emisién en ausencia y en presencia del desactivador
respectivamente, y Ky la denominada constante de Stern-Volmer que es igual al producto
de la constante de velocidad de desactivacion bimolecular difusional (Kd) por el tiempo de
vida del indicador en ausencia del desactivador (70). El valor de K¢ y por tanto K,
depende de la naturaleza y viscosidad del disolvente, de ]a temperatura y de la naturaleza
del lumindforo. Aunque la ecuacién predice una relacion lineal entre Io/I y pO,, cuando el
indicador se encuentra soportado en una fase heterogénea, se comprueba que se obtienen
desviaciones de la lineanidad a pO, superiores generalmente a 200 torr debida sin lugar a
dudas a la diferente accesibilidad para el oxigeno de las moléculas de luminéforo
inmovilizado habiendo sido desactivadas la mayoria de los fluoréforos accesibles al
aumentar la concetracién del desactivador.
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Tiempo de vida. Ls el tiempo medio que las moléculas residen en el estado
excitado. E! tiempo de vida se obtiene como valor medio de un numero de moléculas
estadisticamente significante. En el caso de decaimiento exponencial el tiempo de vida 7 se
define como el tiempo en el que sélo un 37% aproximadamente de la poblacién inicial aiin
existe en el estado excitado. Los tiempos de vida tipicos de fluoréforos varfan entre 2-2()

ns, los tiempos de vida en fosforescencia son mayores, del orden de 1 ps - {0 s.

Los sensores de naturaleza Optica basados en medidas de tiempo de vida son ttiles
si el analito afecta al tiempo de vida del indicador o afecta el valor del tiempo de vida de
otra molécula en un sistema de transferencia de energia. De acuerdo con la ecuacion de
Stern-Volmer la relacién entre el tiempo de vida en ausencia (7.)y presencia de

desactivadores (7) viene dada por:
TU/T = ] + KO Tu [QJ - 1 + st [QJ
en la que existe relacion lineal entre la concentracién de desactivador [Q} y 7 /7.

Las téenicas que se basan en medidas de tiempos de vida presentan muchas ventajas
sobre las basadas en medidas de intensidad porque: 1) 7 es independiente de la
concentracion de luminéforo por lo que la varnacién de su concentracién (por
fotodescomposicién o "salida” de la fase reactiva) no afecta a la sefal analitica, 2) las
fluctuaciones de la intensidad de radiacién y sensibilidad de! detector no 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 prometedor en combinacién con sensores de fibra dptica
debido a que la utihizacién de fibras de longitud mayor a 1Km no produce pérdida de
precision para analitos con tiempos de vida > | ns. (137).

Transferencia de energia. Se basa en que una molécula excitada (donante) puede
transferir su energia electrénica a otra especie (aceptor) (/38). Este proceso llamado
transferencia de energia ocurre por la interaccién dipolo-dipolo entre donante y aceptor. La
velocidad del proceso depende del rendimiento cudntico de fluorescencia del donante,
solapamiento del espectro de emision del donante y espectro de absorcién del aceptor y la

distancta y orientacion relativa entre dichas moléculas.
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La transferencia de energia no es un proceso difusional. Lakowicz (139) describe
con detalle el fendmeno, extrayendo pardmetros fisicos de datos experimentales. Una
consecuencia para sensores opticos es que la distancia donante-aceptor en sensores basados
en indicadores inmovilizados debe ser constante (ej enlace covalente donante o aceptor con

grupos espaciadores).

En la bibliografia se encuentran descritos algunos sensores basados en estos
fundamentos, asi se ha desarrollado un sensor de pH que utiliza eosina inmovilizado como
donante y rojo fenol de aceptor (/40-142). Un ejemplo del segundo caso es un sensor para
0, (143)y SO, (144) basado en la desactivacion del estado excitado por transferencia de
energia de un aceptor fluorescente cuya fluorescencia se ve modificada por la desactivacion

directa por el analito del donante.

Basdndose en la dependencia de la eficiencia del proceso de transferencia de energia
con la distancia donante-aceptor, se ha desarrollado un sensor para glucosa (745) que
utiliza fluoresceina como donante y rodamina como aceptor. La distancia entre ambos
fluoréforos varfa en un sistema cerrado segun varia la concentracién de glucosa. De igual
manera la distancia entre fluoréforos varia con la fuerza iénica (/46). Basdndose en este
hecho Hirschfeld tiene patentada una aplicacién (142).

El potencial analitico de sensores basados en procesos de transferencia de energia es
un aumento de la sensibilidad (luminiscencia sensibilizada) mediante la combinacién de
indicadores absorbentes y fluorimétricos, o bien indicadores fluorimétricos con
rendimientos cudnticos muy diferentes. Otra opcién es la combinacién de medidas de
tiempo de vida con procesos de transferencia de energia lo que redundarfa en una mejora

del sensor respecto a la estabilidad a largo plazo.
FLUORESCENCIA
S1 un higando fluorescente F inmovilizado en un soporte sélido se pone en contacto

con una disolucién que contiene un i6n metdlico M, éste se unird con el ligando

estableciéndose el equilibrio:
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Si las caracteristicas 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 bibliografia
utilizados para determinar iones metdlicos. En principio cualquiera de estos reactivos
puede ser inmovilizado para formar un sensor. El reactivo inmovilizado preconcentra el
i6n metdlico en el paso 6ptico, por consiguiente aumenta la sensibilidad, también debido a
esta configuracion las interferencias opticas tales como efectos pre y postfiltro asociados a
fendmenos de absorbancia de la muestra se reducen notablemente e incluso también se
mejora la sefial de fondo causada por la fluorescencia de la matriz . La selectividad sin
embargo, estd limitada por la selectividad del ligando elegido para el 16n metdlico de

interés.

La extensi6n de la asociacién del ién metdlico con el ligando inmovilizado depende
de la constante de formacion del complejo en fase sélida. St se forma un complejo 1:1 la

constante de formacion del complejo se puede representar segiin la siguiente ecuacién:

donde Xp y X, representan el nimero de moles de ligando inmovilizado no asociado al
metal y asociado al metal respectivamente, {M] es la concentracién del 16n metalico en
disolucion y K, es la constante de equilibrio. ElI mimero de moles totales de ligando
inmovilizado (C.) viene dado por:

Ce =X + Xyr 2]
[La senal de fluorescencia dependerd de la cantidad relativa de F y MF:
Ip = KeXe + KyeXue 131
I es la intensidad de fluorescencia y Ky y K, 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 radiacion de la fuente en
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una extensién significativa. Sustituyendo la ecuacién [2] en la [I] y reorganizando

obtenemos:

X =ooromoseenmemnnees Ce 4]
1 + MK,
[MIK,
XMF St CF lSI
| + [M]K,

Sustituyendo estas expresiones en 3] se obtiene la siguiente expresion:

[ + [MIKe I + [MIKg
Si consideramos que la concentracién inicial de i16n metilico es [M], y que ésta
disminuye porque el 16n metdlico es extraido desde la fase acuosa hacia la fase sélida
reactiva para formar el complejo inmovilizado, tenemos que:
[M] = [M]; - (Xyg/V) 17}

donde V es el volumen de muestra.

Si la fase reactiva absorbe radiacién es preciso afadir otro término obteniéndose las

ecuaciones [8] y [9].
I = (KpXp + KypXup) (1 - 1074)/2.303A [8]

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

pueden contribuir a la absorbancia total, entonces:
A - aFXF + aMFXMF [9]

donde ag y ay son las absortividades para el ligando libre y complejado respectivamente.

S1 ag y ayp son diferentes, el término que contiene la absorbancia variard segiun la cantidad
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relativa de ligando libre y asociado y tendrd influencia en la varnacién de intensidad de

fluorescencia con la concentracion de 16n metdlico.

La ordenacién de las ecuaciones |8} y [9] conduce a una expresion semejante a [6]
pero mds compleja que relaciona 1. con la concentracién iniciql de metal, con el volumen

de muestra y con el nimero de moles de reactivo inmovilizado.

En la expresién simplificada [6], si el ligando por si solo no es fluorescente pero si
lo es el complejo con e! idn metdlico, el primer término se anula y en este caso la
intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracion de 16n metdlico a
concentraciones bajas puesto que a concentraciones relativamente altas la respuesta deja de
ser lineal alcanzdndose un valor limite cuando todas las moléculas de ligando estdn
asociadas a iones metdlicos. La figura 17 ,muestra este comportamiento y representa la
fluorescencia relativa frente a la concentracién de metal en términos de K,, cuando la
intensidad de fluorescencia alcanza la mitad del valor limite, K, =1/[M], lo que es

extremadamente Util para estimar el valor de K,

sefiz] relativa

1 1 1 1

0.2/K 0.4/K 0.6/K 0.8/K 1K
concentracion analito

Figura 17: Relacion entre la intensidad relativa de fluorescencia, constante de equilibrio y
concentracién de analito cuando el reactivo forma un complejo fluorescente con el analito.

La expresion [6] siempre que el primer término se anule puede organizarse como
sigue:

- + - [10]
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La representacion de [M)/I; frente a [M] serd una recta cuya pendiente vendrd dada

por 1/K,zC; v su ordenada en el origen serd 1/KCK..

En el intervalo de respuesta lineal donde [M]K, < <1 y X,,pn< <X la fraccion

total de i6n metdlico extraido por la fase reactiva puede ser calculada como sigue:

Cantidad de metal en fase reactiva Xur K.Ce

Esta expresion se obtiene al despejar X,,/[M] de la ecuacion 1] y asumir que
C.=Xg Con esta ecuacién se puede determinar si un sistema particular estd actuando
como un sensor sin extraer una cantidad apreciable de metal de la muestra 0 no. También
hace notar como la fraccién de metal extraido depende tanto del nimero de moles de

ligando inmovilizado como del volumen de disolucién.

En el caso de que el ligando inmovilizado sea fluorescente pero el complejo que
forma con el 16n metdlico no lo sea, ¢l segundo término de 1a ecuacién |6] se anula por lo
que la intensidad de fluorescencia decrece segiin se aumenta la concentracion de i6n
metdlico. En la Figura 18 aparece la respuesta tedérica en este caso, la concentracion de
metal viene expresada en términos de Ke. Esta clase de sistemas presentan un intervale
dindmico lhimitado; sin embargo es el inico camino para el disefio de sistemas que
respondan a iones metdlicos desactivadores de fluorescencia.

seial relativa

1 1 i 1

1K 2/K 3/K LK 5/K
concentraciéon analito

Figura 18: Relacion entre la intensidad de fluorescencia, constante de equilibrio y conenetracion de
analito cuando existe desactivacion estdtica de la fluorescencia
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Algunos reactivos fluorogénicos para iones metdlicos forman complejos 2:1 en
disolucién, lo que puede suceder igualmente en la fase solida reactiva. Este caso es mds
difici! de tratar teoricamente. En la ecuacion |1) para la formacién de complejos 1:1 se ha
asumido la igualdad de los factores de actividad del ligando libre y del complejo en la fase
sélida por lo que estos se anularfan, sin embargo en el caso de la formacién de un
complejo de estequiometria 2:1 estos factores no se anularian ya que la expresién para el

ligando estaria elevado al cuadrado.

La mayor dificultad al tratar los complejos 2:1 en fase sdlida es que los factores
estéricos Juegan un papel prioritario en cuanto a la estabilidad de dicho complejo y estos no
son homogeneos en toda la fase sélida sino que varfan en gran manera de un sttio a otro en
la fase reactiva. Atn siendo mds complejas las expresiones obtenidas para estos complejos,

los resultados son similares al caso de formacién de complejo de estequiometria 1:1.

FOSFORESCENCIA

Dado que la fosforescencia se ve favorecida con la rigidez del sistema en el que se
encuentra el luminéforo, podemos afirmar que si éste se sita en una fase sélida estard en
condiciones de mdxima rigidez y por ello el andlisis de luminmiscencia sobre superficies
solidas es especialmente util en el caso de medidas de fosforescencia pudiendose detectar
fosforescencia a temperatura ambiente en estas condiciones. Vo-Dhin (747) y Hurtubise
(148) han revisado la influencia de diversas variables experimentales sobre la
fosforescencia a temperatura ambiente (RTP) sobre sélidos tales como naturaleza de los
disolventes, volumen de muestra, luminiscencia de fondo, variacién de las propiedades de
sustratos s6lidos similares, descomposicion de la muestra, contaminacidon debida a los
portamuestras etc. y profundizan en el estudio de la interacciones existentes en RTP en

solidos y la aplicacion de esta técnica a importantes dreas de analiticas

Los disolventes influyen drdsticamente en RTP en sélidos, algunas consideraciones
generales de interés en su eleccidn son la solubilidad del luminéforo, 1a compatibilidad
quimica entre el disolvente y el sustrato sélido, y la pureza del disolvente. El disolvente
mds utilizado en trabajos de RTP en sélidos ha sido el etanol.
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Las ecuaciones que relacionan la intensidad de fosforescencia y Ia concentracién de

analito son las mismas que en el caso de fluorescencia.

Schulman y Parker (149) fueron los primeros en estudiar los efectos de oxigeno y
la naturaleza de las interacciones entre luminéforo y soporte. De sus estudios resulté que
los enlaces de hidrégeno del fosforéforo al soporte fue un factor importante para prevenir
la desactivacién por colision del estado excitado y que la matriz de la muestra resistia la

penetracién y esfuerzo de desactivacién del oxigeno.

La luminiscencia de fondo procedente de la matriz sélida puede contribuir a
lecturas errdneas tanto en la fluorescencia como en la fosforescencia a temperatura
ambiente, es por ello que han sido muchos y muy variados los tratamientos utilizados para
intentar su eliminacion. Se han sugerido algunos tratamientos para la eliminacién de
impurezas del soporte sélido previamente a la absorcién del luminéforo sobre é€l, otros
aconsejan tratamientos a diferentes temperatura, elucién con disolventes de diferentes
polaridades o irradiacion a diferentes longitudes de onda, tratamientos todos ellos aplicados
al soporte s6lido previa inmovilizacién del luminéforo.El soporte mds apropiado para este
tipo de medidas es el papel de celulosa (/50)

La presencia de tensioactivos afecta a la fosforescencia de diversos hidrocarburos
aromdticos situados en papel de filtro (7157). La presencia de tensioactivos catidnicos
produce un incremento de la intensidad de fosforescencia mientras que la fosforescencia

era desactivada en presencia de tensioactivos aniénicos.

La fosforescencia sobre superficies sélidas es una técnica que estd en constante
crecimiento en su campo de aplicaciones, asi existen descritos métodos para deteccién de
trazas de varios compuestos organicos como productos farmaceuticos (152,153), pesticidas
(154,155), hidrocarburos aromdticos (156-158), y drogas (159, 160) entre otros. Vo-Dhin
ha desarrollado un dosimetro personal para la deteccién de hidrocarburos polinucleares
aromdticos (pireno, fenantreno...)(167). El dosimetro es del tamafio de un boligrafo y la
deteccién de los contaminantes se basa en la difusién molecular de éstos hacia el sustrato
que es papel y su posterior detecciéon directa por RTP. Con este dispositivo se han
detectado niveles de ng/ml de estos contaminantes tras 1 hora de exposicién.
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5. PARAMETROS DE CALIDAD Y CAMPOS DE APLICACION DE
LOS SENSORES OPTICOS.

Los principales factores que definen la calidad de un sensor son sensibilidad,
selectividad, estabilidad, reversibilidad y tiempo de respuesta. En sensores de primera
generacion en los que la fibra dptica es solo el medio material por el que se gufa la
transmision de la radiacidn las propiedades y caracteristicas de funcionamiento vienen

condicionadas por la especie o proceso que se estudie.

En los sensores que implican la existencia de fases heterogéneas la valoracion de
estos pardmetros de calidad es mds compleja puesto que al resultado final contribuye cada

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

La sensibilidad de un sensor déptico viene determinada por la propiedad Optica
medida (absorbancia, reflectancia, luminiscencia..) caracteristica del reactivo empleado,

método de inmowvilizacién y disefio especifico del sensor.

En general los sensores basados en medidas de luminiscencia son mds sensibles que
los colorimétricos. Las caracterfsticas intrinsecas del reactivo pueden verse modificadas
una vez en fase solida respecto a las que presenta en disolucién, e actividad enzimadtica,
pH optimo de funcionamiento, efecto de la fuerza iémica, pK de los indicadores. En
muchas ocasiones se tiene, al inmovilizar el reactivo, la posibilidad de preconcentraciéon de
la muestra sobre la fase sélida. Por otro lado la luminiscencia a veces se refuerza por la

mayor rigidez del sistema solido.

La selectividad del sensor depende en primer lugar de las propiedades del reactivo
elegido aumentando la misma con reactivos de origen biolégico, de la propiedad medida,
(la luminiscencia es mds selectiva que la colornimetria porque existen menos elementos que
la posean). Por dltimo, también juega un papel importante el soporte seleccionado, asi

existen membranas que permiten el paso selectivo del analito a la fase reactiva.
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E! tipo de interaccidn entre el analito y la fase reactiva es el principal factor para la
reversibilidad del optrodo. Reversibles son los de pH y desactivacién dindmica. El resto de

sensores pueden ser regenerables.

El tiempo de respuesta es un pardmetro critico para optimizar en la construccién
del sensor. Un factor a tener en cuenta en el diseno del sensor es la cinética de la reaccién
que es una caracteristica intrinseca de la reaccién seleccionada. El factor limitante viene
determinado por la transferencia de matenia {etapa necesaria por encontrarse el reactivo y
el analito en diferentes fases) desde la disolucidon a la fase sélida. Existen varios criterios
para la determinacion del tiempo de respuesta, los mds generalizados son el tiempo en que

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

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

sensor. Depende de las caracteristicas del reactivo y del soporte seleccionado.

El tiempo de vida del sensor estd relacionado con la estabilidad del mismo pues si
el reactivo es estable en fase sélida y se mantienen sus caracteristicas, el tiempo de vida
serd largo. Esta caracteristica es imprescindible para la comercializacién de los sensores.
Para determinar el tiempo de vida del mismo es preciso preveer las condiciones mds

drdsticas aunque la conservacion adecuada se lleve a cabo en determinadas condiciones.

La reproducibilidad en la construccién del sensor viene determinado
principalmente por las caracteristicas del soporte sélido, pues es bien sabido que la
variacidn de lote a lote de un mismo soporte proporciona diferentes caracteristicas de las
fase sdlidas obtenidas.

Las dreas en que han encontrado mayor aplicacion los sensores de fibra dptica
incluyen control de procesos industriales (/62-166), biotecnologia (35, 167-169), medicina
{170-172) y contaminacion ambiental (/73-175), generalmente todos aquellos en los que se
requiere un seguimiento continuo de determinados pardmetros (que pueden fluctuar en un

intervalo conocido) para garantizar la calidad del proceso y del producto.

Las especificaciones que deben cumplir los sensores quimicos de fibra dptica, para
su utilizacién industrial, depende en gran parte del drea de aplicacidn concreta, aunque

generalmente se requiere en todas ellas tiempos de respuesta minimos, sensibilidad y
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selectividad adecuada, miniaturizacién, bajo coste y fiabilidad. En el caso particular de la
plicacién en (bio)quimica clinica se requiere ademds (bio)compatibilidad entre los
materiales utilizados y los tejidos o fluidos biolégicos cuando se trata de determinaciones
"in vivo". En muchos procesos industriales es interesante aplicar estos dispositivos puesto
que su tenacidad y posibilidad de transmisién de la sefal a larga distancia posibilita las
medidas en zonas peligrosas o innacesibles de manera que la muestra a analizar no se
traslada al laboratorio sino que se intenta Hevar el laboratorio a la muestra (medidas "in

situ”).

Es preciso diferenciar dos tipos de medidas en tales dreas: diagndstico y
monitorizacion, 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 mdrgenes) de un sistema que ya ha sido previamente
caracterizado. Las medidas para efectuar un diagnéstico cenllevan la determinacion de
especies, sus fuentes de procedencia y su toxicidad y se enfrentan a composiciones
desconocidas por lo que estas determinactones requieren una seleccion representativa de la
muestra, largo tiempo de andlisis y alto coste de analistas para operar en estos sistemas.
Por otra parte hacer un seguimiento de una especie determinada requiere efectuar medidas
repetitivas y frecuentes de un sistema cuya composicidn estd perfectamente delimitada,
posibilitando por ello procesos simples y a precios razonables pues no se necesitan analistas

altamente cualificados.

El momento actual estd marcado por una lenta pero continua invasién de los
métodos de seguimiento frente a los de diagndstico (determinaciones discretas con valores
exactos de los pardmetros de calidad) en cuestiones de control de calidad favorecida sin
duda por la posibilidad de evaluacién en base a la continua informacién registrada en la
monitorizacién frente a la inferencia estadistica con los métodos de diagnosis pues sus
datos no son obtenidos a tiempo real. Este supone un campo de aplicacion ideal para los
sensores dada su posibilidad de medidas en tiempo real y posibilidad de funcionamiento

on-line en la linea de produccidn.

Los sensores quimicos de fibra Optica posibilitan la realizacidn de determinaciones
"in situ”, y ofrecen la tecnologia necesaria para realizar medidas repetitivas

automaticamente en nimero elevado a un precio razonable. Un sistema de seguimiento
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ideal debe posibilitar la determinacién "in situ” de las especies de interés en la minima

concentraciéon posible.

Los sensores quimicos épticos de primera generacion pueden aplicarse en todas
aquellas situaciones donde el andlisis dptico se realiza a una ciqrta distancia sin mds que la
utilizacién de una fibra Optica como gufa de la radiacién. Existen con tal motivo
instrumentos comerciales para la adquisicion de datos en la regiéon UV-Vis a larga distancia
(Oriel, Photonetics, Guided Wave) que facilitan su utilizacion en areas radiactivas, o
sometidas a alto voltaje, sistemas de fermentacion, y en general zonas peligrosas, asi como
en el control de procesos industriales. En la tabla 5 aparecen algunas aplicaciones

interesantes de este tipo de sensores.

'Tabla 5. Algunas aplicaciones industriales de sensores 0pticos.

Analito/aplicacién - L Métoda . o "Ref
Metano e hidrocarburos Medtda de absorcmn en. NIR en Ia reg;én- (176-179)
relacionados : 1.34 21,66 micrometros SRR
NO- . Absorcion de NO+- 2 496 nm medida con 20y’

560 m-de -fibra, utihzendo una cffula de” - (180)
absorcrén al final de la fibra doble.

COy Medida de dbwrcmn IR a 4.9 micrometros (181)
' con fibra éptica o

Uranio/plutonioc _ Absorbancia a malt;ples longitudes de onda (182)

~con fibra’ épncd _ . _

Etanol, glucosa, fructosa Espectroscopm Raman  con  laser ' y (183)

o o mult.warmte least—aquare analisis
NADH en cultivos biolégicos  Sensor de fluorescencia para NADH, su _
' concentracion  estd relacionada con  otros (184)
pardmetros en la fermentacién o
Mezcls de lHguidos Analisis de mezelas CHCl3/CH9Cly  por (185)
o espectrpscopia Raman con Mser
Seguimiento de un proceso de  Medida de la fluorescencia de un polimero

polimerizacion cuya. fluorescencia se incrementa con la  (186,187)
. - polimerizacion .

Anidlisis de la calidad de fusl. Ahsurbdmca en: NIR . (188)

Fenoles en groundwater. - Deteccidn de Ia ﬂuorescenaa mtrmseca de (189

fenol%
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6. REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE SENSORES OPTICOS PARA
pH, HIERRO Y ALUMINIO

Durante los dltimos diez afios los sensores 6pticos con o sin empleo de fibra 6ptica
han experimentado un gran desarrollo. La revision bibliogrdfica efectuada en esta memoria
se ha llevado a cabo sobre los tres analitos que son objeto de interés en la misma, pH,
hierro y aluminio, haciendo mencién a aquellos dispositivos tanto en fluyjo como flujo que

emplean reactivos inmovilizados como fase reactiva.

6.1. DPETERMINACION DE pH

La mayoria de los sensores quimicos para pH descritos hasta la fecha estdn basados
en los cambios de propiedades Opticas de una fase sensible al pH. La fase reactiva puede
estar unida al extremo de una fibra dptica que sirve de guia del cambio éptico detectado o
situada en una célula de un detector convencional. Normalmente esta superficie reactiva
contiene un indicador dcido-base que reacciona reversiblemente con los protones de la
muestra. Los sensores de pH mds utilizados hasta la fecha se basan en medidas de
absorbancta, o fluorescencia. Los sensores de reflectancia o absorbancia utilizan
indicadores dcido-base colorimétricos, mientras que los de fluorescencia utilizan
indicadores dcido-base luminiscentes. En ambos casos la variacion de pH produce un

cambio en las propiedades del indicador inmovilizado.

Los sensores de pH aparte de su interés en si mismos para el seguimiento de este
pardmetro critico en muchos procesos industriales, en andlisis bioquimico o industria
alimenticia, han contribuido a la ampliacién en la aplicacion de los sensores quimicos de
naturaleza dptica puesto que pueden actuar como transductores para ciertos analitos como
CO,, NH; o en biosensores en los que se producen protones por la reaccion de
determinadas enzimas. De esta manera los sensores para pH han desempefiado un papel de
suma importancia en el desarrollo de los sensores Opticos mds complicados (sensores de

tercera generacion).
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6.1.1. SENSORES DE pH TiPO SONDA

El primer sensor quimico de fibra éptica para pH fue desarrollado por Peterson
(190). La fase sensible, que consiste en microesferas de poliacrilamida con el indicador
rojo fenol inmovilizado covalentemente, se dispone en un tubo de didlisis permeable a los
protones que se sitia al final de un par de fibras Gpticas. Los cambios de absorbancia en
funcién del pH son recogidos por la fibra 6ptica. El intervalo de trabajo del sensor es mds
bien estrecho pH 7.0 - 7.4. pero muy \itil para muestras fisiolégicas. L.a precision obtenida
con este sensor es de 0.01 unidades de pH. Tanto la variacion de fuerza iénica como de la
temperatura afectan la respuesta del sensor. Markle y colaboradores (197) han mejorado
este mismo sensor aumentando la precision del mismo hasta (.001 unidades de pH y
rebajando ¢l tiempo de respuesta lo que amplia su utilizacién prictica. Este mismo sensor
miniaturizado se ha aplicado (/92) a la determinacién de pH "in vivo" en sangre
confirmando la buena correlacton entre los datos obtenidos con ¢l sensor de fibra éptica y

un minielectrodo de vidrio.
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Figura 19: Sensor para la medida de pH desarrollado por Peterson (190)
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Kirkbright y colaboradores (7/93) describen un sensor de reflectancia que utiliza
como fase sensible el indicador azul de bromotimol adsorbido sobre un polimero estireno-
divinilbenceno (/94). l.a fase solida se dispone al final de una fibra éptica bifurcada y
queda retenida gracias a una membrana de politetrafluoroetileno (PTFE). La respuesta del
sensor abarca de pH 7 - 9. y se ve afectada tanto por la presencia de particulas sélidas en
suspension como por variaciones de fuerza iénica o temperatura. El tiempo de respuesta

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

Otro sensor basado en medidas de reflectancia ha sido descrito por Moreno t
colbordores (195.196). En este caso el indicador utilizado es el rojo cresol inmovilizado
sobre el intercambiador aniénico Dowex 1X10. El sensor demostré poseer dos intervalos
de trabajo, uno de ellos a gran acidez 0.025M - 0.6 M en dcido clorhidrico y otro en el
intervalo de pH comprendido entre 6.1 - 7.2. La respuesta del sensor no se ve afectada por
la presencia de particulas sdlidas o aniones coloreados en las disoluciones lo que permitié

su aplicacién a matrices turbias como leche.

El primer sensor reversible basado en medidas de luminiscencia para pH fue
desarrollado por Saani y col. (797). El sensor se basa en la desactivacion de la
fluorescencia del indicador fluoresceinamina inmovilizado bien en celulosa o en vidrio de
poro controlado El tiempo de respuesta del sensor es corto ya que no necesita membrana.
Posee el mds amplio intervalo de trabajo (pH 2 a 9) debido a los dos pKs sucesivos del

indicador, sin embargo carece de sensibilidad y reproducibilidad.

Munkholm y col. (198) también utihizan la fluoresceinamna como indicador para la
construccién de un sensor de pH. El reactivo es incorporado en un copolimero de

acrilamida-metilen(bis)acrilamida y umdo covalentemente a la superficie de la fibra Gptica.

Zhujum y colaboradores (199,200) describen otro sensor para pH (intervalo de
trabajo 6.5- 8.5) basado en medidas de fluorescencia. En este caso, el indicador utilizado,
la sal trisédica del dcido 8-hidroxi-1,3,5-pirenotrisulfénico (HPTS), se inmoviliza
electrostdticamente sobre una resina de intercambio anidnico. La dependencia de la sefial

fluorescente con el pH puede explicarse en la siguiente figura:
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HPTS™ — H+ +  PIS™
hy T 405 nm 470 nthvl 520 nm
HPTS ey H+ *+ PTS-

pKa 7.3

Figura 20. Procesos dcido-base correspondientes al HPTS en el estado fundamental y excitado

En el estado excitado la 1onizacidon del HPTS se produce a mayor velocidad que su
regreso al estado fundamental, asi a pH menor que 7.3 la fluorescencia observada es la
correspondiente al estado excitado de la forma bdsica (PTS-*), aunque el HPTS es la
especie mayoritaria en el estado fundamental. Como las longitudes de onda de excitacion
de la forma dcida y bdsica son muy distintas, puede obtenerse una respuesta en funcién del
pH del medio, excitando de forma selectiva una v otra especie, o bien, s¢ puede excitar
ambas a la vez y estudiar el cociente de dicha emision. En este dltimo caso el pH se
determina gracias a la relacién de intensidad de fluorescencia entre las dos especies
excitadas, esto supone la eliminacién de errores dethdos a pérdidas de indicador,
fotodescomposicion y fluctuaciones de la fuente de luz y deniva del detector. Ademds la
medida de pH es independiente de la temperatura, fuerza i6nica y otros iones. Se obtiene
una precisién de 0.02 unidades de pH pero la vida de la membrana es muy corta debido a
la fotodegradacidn y se requiere un equipo sofisticado.

Jordan y colaboradores (201) desarrollaron un nuevo sensor de pH, iti! en el
intervalo 6.0 - 8.0, basado en la transferencia de energia de la eosina, fluoréforo
independiente del pH, al rojo fenol (indicador 4cido-base). Los dos reactivos son co-
inmovilizados sobre poliacrilamida. La precision de! sensor es de 0.008 unidades de pH
con un tiempo de respuesta de 10 seg. La especie protonada del rojo fenol presenta una
absortividad menor en la regién de solapamiento del espectro de emisidn de la eosina, y el
de absorcién del rojo fenol no protonado, por ello al decrecer el pH menor es la energia

transferida y la intensidad de fluorescencia alcanza valores mds altos. El cambio de pH
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entre 6 y 8 es detectado por variacién en la intensidad de fluorescencia. Este sensor es muy

sensible, de extremada duracién y resistente a la fotodescomposicion.

Serra y col.(202) desarrollan un sensor de reflectancia tipo sonda para la
monitorizacién de pH en agua de mar. Este sensor se basa en la utilizacién de! indicador
rojo feno! adsorbido en una resina tipo amberlita XAD-2 | soporte hidrofébico altamante

resistente en las condiciones marinas, fijada en el extremo de la fibra dptica.

La respuesta obtenida con este sensor es de 1.5 -2 unidades de pH (igual al
obtenido en disolucién). Este intervalo de trabajo puede ser ampliado (3.5 - 5 unidades de
pH) utilizando diferentes configuraciones (fibra dnica o bifurcada) y tamafio de particula.
La respuesta del sensor tiene una dependencia lineal con la salinidad y temperatura en los
intervalos 12% <S<42% y 10°C<T<35%C respectivamente.

Lakowic et al. (203) han desarrollado un sensor de pH y pCQO, basado en medidas
de tiempo de vida de fluorescencia. El sensor se basa en un proceso de transferencia de
energia entre un donante y un aceptor. El aceptor presenta cambios en su espectro de
absorcion como respuesta a la vanacién de pH o pCO2. No se han descrito aplicaciones
del sensor pero considerando sus caracteristicas analiticas, parecer poseer una precision

adecuada para utilizacion en clinica y determinacion de gases en sangre.

Thompson y col. (204) Estos autores han desarrollado un sensor de fibra Optica
para pH basado en tiempo de vida de fluorescencia de varios indicadores comerciales. La
precision es .02 umdades de pH. Este estudio es aplicable a otros analitos e indicadores y

puede aplicarse a sensores de onda evanescente.

Recientemente Kostov et al. (205) proponen un método de producir membranas
para sensores oOpticos de pH. lLas membranas de acetilcelulosa contienen indicador
inmovilizado covalentemente (rojo neutro o congo rojo). Estas membranas presentan un
tiempo de respuesta corto y buena durabilidad. Este método proprociona la posibilidad de

inmovihzar simultaneamente enzimas ¢ indicadores de pH.

Ge et al. (206) han descrito un sensor de fibra Optica para pH basado en onda
evanescente. Un polimero conductivo sensible al pH (polianilina) ha sido inmovilizado en

el nicleo de una fibra Optica de silice. Los valores de pH obtenidos con este sensor y los
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obtenidos con electrodos comerciales poseen buena correlacién si el pH se expresa como
un polinomio de quinto orden de la absorbancia para una longitud de onda dada. Su

aplicacion para la monitorizacion de pH a larga distancta estd bajo investigacion.

6.1.2. SENSORES OPTICOS EN FLUJO PARA LA DETERMINACION DE pH.

Sensores de pH que emplean fibra optica

El primer trabajo descrito en la bibliografia sobre un método FIA con deteccién
mediante un sensor éptico fue una simple medida de pH (207). Se trata de un sistema de
circuitos integrados, cuya fase reactiva estd compuesta por un indicador dcido-base
inmovilizado sobre celulosa. A través de esta fase reactiva situada en un canal del flyjo,
fluye libremente la cornente portadora (Figura 21} produciendo un cambio de color. Este
cambio de reflectancia de la fase s6lida es recogido por un haz de fibras 6pticfas bifurcadas

y conducido a un espectrofotémetro convencional.

5N

RS AN

2////W //

Figura 21. Esquema del sensor optico para medidas de pH. (¢} caudal del portador, (d) espesor de
la "fase reactiva” (r) reflector, (0) fibras Opticas.

Los microcircuitos son bloques de PVC de 70x45x10 mm donde se han impreso

canales de forma que éstos tienen un seccién transversal semicircular de 0.8 mm? de drea.
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El microcircuito, asi como el dispositivo para las medidas de pH se muestra en las

Figuras 22 y 23 respectivamente.

r4

4 radiacién

P2,

Figura 22. Microcircuitos integrados para medidas de pH. Comprende vdlvula de inyeccién y el
sensor Optico. (s) muestra, (P1) y (P2) tubos que conducen a la bombas peristélticas, (W) desecho.

Figura 23. Dispositivo para medidas de pH. (P1) y (P2) bombas peristdlticas, (T) timer, (S)
muestra, (C) portador, (W) desecho- La célula de flujo comunica con una fuente de luz y con un
espectrofotometro (D) a través de la fibra Optica.

Este sistema se caracteriza por una rdpida respuesta al pH permitiendo hasta 120
determinaciones por hora, asi como una buena reproducibilidad (desviacién estdndar +-
0.01 unidades de pH)
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La medida de pH en agua de lluvia en un sistema de inyeccion en flujo ha sido
desarrollado por Woods, (208). Se basa en el seguimiento del cambio de color de una fase
reactiva comercial que incluye varios indicadores covalentemente unidos a una matniz de
celulosa evitandose el procedimiento de inmovilizacidn. El dispositivo empleado permite la
inyeccion de diferente volumen de muestra 75 - 200 microlitros. Los intervalos de trabajo
dependen del pK del indicador inmovilizado. La precision en todos los indicadores
ensayados y en todos los intervalos es menor a (.17 unidades de pH. Con una inyeccion de

275 microlitros de muestra se pueden realizar 35 determinaciones por hora.

Recientemente Werner et al (209) han descrito una membrana sensible al pH que
consiste un un soporte de poliester cubierto con una capa delgada de celulosa que continen
un indicador dcido-base inmovilizado covalentemente. La membrana es totalmente
transparente y muestra un color inducide por el cambio de pH en el intervalo 10-13. El
tiempo de respuesta para alcanzar el 90% de la senial es | minuto. Este nuevo material
posee una gran estabilidad, pues tras varias horas de operacion a pH muy alcalino la sefal
sigue siendo estable, lo que lo convierte en una alternativa a los electrodos de vidrio
convencionales que sufren el llamado error alcalino. La fuerza i6nica afecta la respuesta
del sensor. La precisién obtenida en el intervalo estd comprendida entre 0.03 y 0.1
unidades de pH.

Sensores de pH que no emplean fibra dptica.

Wolfbeis et al. (270) desarrollan un sensor reversible para pH basado en medidas
de fluorescencia. El indicador fluorescente utilizado es carboxinaftofluoresceina cuya
intensidad de fluorescencia varia con ¢l pH. El intervalo de trabajo se situa en el intervalo
de pH comprendido entre 6 y 9. Se han Hevado a cabo dos clases de inmovilizacién, por
enlace covalente en una matriz de celulosa y atrapamiento fisico en una matnz de silice por
procedimiento sol-gel. Este iltimo no resultd operativo debido a su respuesta tan lenta

(tiempos de respuesta de 15 min) y a la pérdida progresiva de indicador del soporte.

La membrana sensible de celulosa se coloca en una célula de flujo a través de la
cual se bombean disoluciones a diferentes pH. En la Figura 24 se observa el

comportamiento de esta membrana. El tiempo de respuesta es menor en el sentido
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creciente de pH (2-5 min) que en sentido inverso (3-8 min). El sensor es totalmente

reversible.

LG i [P

|

i I : ||] B !
.;a t ! l !
] R |

AR AT

20 40 60 80 100 120

Intensidad de fluorescencia

Figura 24. Variacidn en la sefial relativa, tiempo de respuesta y reversibilidaddel sensor de pH
cuando se expone a disoluciones reguladoras de diferentes pH.

Cardwell (2/]/) han inmovilizado 4-dimetilamino-4'-octilazobenceno en una
membrana de acetato de celulosa. En la membrana se incluye dietilftalato como
plastificante para mejorar la transparencia de la membrana y trietilenglicol como agente
humectante. El colorante utilizado cambia de una forma neutra de color amaritlo (en medio
bdsico) a una forma catiénica de color rojo (en medio dcido) por lo que es necesario la
introduccion de un agente para mantener el balance i6nico. Como tales se han unlizado
tetrafenilborato y tetrakis(4-clorofenil)borato potdsico. Esta membrana colocada en una
célula de flujo se ha utilizado para la valoracién de una disolucién de base fuerte 0.1M de
hidréxido sédico o potdsico con dcido clorhidrico 0.1M. a 580 nm.
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6.1.3. SENSORES DE pH COMO TRANSDUCTORES EN SENSORES DE TERCERA
GENERACION.

En los tiltimos aftos se ha incrementado el uso de optrodos basados en medidas de
pH para la determinacién indirecta de especies de interés como amoniaco, CO,, urea,

penicilina, etc que intervienen en reacciones en que se generen O consuman protones.

Asf por ejemplo, se han determinado iones como Ag*, Hg?t, Cu?+, Cd?*, Co?™,
Ni2+, Mn2+ y Pb2* a través de la inhibicién reversible no competitiva que provoca la
presencia de estos metales sobre la reaccién enzimdtica entre la urea y la ureasa. Los iones
metdlicos inactivan la ureasa por reaccién con el grupo sulfidrilo aumentando el pH. La
inhibicion de la ureasa es relativamente selectiva para el Hg?* con una selectividad 100
veces superior a la del resto de los iones y ademds la inhibicién relativa de la enzima es
una funcidn lineal de la concentracién de Hg2*. Por otra parte, se trata de una inhibicién
reversible, ya que la enzima inmovilizada recupera su actividad tras una etapa de
regeneractdn con una disolucién de tioacetamida, EDTA. Yerian et al (212} proponen un
sistema para la determinacion de Hg?t (0.2 - 2.0 pM) basado en la inhibicién enzimdtica
de la ureasa. Este método resulta apropiado para el andlisis en continuo de Hg?+ en

muestras medioambientales.

Un optrodo sensible al CO, ha sido desarrollado por distintos investigadores (213),
se basa en un indicador fluorescente (HPTS) sensible al pH disvelto en un tampon
bicarbonato y atrapado en un polimero de silicona. El CO, difunde hacia la disolucién
reguladora interna y cambia su pH y por ello las propiedades fluorescentes del indicador

varian. En la tabla 6 se resumen algunos ejemplos de estas aplicaciones.



81

Iitroduccion General

Tabla 6. Ejemplos de utilizacion de sensores de pH como transductores en sensores de

tercera generacion. s
Indicador dcide-base

Analito Limite de Referencia
deteccion _ . _
Amoniaco 0.09 pM 2,7 -diclorofluoresceina y 5~ (214)
carboxi-2" 7' -diclorofluoresceina
Amoniaco 7 oM S-carboxi-4',5"- (215}
Glutamato 0.1 pM dumetilfluoresceina y 2,7.bis(2-
carboxietil)-5-
: carboxifluoresceina
Penicilinz V 0.01 - 10.mM mile blue (216)
Penicilina G 6.03 - 10mM o
Penicilina 0.1-10mM - tluoresceina isotiocianato 217
Amoniaco i pM derivados de mifemlmetano {218)

6.2. DETERMINACION DE HIERRO

La determinacion de hierro basado en medidas sobre fase solida combina las etapas
de preconcentracion, separacién y determinacion logrando con ello sensibilidades muy
superiores a las obtenidas en disolucién. Se han descrito pocos sensores dpticos basados en
métodos con y sin fluyjo y con y sin fibra optica y muchos de ellos carecen de la
sensibilidad y sobre todo de la selectividad adecuada.

6.2.1. SENSORES TIPO SONDA.

Faraldos y col (2/9) describen un sensor de fibra dptica basado en medidas de
reflectancia para la determinacidon de Fe(lll) utilizando Cromazurol-S como reactivo
indicador soportado en una resina de intercambio i6nico. La fase reactiva se regenera con
pirofosfato. Este sensor presenta un limite de deteccién de 0.2 ppm con una precisién de

0.2% y se ha aplicado a ia determinacion de Fe(Il) en aguas de diferente procedencia.
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6.2.2. SENSORES OPTICOS EN FLUJO

Ldzaro y col.(94) proponen un método para determinar Fe(IH) que integra las
etapas de retencién y deteccion espectrofotométrica. El método se basa en la formacion de
un complejo coloreado Fe(Ill)-tiocianato cuya absorbancia se mide una vez es absorbido
en la fase sélida. Fl método tiene un limite de deteccion de 10 ng/ml y una razonable

selectividad. La principal interferencia encontrada se debe a Cu(ll).

6.2.3. DETERMINACION DE HIERRO EMPLEANDO FASES SOLIDAS,

Los métodos que se exponen a continuacién no constituyen en si sensores puesto
que se realizan en sdiscontinuo y sin fibra 6ptica, pero dado que todos ellos emplean la
fase solida para la realizacién der la medida o como sistema de preconcentracion tendrtian

pun postble potencial analitico como sensores opticos.

Otros autores han utilizado diferentes fases sélidas para preconcentrar hierro para
postertormente analizar este elemento por diferentes técnicas. Entre estos trabajos puede

mencionarse los siguientes.

Se ha utilizado un intercambiador aniénico para preconcentrar hierro, su deteccién
espectrofotométrica se lleva a cabo con el reactivo 4,7-difenil-1-10 fenantrolina disulfonato
I.a reaccidn se lleva a cabo después de eluir el hierro de la minicolumna con acetato.
(220). El complejo coloreado se adsobre en un intercambiador aniénico y se mide
continuamente la absorcién de la fase coloreada, el limite de deteccion es de 0.1 mng/ml]

para un volumen de muestra de 80 ml.

Elrod et al. (221} proponen un método para la determinacién de Fe(ll) y hierro
disuelto en agua de mar. La técnica emplea un sistema FIA con deteccién
guimioluminiscente. La radiacién medida procede de la reaccion de sulfoflavina brillante
con H,0, y Fe(Il) en medio neutro. Se utiliza una columna intercambiadora catiénica para
preconcentrar hierro y se obtiene un limite de deteccién de 0.45 nmol/] con 4.4 ml de

muestra. El limite de deteccién puede mejorarse si se incrementa el volumen de muestra
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utilizada. La desviacidn relativa estdndar es 2-5% para concentraciones superiores a 2.5

nmol/l.

Se ha realizado la determiacion espectrofotométrica de Fe(lll) en agua de mar por
preconcentraciéon de Fe(Ill) en una columna C18 que contiene un reactivo quelatante
reactivo. Bl complejo se eluye con metanol y su absorcion se mide a 562nm, estimdndose
un limete de deteccién de 33 ng/ml. (222)

El nimero de publicaciones sobre espectroscopia sobre fase sélida no son
numerosas pero en los (ltimos afios ha experimentado un gran auge, se puede considerar

estos trabajos como una fase previa para posibles futuros sensores 6pticos.

Nigo et al. (223) han desarrollado un método para la determinacién de hierro (I1) y
(I11), basado en medidas de absorbancia en fase solida. El método utiliza el reactivo 1-10
fenantrolina para Fe(Il} y citrato como agente enmascarante de Fe(lIIj. De esta manera el
complejo formado en disolucién en presencia de la resina Dowex 50W-X2 (agitacién
mecdnica durante 30 minutos) queda absorbido en dicha fase sélida. Es posible la
determinacion de hierro total si se produce la reduccion de Fe(IIl) a Fe(Il) con
hidroxilamina. Las lecturas de absorbancia se efectuan a dos longitudes de onda, 514 nm
(mdximo de absorcion de! complejo) y 630 nm donde absorbe solamente la resina. Se
obtiene un limite de deteccidn de 5.1 ppb para Fe(Il) y 6.0 ppb de hierro total cuando se
tiene 200 ml de muestra. la precisién es de 4.6% para la determinacién de 0.2 ppm de
hierro total. Las mayores interferencias las producen cobre, cobalto y zinc. El método se

ha aplicado a la determinacién de hierro en aguas de origen natural.

Shriadah et al. (224) han descrito un método rdpido simple y sensible para la
determinacién de hierro en agua de mar. El método se basa en el enriquecimiento de hierro
como un complejo que forma Fe(Il) con batofenentrolina disulfonato de color rojo a pH
4.5 en un capa de resina aniénica Amberlyst A-27. Se efectuan medidas de absorbancia
sobre la fase solida coloreada. En primer lugar se forma el complejo en disolucion (10
minutos) y se afiade la fase sélida para que se produzca su adsorcion. La absorbancia se
mide a 550 nm. La desviacion estindar relativa es de 2.8% para 6 determinaciones de 0.3
microgramos de Fe(Il). En cuanto a las posibles interferencias se ha comprobado que la
presencia de 1ones C1™ afecta a la fijacton del complejo pero no a su coloracion.
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Saito (225) proponen una modificacion del método descrito anteriormente
empleando una membrana de PVC como soporte del reactivo batofenantrolina y o-
nitrofenilocileter. Existe la posibilidad de determinacion de hierro total , Fe(Il) y Fe(Ill),
el método posee alta selectividad y sensibilidad hacia Fe(1I). El limite de deteccién es 6.8
1077M. Se obtiene una precision de 4.3% con una disolucién de 2.15 107°M. El principal
efecto interferente se debe a la presencia de cobre incluso en una concentracion igual a la
de Fe(1l), este efecto puede ser eliminado con la adicion de un agente enmascarante del i6n
Cu(ll).

Kanebo y col. han presentado un método para determinacion de hierro con un
limite de deteccién de 0.6 ng/m! por formacién de un quelato aniénico entre Fe(Ill) y el
reactivo 2,2' dihidroxiazobenceno que reacciona con violeta cristal y despues el par 16nico
es adsorbido en la superficie de una pelicula de PVC ,midiendo a 592 nm. (226)

Lev y colaboradores (227) han desarrollado un método espectrofotométrico con un
limite de deteccion para el 16n ferroso menor de 0.1 ng/ml que se basa en la
preconcentracion de este 10n en una fase sélida constituida por ¢l reactivo 1-1o fenantrolina
atrapado en una matriz de silice por el procedimiento sol-gel. La absorbancia del complejo
formado se mide directamente sobre la fase sélida en un espectrofotémetro convencional.
El tiempo de equilibracién del vidrio dopado estd determinado por la difusion del analito al
interior de la fase sélida para la formacién del complejo y puede variar de 1-24 h
dependiendo de la cantidad de soporte utilizada para preconcentrar.

6.3. DETERMINACION DE ALUMINIO
6.3.1. SENSORES TIPO SONDA

El primer sensor regencrable de fibra éptica para la determinacion de AI(III) fue
desarrollado por Saari y Seitz (228). Desarrollaron un sensor de fluorescencia utilizando
como reactivo indicador la morina que fue inmovilizada sobre celulosa en polvo y unida al
extremo de una fibra Gptica bifurcada. La respuesta de este sensor es lineal en el intervalo
1-100 pM en AP+ a pH 4.8. El tiempo de respuesta de este sensor es de 1-2 minutos y el
limite de deteccidon 1uM en Al3*.
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En un trabajo posterior {229) se prepard otro tipo de sensor que responde a Al(111),
Mg(1D), Zn(Il) y Cd(II) por inmovilizacién de 8-hidroxiquinoleina- 5-sulfénico sobre una
resina de intercambio 16nico y umiendo la resina al extremo de un haz de fibra optica
bifurcada. El limite de deteccién para los diversos iones metdlicos estudiados fueron
menores de | uM. La respuesta del sensor con la concentracién del 16n metdlico no fue

lineal.

En 1986 Wolfbeis propone un método de valoracion complexométrica directa de
AL+ con CDTA ¢230), vdlido incluso para disoluciones fuertemente coloreadas o
turbias.La valoracidn se sigue a través de la intensidad de fluorescencia del complejo
Al(IID-morina mediante la utilizacién de una fibra dptica bifurcada. Este método permite
la determinacién de aluminio en el rango de 1-800 ppm con alta precisién. Dado el
diminuto tamafio de las fibras son posibles valoraciones dcido-base de muy pequeiias
cantidades de muestra (200-500 gl).

Posteriormente ha sido descriia la construccion de un optrodo para aluminio cuya
fase sensora estd cosntituida por morina inmoivilizada en una biomembrana (231]),
obteniendose un limite de deteccion de 16 ppb y un tiempo de respuesta de 30-60

segundos.

6.2.2. SENSORES OPTICOS EN FLUJO.

Pereiro y colaboradores (232) han desarrollado un sensor espectrofluorimétrico para
determinacién de Al(II}) en niveles de ppb en un sistema en flujo, la fase reactiva estd
constituida por Kelex 100 modificada con 8-hidroxiquinoleina inmovilizado sobre
Amberlita XAD-7 y se obtiene un limite de deteccién de 7 ppb con una precién de 0.8%.

Estos mismos autores han descrito un sensor fosforimétrico en flujo para la
determinacion de aluminio. La medida de fosforescencia a temperatura ambiente se debe &
la reaccion entre el analito y el reactivo ferrén inmovilizado en una resina aniénica. El

limite de deteccién obtentdo es de 1.8 ng/ml y una desviacion estandar de 2.3 %.(233)
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6.2.3. DETERMINACION DE ALUMINIO CON UTILIZACION DE FASES SOLIDAS.

Existen en la bibliografia pocos sensores para la determinacion de este analito si
bien aparecen algunos trabajos para la determinacién de AI(III) que emplean reactivos

inmovilizados sobre un soporte sélido para preconcentrarel cation,

Ditzler y col. (234) inmovilizaron 2,2',4,- trihidroxiazobenceno sobre gel de silice.
La principal ventaja del sistema no es la preconcentracién del analito sino la disminucidn

de las especies potenciaimente interferentes.

Ljunggren et al. (235) utilizan como agente quelatante desferrioxamina
inmovilizada en vidrio de poro controlado para la preconcentracién de aluminio. La
minicolumna se dispone en un sistema de inyeccidn en flujo y tras la elucién del catién se

procede a la deteccién por epectrofotometria de absorcion atémica con lama.

El acoplamiento de una microlumna con el reactivo 8 -hidroxiquinoleina
inmovilizada para preconcentrar aluminio (durante 3 minutos) segnda de la elucién del
complejo con HCI-HNO; y posterior deteccidon con absorcién atémica con llama (236)

proporciona un limite de deteccion de 3 ng/ml de AI(III).

Algunos autores utilizan las fases sdlidas para la determinacién de aluminio
formando previamente el complejo en disolucion.

Wolfbeis (237) propone la inmovilizacion de morina en silica gel empaquetada en
una microcolumna para la determinacion de aluminio fluorimetricamente. La relacién entre
la jongitud de la zona fluorescente de la columna y la concentracion de Al(IIl) que pasa a
través de la columna ofrece un método simple y rdpido para la estimacion semicuantitativa
de AI(ILI).

Molina -Diaz et al. (238), determinan niveles de aluminio por debajo de ng/ml.
Para ello forman un complejo entre Al(III) y el reactivo cromazurol S de color azul que se
adsorbe facilmente en una resina de intercambio anidnico. El método desarrollado se basa

en la medida de la absorbancia de esta fase sélida coloreada. El intervalo lineal obtenido



87
Introduccion General

estd comprendido 0.6-4.0 ng/m! con una precisién de 2.1%. El método, en discontinuo, se

ha aplicado a la determinacién de aluminio en aguas naturales y de grifo y en aleaciones.



II. PARTE EXPERIMENTAL
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1.- APARATOS, MATERIAL Y REACTIVOS

1.1.- DESCRIPCION DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS COMO FASE
REACTIVA EN ESTA MEMORIA.

1.1.1.- CROMAZUROL S.

El reactivo cromazurol S (CS) es un indicador metalocromico derivado del
trifenilmetano cuya férmula corresponde a la del dcido 3"-sulfénico-2",6"-dicloro-3.3"-
dimetil-4,4"-dihidroxi-5,5" -dicarboxilico-trifeniimetano. FEn disolucion fuertemente dcida

el ligando estd presente como un zwitterion representado en la figura.

o
.0+ O 0. .0
S
0 O
Z
CHg CHg
Ci o

SO,

Figura 25. Férmula estructural propuesta del CS en disoluciones fuertemente dcidas (Hy4l).

El Cromazurol S presenta tres constantes de disociacion que corresponden a los
equilibrios de 1a tabla 7.
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Tabla 7. Equilibrios y constantes de disociacion del cromazurol §

. Equilibrio -~ pK, (239) - pK, (240)  Color
CHJS R o rosa

Hl e HY + Hyl,™ - 2.5~ "2.3 ° naranja
Holygmmp bt + HE™ . 4.9 4.7 100

HPe——H' + 1 115 118 amarillo
I B : : : azul

Este reactivo forma complejos quelatos, generalmente de estequiometria 1:1 con
numerosos metales. Las constantes de formacién de estos complejos se encuentran en la
tabla 8 donde se observa que los 1ones Fe(Ill) y Al(1Il) forman complejos muy estables con

este reactivo.

Tabla 8. Constantes de formacién de los complejos del cromazurol S con metales (241)

Meal Al Be €4 Cu Fe Hf Jn Mg Pd Sc Th Ti Y Zr

lﬂﬂllﬁn)-. 1297 W2 .9.,45i ;I:S;Q- -:527;8 132 ” '13',5 : '12,5_ 12.3 i-z.a 15;2 16:3
log (61 e

log By1) - Cwg owa

e e

Langmyhr (240) propone las siguiente estructuras para cada uno de los
complejos que forma el cromazurol S con el Fe(Ill), formacién de un dimero, un
monémero y complejo 2:1 representadas en las Figuras 26, 27 y 28.
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H,0 OH,
CH, O—Fe—0_ CH
3 .
QA 7
cl
s0; O G <
% 00
5 C
Qi
Cl ’C C Cl SO
0. /0
CH O—¥e—0 CH,

Figura 26 Estructura propuesta para el dimero 1Fe(l-120)|2)122_

CHy M. 0

\
O .
o c ﬁe
\\C) Cl O\ OH2
) G om,
C 0
lf

O.
SO, /
3 Cl C\\
H3 OH O
Fd
Hgo Hzé’” CH{  O-H

Figura 27. Posibles estructuras del monémero |[Fe(Ho0)l4)HI



91
Aparatos, material y reactivos

H,0 H,0
v/ OH
CH, O‘F€2+\’ 2
o OH,
Ci C!
W
O
C
N
S0,- Cl c’
LY
0]
OH
CH  o-pbe e
Y H,0

Figura 28 Estructura sugerida de (Fe(Hp0)]p)Ih2*

Kashkovskaia y Mustafin (242) en 1958 emplearon este reactivo por
primera vez con fines cuantitativos para la determinacion de aluminio en
aceros y bronces.

En 1965 Pakalns (243), demuestra que el CS es un reactivo muy
sensible para la determinacion de aluminic y que es en este sentido superior
al aluminon y al "rojo de eriocromo" para la determinacion
espectrofotométrica directa del analito en presencia de diversos iones.
También es preferible la utilizacion del CS sobre la 8-hidroxiquinoleina segiin
Pakalns ya que el método que utiliza este iltimo reactivo es a menudo tedioso
para andlisis de rutina.

Este reactivo ha sido en los iltimos afios utilizado de nuevo para la
determinacioén de AI(IIT) asi como para estudiar la reactividad de las especies
hidrolizadas del aluminio (244) resultando un método muy rdpido para su
determinacién colorimétrica.
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Este reactivo ha sido en los dltimos anos utilizado de nuevo para la
determinacién de AI(IIl) asi como para estudiar la reactividad de las especies
hidrolizadas del aluminio (244) resultando un método muy rdpido para su
determinacién colorimétrica.

Ohzeki (243), ha desarrollado un método espectrofotométrico selectivo para
la determinacién de trazas de AI(II), previa retencion del compiejo ternario de Al
con CS y zefiramina sobre unas membranas que actian de filtro.

1.1.2.- PIOVERDINA

Descripcién: E! fitoplancton produce en las aguas marinas upna pequefa cantidad
de comlejantes orgdnicos que presentan gran afinidad por los metales. La informacion
existente respecto a estos ligandos estd originada en estudios de cultivos en los que la
concentracion de estos quelatantes en alta. La extrapolacién de estos resultados a aguas
naturales es por supuesto problemdtica y es bastante improbable que estos compuestos
afecten la especiacién en aguas naturales. Los microorganismos acudticos sintetizan dos
tipos de agentes complejantes de metales: ligandos transportadores para adquirir los
metales traza y ligandos depuradores o amortiguadores para defenderse de la toxicidad de
otros metales.

Ligandos transportadores: Para la mayoria de los metales no conocemos la
naturaleza del ligando transportador originado en el fitoplancton por bacterias,
normalmente son membranas especifica que poseen gran afinidad y especificidad para los
metales en cuestién. (esto es claramente una necesidad para adquirir metales traza desde un
medio oligotréfico). En el caso del hierro, se pueden distinguir varios tipos de ligando

transportadores, sideréforos de tipo catecol o hidroxamato.

Los sideréforos son por lo tanto pequenas moléculas que producen los
microorganismos cuando estdn presentes en medios deficientes en hierro (246). Su funcién
es transportar hierro al interior de las células de los organismos que los sintetizan proceso
que involucra la participacién de proteinas de membrana especifica. Estos sideréforos
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poseen una alta afinidad especifica para Fe(Ill) al cual transportan hacia el interior de las
células. Los sideréforos en general se caracterizan (247) por las siguientes propiedades: 1)
Su sintesis se lleva a cabo solo cuando las células microbiales crecen en medios deficientes
en hierro; 2) complejan especificamente Fe3* y tienen una débil afimdad o insignificante
por Fe’*, 3) los complejos con Fe(lll) poseen constantes de estabilidad muy altas (del
orden de 10%%), 4) como resultado de su capacidad para complejar Fe!*, los sideréforos
incrementan las velocidad de entrada de este catién en ¢l intertor de las células. Se puede
decir que los sideroforos juegan en el transporte de hierro en microorganimos un papet

muy parecido al de las membranas 1onéforas para los metales alcalinos (248).

Como resultado de estas caracteristicas algunos sideroforos han encontrado
aplicaciéon médica como la defenferrioxaxmina B que en forma de mesilato es distribuida
por la marca Ciba Geigy bajo el nombre de Desferal para el tratamientode la siderosis.
(249). En la sintesis de nuevos antibiéticos se ha tenido en cuenta el proceso de transporte
de hierro de sider6foros y se ha imitado su naturaleza para traspasar las membranas de las
células. Por otra parte los grupos quelatantes que aparecen en los sideroforos (dcido
hidroxdmico y catecol) han sido utilizados en la agricultura para aumentar la disponibilidad
de hierro en el suelo y tales sustancias pueden, por inhibicion de la ureasa, prevenir
pérdidas de amoniaco en el suelo (250)

Se han aislado sideréforos de suelos y ensayos quimicos y bioldgicos han indicado
su presencia en algas y en aguas de lago durante el florecimiento de algas azules-verde. Se
ha sugerido que la produccién de sideréforos por algas puede suprimir el crecimiento de

otras especies incapaces de utilizar el complejo hierro-sideréforo para su crecimiento.

El sideroforo utilizado en este trabajo para la construccion de sensores quimicos se
denomina pioverdina y es un reactivo fluorescente y soluble en agua, de origen natural
biosintetizado por bacterias de la especie Pseudomonas fluorescens.

La estructura detallada de algunos sideréforos ha sido caracterizada por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) (257). Asi, las diferentes
ploverdinas estdn constituidas por una porcién peptidica de 6 a 10 amino dcidos unidos a
un croméforo derivado el 2-3-diamino-6,7-dihidroxiquinoleina presente en todas ellas. El
péptido en la mayorfa de los casos es lineal pero puede ser ciclico o parcialmente ciclico.

Cada molécula de pioverdina contiene 3 grupos bidentados quelatantes, un grupo catecol
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localizado en el croméforo y 2 grupos hidroxamatos o, un hidroxamato y un

hidroxiaspdrtico que pertenecen a la parte peptidica (252,253).

Cada cepa de Pseudomonas produce vanas clases de pioverdinas que poseen el
mismo péptido y difieren sélo en la cadena unida al croméforo. De una especie a otra la
cadena del péptido puede variar considerablemente, estando sié‘mpre constituido por amino
dcidos hidrofilicos: glicina, serina, homoserina, dcido aspdrtico, dcido glutimico,

glutamina, dcido -treohidroxiaspdrtico, N- hidroxiornitina, lisina, arginina.

Las Figuras 29 y 30 representan la estructura la pioverdinas y la del complejo
octaédrico que forma con el Fe(Ill) respectivamente. La formacién del complejo con el
Fe(II) produce una desactivacion estdtica de la fluorescencia (254) que puede emplearse

para la determinacion cuantitativa de este analito.

O
NH OH
Y L XX o
N N
O HN N OH
A

0
0 H
on. K
NH N H NH
(AA) (AR)
AA | AA
( )(AA)—-NH any” A

Figura 29, Estructura de pioverdina
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O OH )L O H
NH
@anr H (An)
AA §
( )(AA)_NH (An)y” AN
O

Figura 30. Estructura del complejo pioverdina-Fe(Ill)

Obtenci6n y purificacion de pioverdina. Este reactivo de origen natural se obtuvo
y purificé a partir de una cepa de bacterias Pseudomonas Fluorescens AR-11 modificando
ligeramente la versién publicada por Meyer y Abdallah (10).

Las bacterias Pseudomonas fluorescens AR-11 fueron cultivadas en un medio
PMS.Ca deficiente en hierro (condicién indispensable para que estas bacterias produzcan el
sideréforo). El medio de cultivo PMS,Ca estd constituido por N,N-bis[2
hidroxietil]2aminometano sulfénico, piruvato sédico, sulfato magnésico, cloruro aménico,
fosfato dipotdsico y cloruro cdlcico. Las bacterias estuvieron en este medio de cultivo a
25°C y sometidas a agitacidon mecdnica hasta observar un miximo en su crecimiento (en
esta etapa ya se observa la fluorescencia de algin producto existente en el medio de cultivo

que anteriormente no existia).
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El pigmento fluorescente se aisla del medio de cultivo por centrifugacién (se
separan las células muertas y bacterias) y se pasa a través de una columna G25 rellena de
Sephadex (2.5 x 90 cm). La elucion se lleva a cabo con agua y las diferentes fracciones (2
ml) se recogen en un colector automdtico. Esta fracciones se analizan
espectrofotométricamente y sélo las que presentan una absorbancia >0.2 en 460 nm son
tratadas con un exceso de 8-hidroxiquinoleina para eliminar cualquier traza de hierro y
obtener de esta manera el pigmento Iibre de impurezas. Una vez efectuado esta

purificacién el pigmento es liofilizado.

1.2. APARATOS Y MATERIALES

1.2.1. APARATOS.

- Espectrofotometro Unicam SP600, provisto de ldmpara halégena alimentadaa 12 V
- Tubo fotomultiplicador Thorn Emi, modelo 9558 - §20.
- Fuente de alimentacién DC del tubo fotomultiplicador Thorn-Emi Gencom MPS 1600.

- Fuente de alimentacion AC AVISOR, FAF 3/4 A,que se acopla a la de continuo con una
salida fija de 13.8 V.

- Voltimetro digital Promax, modelo MD-100.

- Espectrofotémetro de fibra éptica Guided Wave 260 (El Dorado Hills, CA} equipado con
una ldmapara de tungsteno-halégeno de 20 W y 6V, conectado a una ordenador Toshiba
T32008X.

- Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50 conectado a un ordenador IBM SX55.

- Microscopio de fluorescencia Modelo Zeiss

- Espectrofotémetro de diodos integrados Hewlett Packard 8452-A.

- Espectrofotémetro de absorcién atémica Perkin Elmer 2380.
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- Centrifuga Beckman.
- Bafio termostdtico

- pH-metro Crison 2001H dotado de un electrodo combinado de vidrio-calomelanos
saturado Crison.

- Bombas peristiltica LKB Perpex 10200 y Gilson 2001.
- Vdlvula de inyeccion Omnifit de 6 vias

- Unidades de filtracion Ultrafree-CL (Millipore).

1.2.2. MATERIALES.

- Haz de fibra dptica de silice de 2 mm de didmetro interno y | m de longitud. El haz estd
integrado por 14 fibras de 500 micras de didmetro cada una. -

- Fibra dptica pldstica Crofon (Du Pont), haz de 16 fibras de 250 um de didmetro cada
una.

- Material especial para fibra dptica: conectores (RS), fundas de pldstico termocontrictil
(RS 399-861 y RS 399-906), tubo de teflén (RS 399-827), copolimero de éster acrilico y
N-viml-2-pirrolidona para pegar las fibras entre si (Lankro H64, RCP 2280 B) y pela-
cables {RS-544-906).

- Célula de flujo "Hellma" 176.52 (100 ul de volumen interno y 3 mm de paso 6ptico)

- Células de flujo de metacrilato (disefiadas en el departamento. apartados 7?

- Agitadores magneticos Select.

- Placas filtrantes, Pobel y Alamo de porosidad 4.

-.Material volumétrico de calidad contrastada ( Afora, Alamo, Pobel...)

- Conectores, tubos de teflén de 0.5mm de didmetro interno y tubos de Tygon para bomba
peristatica.

- Tamizadores, luz de malla Imm y 0.160 mm.

- Pegamento: epoxi-resina.
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- Lupa x12 aumentos.

- Papel de lijja de 3 rugosidades diferentes.
Soportes poliméricos:

- Intercambiador aniénico Dowex 1-X2 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh, porosidad
alta, capacidad (4.3 +_.0.3) meq/g, humedad 71-77%, en forma de CI".

- Intercambiador aniénico Dowex {-X4 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh, porosidad
alta, capacidad (4.3 4 -0.3) meq/g, humedad 56-64%, en forma de CI-.

- Intercambiador aniénico Dowex 1-X8 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh, en forma de
Cl-.

- Intercambiador anidnico Dowex 1-X10 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh, porosidac
baja, capacidad (3.2+-0.3) meq/g, humedad 34-40%, en forma de CI-.

- Intercambiador amiénico Amberlita IRA-400 | en forma de Cl-,

- Intercambiador catidnico Dowex S50-WX12 (Dow Chemical Co.); 200-400 mesh,
porosidad baja, capacidad (5.1 +-0.3) meq/g, humedad 43-49%, en forma de Ht.

- Intercambiador catidnico Amberlita IR-122. Forma CuZ ™.
- Intercambiador catiénico Amberlita IR-120.

- Copolimero estireno-divinilbenceno Dowex (Dow Chemical Co.) al 2%.

Otros soporte sélidos:

- Vidno de poro controlado (CPG) (Pierce Coming) 460 A, tamafio de particula 37-74
micras

- Gel de silice 100 de la marca Fluka de didmetro comprendido entre 0.063-02 mm.
1.3.- REACTIVOS

- Cromazurol S (CS) de la marca Merck. Disoluciones acuosa de diferentes
concentraciones.

- Proverdina aislada y purificada segiin se explico en el apartado I1.1.1.2.
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- Patrén de Aluminio de 1000 pg/ml; preparada por disolucién de 1000 mg de aluminio
metdlico puro (Merck) en 1000 ml de agua Milli-Q con dcido clorhidrico al 2% (V/V).

- Patrén de Hierro de 1000 pg/m! preparada disolviendo Fe(NO,;); 9H20 en HNQ, al 1%
valorado con permanganato potdsico patron.

- Hexametilentetramina (HMTA), de la marca Merck. Solucion reguladora de HMTA 0.2
M y ajustando el pH a 5 en medio HCIO4.

- Biftalato potasico (Merck)

- Disoluciones rteguladoras fisiologicas de la marca Sigma, 4cido 2{N-
morfolinoletanosulfénico (MES), tristhidroximetiljaminometano hydrocloride (TRIS),
imidazol, HEPES.

- Reactivos orgdnicos para la preparacion del vidrio sol-gel: Tetrametoxisilano (Aldrich),
metanol (Carlo Erba)

- Reactivos para la inmvolizacién 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
sodico {Carlo Erba)

- Reactivos para la inmovilizacién del CS en gel de silice: Cloruro de metiltrietilamonio,
Aliquat 336 (Aldnich)

Glutaraldehido SCharlau. como agente entrecruzante en la inmovilizacion depioverdina en
CPG.

- Reactivos inorgdnicos de grado analitico de diferentes marcas, empleados en la
preparacion de disoluciones para el estudio de los elementos interferentes.

- Reactivos inorgdnicos de grado analitico de diferentes marcas, empleados en la
preparacién de disoluciones para los estudios de regeneracion de las fases reactivas.

- Agua purificada mediante un sistema Millie-QQ (Miilipore) para la preparacién de todas
las disoluciones utilizadas.
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2.- PROCEDIMIENTOS OPERATORIOS

2.1.- DISPOSITIVOS DE MEDIDA

2.1.1.- MEDIDAS DE REFLECTANCIA

Dispositivo 1. Este dispositivo se ha empleado para la determinacién de aluminio
utilizando CS inmovilizado sobre la resina Dowex 1X2. lLa disposicion del mismo se
encuentra en la Figura 31.La radiacién emitida por una ldmpara halégena de 12 V es
monocromada por un monocromador de prisma perteneciente a un espectrofotémetro UV-
VIS UNICAM. La fibra Optica bifurcada se acopla por un ramal a la salida del haz de luz
que proviene del monocromador mientras que la luz difusa reflectada en el terminal se

dirige a través del otro ramal a la entrada del fotomultiplicador.

El tubo fotomultiplicador se halla conectado por una parte a una fuente de
alimentacién de corriente continua (a su vez conectada a una fuente de alimentacién de
corriente alterna), y que por otro lado a un conversor de lectura digital. La rendija
utihizada a la salida del monocromador fue 1a minima posible. Para la realizacion de las
medidas se coloca la célula de flujo (figura 32) en la que estd situada la fase reactiva en un
recipiente cerrado y negro mate (para evitar la interferencia de la luz ambiental) que posee
tres orificios al igual que la célula de flujo, uno de ellos situado en la parte superior para la
fibra optica y dos laterales para la entrada y salida de las disoluciones. Las medidas se

efectuaron a temperatura ambiente.

La fibra dptica empleada en este dispositivo estd formada por un haz de 16 fibras
Crofon Dupont de un didmetro de 0.25 mm cada una y una superficie activa de (.78 mm?.
Estas estdn formadas por un niicleo de polimetacrilatode metilo con un indice de refraccién
de 1.490 y recubiertas de un polimero transparente de indice de refraccién menor n, 1.392
(AN=0.53) Este haz se halla a su vez protegido por una resina de polietileno. Las fibras
optica Crofon empleadas aceptan luz con un cono de 32°(dngulo de aceptacién).



101

Procedin¥entos operatorios
FUENTE .MONOGROMADOR FOTOMULTIPLICADOR
: | FIBRA OPTICA CONVERSOR |
: ‘ . LOGARITMICO |
f ; . ' DE LECTURA :
M : CELULA DE; DIGITAL
' | DE FLUJO
R ‘ . ‘
DR
BOMBA
PERISTALTICA DESECHO

DR: DISOLUCION REGULADORA
R: REGENERANTE

M: MUESTRA

Figura 31. Dispositivo de medida 1 para medidas.de reflectancia
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Figura 32. Célula de flujo utilizada en el dispositivo 1. 1. entrada flujo, 2. desecho, 3 fuente de
radiacion, 4 detector.

La construccion del ramal de fibra Jptica bifurcado se efectué segin el
procedimiento descrito anteriormente (2535). Se parte de un haz de 16 fibras que se divide
en 2 grupos de 8 fibras distribuidas al azar. Estos extremos, con superficie perfectamente
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pulida y totalmente uniforme para evitar al maximo pérdidas de luz, se colocan tanto a la
salida del monocromador como a la entrada del! detector mediante unos conectores

metdlicos.
En la parte comin del haz (16 fibras) que debe presentar una superficie
completamente pulida se coloca una pieza de unién entre la fibra y la célula de flyjo

disefiada para este experimento.

En la Figura 33 se representa el espectro de transmisién de la fibra empleada.
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Figura 33. Transmision especral de la fibra Crofon.

Dispositivo 2. Se ha utilizado para la optimizacién de las condiciones operativas
para la determinacion de Fe(Ill) y en su determinacion utilizando CS inmovilizado en gel
de silice. Este dispositivo se representa en la (Figura 34) El dispositivo estd integrado por
un fotometro de fibra éptica Guided Wave 260. con un accesorio de fibra dptica y una

célula de flujo donde se dispone la fase reactiva (Figura 35).

La radiacién procedente de una ldmpara de wolframio monocromada por una red de
difraccién de 6235 lineas. se dirige por un ramal de la fibra éptica (74 7) bifurcada que esta
acoplada al espectrofotémetro a la fase sélida con el reactivo inmovilizado que esta situado
en la célula de flujo. La luz reflectada se dirige hacia el detector por el otro ramal de la
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fibra y se registra en un ordenador Toshiba T3200SX que controla ademds el programa de
medida. La rendija empleada fue de 0.25 mm.

La fibra éptica empleada esta formada por un haz de 14 fibras (7+7) de silice
fundida; 7 fibras llevan la radiacién desde la fuente luminosa hasta la fase reactiva y 7
guian la radiacién reflectada hacia el detector. El didmetro de cada fibra es de 500 micras
poseyendo el haz un didmetro comun de 2 mm y una longitud de Im. En la Figura 36 se
representa la absorcion de radiacién producida por S0 metros de esta misma fibra en todo

el espectro electromagnético.

La célula de flujo empleada, donde se coloca la fase reactiva, se ajusta al extremo
comiun de la fibra evitando el contacto entre ambas con una placa de cuarzo de 0.25 mm de
espesor. Esta célula estd construida en metacrilato y es una modificacion de la disefiada en

el dispositivo 1. Las medidas se efectuaron a temperatura ambiente.

No fue necesario tomar medidas para evitar las posibles interferencias debidas a iuz
ambiental puesto que no ejercia efecto alguno sobre los espectros realizados, por estar
dotado el equipo de un sistema de modulacién de la sefial.

ESPECTROFOTOMETRO

M: MUESTRA
R: REGENERANTE
DR: DISOLUCION REGULADORA

FIBRA OPTICA

: CELULA DE ORDENADOR
! | " DE FLUJO
R , i :

DR
BOMBA
PERISTALTICA DESECHC

Figura 34: Esquema del dispositivo 2 para medidas de reflectancia con fibra 6ptica.
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FIBRA
OPTICA

Figura 35, Célula de flujo de metacrilato empleada en et dispositivo 2 para medidas de reflectancia.
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Figura 36. Espectro de absorci6n de la fibra éptica JC4-50 (50 m)
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2.1.2.- MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

Este sistema se ha utilizado tanto para la optimizaciénde variables durante el
desarrollo del sensor como para la determinacion de hierro en diversas matrices utilizando
como reactivo pioverdina como reactivo inmovilizado en diferentes soportes (CPG y vidrio
sol-gel). El dispositivo (Figura 37) estd formado por una célula de flujo comercial rellena
de la fase sensible (Figura 38) situada en el portacubetas de un espectrofluorimetro Perkin
Elmer LS-50. A través de la célula se bombean disoluciones de diferente naturaleza,

registrdndose las intensidad de fluorescencia en un ordenador IBM-SX55.

DETECTOR
.

FASE REACTIVA

ENTRADA

FLUJO DESECHO

BOMBA
PERISTALTICA

Figura 37. Esquema dispositivo de medida para medidas de fluorescencia.

@'g A RN

Figura 38 Célula de flujo Hellma 176.52 con la fase reactiva empaquetada
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Cuando se ha trabajado inyectando la muestra (FIA) se ha modificado el dispositivo

introduciendo una vilvula de inyeccién en el sistema (Figura 39)

MUESTRA

r
' i . 1
REGENERANTE : ‘  ESPECTROFLUORIMETRO '

| <] ¥ | (CELULA DE FLUJO) | o
—— DESECHO |
| | l : S

1
VALV ULA

i ! INYECCION

DISCGLUGION BOMBA

REGULADORA

PERISTALTICA

ORDENADOR

Figura 39. Dispositivo modificado para utilizacién en FIA

2.2. PREPARACION DE LAS FASES REACTIVAS: INMOVILIZACIONES

2.2.1. INMOVILIZACION DEL INDICADOR CROMAZUROL S.

En este apartado se expondrd €] procedimiento operatorio para la preparacién de las
diferentes fases reactivas elaboradas; todas ellas estdn constituidas por el mismo colorante
(Cromazurol S) y diferentes soportes sélidos de manera que las fuerzas involucradas en
cada no de ellas son de diferente naturaleza.

2.2.1.1. Inmovilizacion en intercambiadores idnmicos. La fijaciéon del reactivo
indicador (CS) al soporte se lleva a cabo mediante procesos de adsorcién y electrostiticos.
Se siguié para ello el procedimiento descnito por Faraldos et al. (2/9) En un tubo de
ensayo se coloca lgr de resina (previamente tratada con NaOH, HCl y agua destilada,
secada y tamizada (luz de malla 0.160 mm)) y 10 ml de una disolucién acuosa de
Cromazurol S al 0.1%, agitdndose durante 1 hora, tiempo suficiente para la deposicién de
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todo el colorante en la resina (sobrenadante incoloro); a continuacién se filtra la resina en
una placa de vidrio sinterizado (poro 4) y se lava sucesivamente con HCI, NaOH y agua
para asegurar la eliminacion del indicador no inmovilizado (aguas de lavado incoloras).
Por dltimo, se secan a una temperatura inferior a 60°C porque si la temperatura es mayor
la matriz polimérica se destruye. Tanto las aguas madre del proceso de inmovilizacién
como las aguas de lavado se analizan espectrofotométricamente para cuantificar la cantidad

de reactivo inmovilizado.

2.2.1.2. Inmovilizacion de CS en vidrio de poro controlado (CPG) La retencién
del colorante CS en CPG conlleva uniones covalentes y se ha desarrollado segun el
procedimiento descrito por Bacci y col. (256). En primer lugar se procede a la activacion
del vidrio de poro controlado. Se pesaron (0.2 g de CPG (240, 460 A) y se tratan con 10
ml de HNO; al 5% a ebullicion durante 30 minutos, a continuacién el vidrio de poro
controlado fué filtrado en una placa filtrante de vidrio, lavado con agua desiomzada y
secado en un horno a 95°C. A continuacidn se llevan a cabo procesos consecutivos de
aminacién y amidacién que consisten en la introduccién de grupos NH, reactivos en la
superficie del vidrio. Esta primera reaccién se lleva a cabo tratando a reflujo durante 22
horas el wvidrio de poro controlado con una disoluciéon de 10% de 3-
aminopropiltrietoxisilano en tolueno, se lava a continuacién el vidrio con tolueno, metanol
y acetona, siguiendo una etapa de secado a 80°C durante | hora. La superficie del vidrio
queda entonces con grupos aminos susceptibles de amidacién mediante la reaccién a reflujo
{20 horas) del CPG con una disolucién de p-nitrobenzoilo en cloroformo que contiene
triettlamina. Una vez efectuados estos pasos el vidrio de poro controlado se lava con
cloroformo y se trata con ditionito sédico en caliente durante | hora (para la reduccion del
grupo nitro). El polvo de cuarzo se lava con agua y se trata con NaNO, al 2% en un bafio
de hielo durante 30 minutos agitando e inmediatamente se anade una disolucién acuosa de
CS al 0.05% que se tiene reaccionando durante 24 h a 4°C.

2.2.1.3. Preparacion de un vidrio dopado con CS por el método sol-gel. El
procedimiento seguido para el atrapamiento fisico del colorante CS en el interior de una
matriz de silice fue el denominado procedimiento sol-gel que transcurre a temperatura
ambiente descrito por Levy (106). El vidrio se forma a partir de precursores alcéxidos
(tetrametoxisilano) que en presencia del colorante y una mezcla hidro-alcohdlica se
hidroliza y condensa posteriormente, quedando las moléculas del colorante atrapadas en las
cavidades formadas en el interior de esta matriz de silice.
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El procedimiento operatorio es extremadamente sencillo: en un vaso de precipitados
con el fondo completamente pulido se colocan 5 ml de TMOS, 6 m} de metanol y 2.4 ml
de agua y se somete a agitaciéon mecdnica, a esta mezcla se le adicionan 0.4 ml de una
mezcla que contiene 50 mg de CS, 0.25m! de NH,OH 1.3 10°M y 9 ml de metanol, todo
ello se lleva a un volumen total de 18 ml de metanol. El recipiénte se Tecubre entonces con
una pelicula de pldstico y se mantiene a T* ambiente y en reposo. Cuando gelifica (aprox 3
dias) se perfora la cubierta pldstica para facilitar la evaporacion de los disolventes y la
obtencién de un vidrio de peso constante (aproximadamente 2 semanas). Una vez obtenido,
¢l vidrio sol-gel se moltura, tamiza y se lava con disolventes de diferente naturaleza para
observar si existe pérdida o no de colorante, quedando asi preparado para su utilizacién.

2.2.1.4. Inmovilizacion de CS en gel de silice. El procedimiento seguido para la
obtencién de esta fase reactiva es una variacién del descrito por Prseslakowski(257)que se
basa en la formacion de un par iénico entre el colorante R nitroso sal y el reactivo Aliquat
336, este par iOnico se extrae en fase orgdnica y se une a la gel de silice. Dado que tanto el
reactivo utilizado por estos autores como el CS poseeen al menos un grupo sulfdnico se
pensé en la posibilidad de inmovilizacién de CS modificando adecuadamente las cantidades

mencionadas para la formacién del par iénico CS-Aliquat 336.

La gel de silice normalmente presenta el catién Fe(Ill) como impureza mayorttaria,
para eliminarla se procede a su lavado con HCl 3M hasta que la reaccién de las aguas de
lavado con suifocianuro aménico indice la ausencia delcatién férrico. Este lavado con HCI
origina una elevada concentracién de iones cloruros que se eliminan lavando con agua
repetidas veces hasta la reaccidn negativa con nitrato de plata de las aguas de lavado. Por
iltimo se seca la gel de silice en estufa a 105°C, quedando entonces preparada para unirse
al par i6nico formado entre el reactivo CS y Aliquat 336. Para la obtencion de dicho para
16nico se prepararon disoluciones acuosas de CS en distintas concentraciones y mezclarlas
con las cantidades correspondientes de Aliquat 336 0.1M en cloroformo. Se agitan bien y
se separan ambas fases, la fase orgdnica {que contiene e} par idnico) se filtra a través de un

filtro de celulosa para eliminar cualquier presencia de agua.

La gel de silice servird de soporte para el reactivo asi formado, para ello se
mezclan 25 ml de esta fase orgdnica con 2.5 gr de gel de silice y se agita mecdnicamente

durante 30 minutos. Se forma de esta manera una fase reactiva quelatante aniénica. La gel
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de silice y el reactivo se dejan en reposo uno o dos difas y ¢l exceso de cloroformo se
elimina mediante un desecador a vacfo. La fase reactiva es de color rojizo y de aspecto
pulverulento, se lava con disoluciones de diferente naturaleza para eliminar el exceso de

colorante no fijado y se tamiza con una luz de malla de 0.16mm..

2.2.2. INMOVILIZACION DE PIOYERDINA

Las medidas de fluorescencia efectuadas en este trabajo estdn basadas en la
utilizacién de un reactivo de origen natural biosintetizado por las bacterias Pseudomonas
fluorescens 1lamado pioverdina que se incluye en el grupo de sideréforos. Se seleccionaron
dos tipos de interacciones diferentes de la pioverdina en dos tipos de soportes con el fin de
comparar su comportamiento como fase reactiva y por ello se inmovilizé pioverdina en
vidrio de poro controlado y en vidrio sol-gel implicando el primer soporte un enlace
covalente y el segundo un atrapamiento fisico del pigmento en las cavidades existentes en

una matriz de silice formada a temperatura ambiente a partir de precursores alcéxidos.

2.2.2.1. Inmovilizacion de pioverdina en vidrio de poro controlado. El
procedimiento seguido para inmovilizar covalentemente el sideréforo en el vidrio de poro
controlado requiere en primer lugar la activacion del vidrio de poro controlado. De los
numerosos procedimientos descritos en la bibliografia para llevar a cabo la activacién del
vidrio, en el presente trabajo, se ha elegido la reaccidon con glutaraldehido como agente
entrecruzante del vidrio previamente alquilaminado, para llevar a cabo la fijacién del

pigmento por un extremo aminado (258).

Se pesaron 0.2 g de CPG (240 A y 460 A ) y se tratan con 10 ml de HNO; al 5% a
ebullicién durante 30 min, a continuacion el vidrio de poro controlado fue filtrado en una
placa filtrante de vidrio, lavado con agua desionizada y secado en un horno a 95°C. La
preparacién del agente aminoalquilante en medio acuoso se llevd a cabo asdicionando 1 ml
de 3-aminopropiltrietoxisilano a 9 ml de agua desionizada y ajustando el pH a 3.45, la
mezcla se mantuvo a 75°C en un bafic de agua durante 150 min. lo que proporciona la
existencia de grupos amino en la superficie del vidrio. El vidrio fue filtrado con una placa
filtrante de tamafio de poro G4 y lavado y secado como se indicé anteriormente. Este
procedimiento se repite una vez mds para asegurar la mayor proporcién de grupos aminos
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en la superficie del vidrio. En estas condiciones el vidrio asi tratado puede ser almacenado
o utilizado para la unién del reactivo elegido.

El agente entrecruzante, glutaraldehido al 2.5% se prepar6 adicionando 2.5 ml de
glutaraldehido 50% a un tampén MES (0.05 M, pH 6.8) y diluyendo a 50 ml con la
disolucién tampon. | ml de esta disolucion fue afiadido a 0.2 g de vidrio alquitaminado, en
un vaso con cierre hermético, a través de cuyo tapdén se burbujed argén para ehiminar el
oxigeno de la disolucién. La reaccién prosigue durante 1 hora a temperatura ambiente, con
breves desoxigenaciones con flujo de argépn cada 10 minutos durante los 30 primeros

minutos. El vidrio asi activado se lavé con agua desionizada.

Inmovilizacion de la pioverdina: se prepara una disolucion de pioverdina de una
concentracioén conocida (6.65 1074M, 9.75 10-3m y 6.5 10 -2M.) en tampon MES 0.05M,
pH 6) a 4°C y se adicion6 al vidrio activado, burbujeando con una corriente de argén
como se indico anteriormente. La mezcla se mantuvo a 4°C durante dos horas y media.
Una vez finalizado este proceso las bolitas de vidrio se lavan con agua para eliminar el
exceso de sideréforo no fijado. La cantidad de pigmento inmovilizado se calcula dado que
tanto la disolucién inicial de pioverdina como la disolucidn final y aguas de lavado se
analizan espectrofotometricamente.

El vidrio con el pigmento inmovilizado fue empaquetado en una célula de flujo de
cuarzo para medidas de fluorescencia (Hellma 176.52).

2.2.2.2. Fonmacidn de vidrie dopado con pioverdina por procedimiento sol-gel. El
atrapamiento fisico del pigmento en el interior de una matriz de silice se ha llevado a cabo
mediante la formacién de un vidrio a temperatura ambiente por el procedimiento
denominado sol.gel (106); para ello 1ml de tetrametoxixilano (TMOS), 1.2 ml de metano
y 1,5 ml de agua se mezcla y agita (5 min) en un vaso de precipitados, a continuacion se
afiaden 0.08 ml de una disolucién acuosa de pioverdina 1073M y se cubre el recipiente con
papel de plata hasta que se llegue al punto de gelificacién (se observa una ligera
opalescencia) perforando entonces la cubierta de papel para facilitar la evaporacién de los
disolventes y el curado o envejecimiento del vidrio (aprox 2 semanas). Una vez
transcurrido este tiempo {en el que se ha ido controlando el peso del cristal) y con un
cristal de peso constante se somete a vacio durante 24 h para facilitar la evacuacién de los
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disolventes de los poros y cavidades formadas en la matriz de silice donde se alojan las

moléculas del siderdforo.

Una vez obtenido el cristal se pulveriza y sc hace pasar por diferentes tamafios de
malla, a continuacién se sumerge en diferente disolventes observindose que el reactivo
atrapado no se lava (determinacién fluorimétrica de las aguas de lavado). En estas
condiciones la fase sélida estd dispuesta para introducirse en la célula de flujo conveniente

y llevar a cabo las medidas de luminiscencia.

El vidrio obtenido puede utilizarse tal cual o molturarlo para obtener una mayor
superficie de contacto y por supuesto un menor tiempo de respuesta. Analogamente en
cada seric probada se efectuaba un blanco (ausencia de ptoverdina) para control. Este
vidrio asi obtenido era incoloro y transparente mientras que en presencia del reactivo el

cristal era algo mds opaco y de color verde.

2.3. REALIZACION DE MEDIDAS PARA LA DETERMINACION DE DIVERSOS
ANALITOS.

2.3.1.DETERMINACION DE ALUMINIO MEDIANTE UN SENSOR DE REFLECTANCIA.

Las medidas se han realizado de dos formas diferentes: formando el complejo
previamente en tubo de ensayo o bien formandolo "in situ” en la célula de reaccién. El
establecimiento de las condiciones éptimas de medida se ha llevado a cabo siguiendo el
prnimer procedimiento, mientras que el estudio de las caracterfsticas analiticas se ha
efectuado segin el segundo procedimiento. Los dispositivos de medida empleados se
describen en el apartado I1.2.1.1. (dispositivo ). La senal analitica estd constituida por la
diferencia de reflectancia a la A seleccionada entre blanco y muestra.

2.3.1.1. Primer prdcedimiento: La resina con el reactivo Cromazurol S
inmovilizado se bombea desde un medio acuoso, por medio de la bomba peristdltica, hasta
el hueco que existe en la c€lula de flujo para tal fin. Una vez que se rellena este hueco se
introduce todo el conjunto en un recipiente negro que tiene 3 orificios, uno para la entrada
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de la fibra, y otros dos laterales para la entrada y salida de los tubos de silicona empleados
para el bombeo (Figura 32).

En este momento, se toma la medida de reflectancia en el multivoltimetro digital, a
1a N\ de onda y rendija seleccionadas (660 nm). Posteriormente se realiza la medida de la
muestra, para ello se tiene que disponer del complejo ya formado. La formacién del
complejo se realiza de la siguiente forma: en un tubo de ensayo se pone (0.2 g de resina, 5
ml de HMTA 0.2 M pH=5.0 y la cantidad requerida del analito AI(IIl), se espera
aproximadamente 24 horas y una vez formado el complejo, se rellena la célula de flujo

como va se ha expuesto, realizdndose entonces la medida de la reflectancia a 660 nm.

3.1.2.- Segundo procedimiento, en flujo: la célula de flujo se rellena con la
resina que lleva inmovilizado el reactivo CS como en el primer caso, depésitandola en el
hueco existente en la célula para tal fin, en un extremo de este hueco se coloca una
membrana de nylon para impedir que la fase séhda se desplace al paso del flujo de
disoluciones. El orificio de entrada de flujo se rosca un tornillo que conecta la célula de
flujo con el tubo de silicona que aporta las disoluciones a través de la bomba peristdltica.

En el orificio superior de la célula se encuentra el haz de fibra 6ptica.

Una vez empaquetada, se pasa a su través la disolucidn reguladora, HMTA 0.2 M a
pH=5.0 durante un minuto, tomdndose la medida en el multivoltimetro digital, ésta
constituye el "blanco”. A continuacion se pasa a través de la célula la disolucion de AI(III)
de la concentracién deseada, que se encuentra al pH éptimo en HMTA 0.2 M;
transcurridos cinco minutos se toma la lectura correspondiente, a la misma 1 y con la

misma rendija que para el blanco.

Una vez efectuada esta medida, se procede a lavar la célula de flujo, limpiando
cuidadosamente su interior para que no queden restos de la resina anteriormente medida
(puesto que podria interferir en la siguiente medida). Se pasa durante un minuto HCl IM y
a continuacion agua desionizada durante 5 minutos mas para que el interior de la célula no

guede con pH dcido y €sto interfiera en la medida de las sucesivas resinas.

Las disoluciones con y sin analito pasan a través de la célula durante un tiempo
determinado obteniéndose entonces la medida de reflectancia.l La célula se lava y se
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procede a colocar otra porcién de fase sélida en la forma anteriormente indicada para

proceder a la realizacién de otra medida.

2.3.2.- DETERMINACION DE Fe(I1) MEDIANTE UN SENSOR DE REFLECTANCIA.

El soporte sélido con el reactivo Cromazurol S inmovilizado se introduce a través
de una jeringa en el hueco que existe en la célula de flujo para tal fin (Figura 35). Una vez
empaquetado para que quede completamente compacto se enrosca la célula en el terminal
de la fibra éptica por uno de los tres orificios de los que consta la celula; los otros dos
laterales son utilizados para la entrada y salida de los tubos de silicona empleados para el

bombeo.

El modo de operar sera ir pasando sucesivamente distintas disoluciones (analito,
regenerante, disolucién reguladora y sucesivamente) e ir registrando la reflectancia frente
al tiempo a la longitud de onda seleccionada. La sefial obtenida, intensidad de refectancia,
frente al tiempo variard en funcidn de 1a disolucidn que esta pasando en este instante por la
célula.

El calibrado se obtiene representando las pendientes de la funcién que relaciona la
disminucion de la reflectancia con el tiempo frente a la concentracién de analito.
Dependiendo de la concentracion del mismo se observa mayor 6 menor pendiente en la
disminucion de la intensidad de reflectancia.

El procedimiento segmido una vez empaquetada la fase sélida es el siguiente: se
pasa a su través la disolucion reguladora (HAc/Ac™ pH= 4 - S)durante unos cinco minutos
tomdndose a continuacion la medida de la reflectancia en el espectrofotometro, esta medida
constituird nuestro blanco y sirve de referencia para las posteriores medidas de
reflectancia. A continuacidn se bombea durante 5 minutos una disolucién con un contenido
en hierro variable (25 a 500 ng/ml) en regulador HAc/Ac- pH 4.2 a un flujo de | ml/min.
La senal de reflectancia medida a 680 nm se registra frente al tiempo. El sistema se
regenera pasando durante 30 sg HCl 1M y recuperando de nuevo la linea base con la
disolucion reguladora. En estas condiciones ya se puede medir otra concentracién de
Fe(1ID).
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Las muestras de agua analizadas, convenientemente conservadas, se filtran,
diluyen (si es necesario) y se tamponan a pH 4.5 para su posterior medicién siguiendo el

mismo procedimiento del calibrado.

2.3.3.- DETERMINACION DE Fe(III) MEDIANTE MEDIDAS DE LUMINISCENCIA

En primer lugar se procede a relienar la célula de flujo (Figura 39) con la fase
reactiva, para ello se introduce una malla de nylon por el orificio de entrada de flujo que
se ajusta al extremo inferior de la cubeta, a continuacién y con la ayuda de una jeringa se
introduce la fase solida en suspension que queda retenida procurando que la altura de la

"minicolumna” no exceda las dimensiones del paso 6ptico.

2.3.3.1.-Medidas en flujo continuo. Este procedimiento de medida se ha lievado a
cabo utilizando como fases reactivas tanto vidrio de poro controlado como vidrio sol-gel.
En ambos casos se procede de la siguiente manera: se bombean con un flujo de 5 ml/min.
(CPG) o 1.8 ml/min. (sol-gel) a través de la célula de flujo disoluciones de diferente
naturaleza: disolucidén reguladora (biftalato 0.01M pH 4.5 s1 el soporte es CPG o MES
0.05M, pH 6.5 en el caso del sol-gel) responsable de la linea base, disoluciones con
contenido variable en Fe(II) (10-200 ng/ml para CPG y 10-300 ng/ml en sol-gel) y
disolucién regeneradora HCl1 1M. Se registra entonces la intensidad de fluorescencia
(emisién a 550 nm con excitacién a 500 nm para CPG y emisién a 405 nm con excitacién
a 330 nm para sol-gel) frente al tiempo observdndose una disminucién de ésta cuando la
fase s6lida estd en contacto con las disoluciones que contienen hierro, por formacién del
complejo Fe(III)- pioverdina.

La disolucién que contine Fe(IlI) se bombea durante 2 minutos, una vez formado el
complejo se pasa la disolucién regeneradora durante 1 minuto y después la disolucién
reguladora para restablecer la linea base quedando la fase reactiva asi dispuesta para otros
ciclos de medida.

La grdfica de calibrado se obtiene representando la pendiente del decrecimiento de
la intensidad de fluorescencia (durante dos minutos de reaccién con hierro) frente a la
concentracion de hierro.
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Las mmestras de agua convenientemente conservadas (adicién de acido 1% vy
refrigeradas) y filtradas se diluyeron convenientemente (si es necesario) con la disolucién
reguladora (biftalato/ftalato 0.01M pH 4.5 cuando la fase sdlida es CPG o MES 0.05M,
pH 6.5 cuando se utiliza sol-gel como soporte) y se monitorizé su sefial anal fiitica en el

calibrado.

2.3.3.2. Sistema de inyeccion en flujo: La fase reactiva utilizada en este
procedimiento fue pioverdina atrapada en una matrniz de silice por proceso sol-gel. El
procedimiento de medida es similar al caso anterior, se pone en contacto la fase sélida en
primer lugar con la disolucién reguladora para obtener una linea base, a continuacién se
inyecta (250 ul - 1000 pl) de una disolucién con contenido variable en hierro (0.2 - 0.9
pug/ml) y la disolucion regeneradora HCI 1M. En este caso se observa una disminucién de
la intensidad de fluorescencia cuando el "bolo" de muestra entra en contacto con la fase
reactiva que aicanza un valor constante. El complejo Fe(IlI)-pioverdina se rompe con la
disolucion regeneradora, la disolucidn reguladora establece de nuevo la linea base para las
posteriores inyecciones. El flujo de las diferentes disoluciones reguladores es de 1.2

ml/min.

La grifica de calibrado se obtiene en este caso representando el incremento
(diferencia) existente entre la intensidad de fluorescencia de la disolucién reguladora (linea
base) y la del complejo Fe-pioverdina frente a la concentracidn de hierro.

Determinacion de hierro en muestras de suero Las muestras de suero liofilizadas
{Cromatest T) se guardaron a 4°C y se reconstituyeron siguiendo las instrucciones: se
afiade 5 ml de agua destilada a la muestra liofilizada y se agita, la disolucién asi obtenida

puede utilizarse inmediatamente o congelarse para su uso posterior.

El Fe(Ill) presente en el suero como complejo con las proteinas, debe ser liberado
para su andlisis. Se sigui6 un procedimiento estdndar (cita) para la ruptura del complejo sin
precipitacién de proteinas:. se tratan 0.3 ml de suero con 1.5 ml de tampon acetato 0.8M
pH 4.5 (se obtiene una disolucién de color amarillo) y se centrifuga en una unidad de
filtracién Millipore Ultrafree-CL que contiene un filtro donde moléculas mayores de S000
dalton quedan retenidas. El i6n férrico pasa a través del filtro (disolucién incolora) y se
procede a su andlisis por el método de adiciones estdndar en un sistema FIA.



116
Procedindenios operatorios

2.3.4.- DETERMINACION DE pH MEDIANTE MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

2.3.4.1. Medidas en flujo continno. Las medidas llevadas a cabo para la
determinacién de pH se han desarrollado en flujo. El procedimiento seguido fue el
siguiente: se bombean a través de la célula de flujo disoluciones con diferente pH
registrandose en todo momento la variacidn de la intensidad de fluorescencia de la fase
reactiva (pioverdina atrapada en vidrio sol-gel con emisién a 405 nm tras excitacion a 330

nm). Las medidas se han llevado a cabo con el dispositivo 2 descrito en el apartado
I1.2.1.2.

3.4.1. Valoraciones. Las valoraciones se han llevado a cabo con un sistema en
flujo cerrado (Figura 40) . Simultaneamente al registro de la vanacion de la intensidad de
fluorescencia por la adiciébn del reactivo adecuado, se efectuaba la valoracién
potenciométrica con la misma disolucidn que luego se pasaba por el sistema en flujo.

1 ‘ T e -
)  DETECTOR
ENTRADA | | ‘ |
FLUJO i | | i .
: ‘ ’ FASE REACTIVA ‘ DESECHQ
BOMBA I
PERISTALTICA ‘ BURETA
i
DH-METROH]
H

x

Figura 40. Sistema en flujo cerrado utilizado para valoraciones.
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1. SENSOR DE REFLECTANCIA EN FLUJO CONTINUO PARA LA
DETERMINACION DE Al (IH) CON CROMAZUROL S (CS)
INMOVILIZADO.

La determinaciéon de Al(IIl) es de gran importancia en la actualidad dado por una
parte su extension en la naturaleza como elemento mayoritario y por su efecto téxico sobre

el ser humano.

Segin hemos visto anteriormente el reactivo CS ha sido utilizado con relativa
selectividad y sensibilidad para la determinacion de este 16n espectrofotométricamente por
la formactén de un complejo coloreado en disolucion. Por esta razén se pensd en emplear
este reactivo inmovilizado como base de un "terminal sensible" en un sensor 6ptico en flujo

para monitorizar este analito por medidas de reflectancia.

1.1. FASE REACTIVA: CS INMOVILIZADO EN SOPORTES POLIMERICOS
1.1.1. ESTUDIO DE LA INMOVILIZACION DEL REACTIVO.

Segin se menciond en el Apartado II.1.1.1. el reactivo indicador cromazurol S se
puede encontrar con cargas tanto positivas como negativas o bien en forma neutra segtn el
pH del medio; por ello se estudiaron distintos tipos de soportes poliméricos para su
inmovilizacién, intercambiadores catibnicos (Dowex 50-WX2, IR 122, IR 120),
intercambiadores aniénicos (Dowex 1-X2, Dowex 1-X4, Dowex 1-X8, Dowex 1-X10, IRA
400) y resinas neutras (DVB).

1.1.1.1.- Ensayos cualitatives. En la eleccién del soporte polimérico mds adecuado
se han de tener en cuenta varios factores: 1) que se fije bien el colorante a la resina y que
no se pierda incluso en condiciones extremas de acidez, fuerza i6nica, etc, y 2) que el
reactivo inmovilizado conserve las mismas o semejantes propiedades respecto al analito que
cuando se encuentra en disolucién.
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Dado que el CS reacciona con el Al(III) formando un complejo de distinto color que

el suyo propio, se realizaron los siguientes ensayos para comprobar si la fijacién del

indicador a la resina ha sido eficaz: se somete la resina a diferentes pH en presencia y en

ausencia de una concentracién de Al(III) de 5 ppm, observindose cualitativamente por un

lado si el reactivo se desadsorbe de la resina y si ésta cambia de color. Los resultados

cualitativos obtenidos en este ensayo se exponen en la tabla 9

Tabla 9: Ensayos cualitativos de ia formacién del complejo CS-Al(111) utihizando diferentes soportes a distintos

pH.
' SOPORTE pH2 . gH3 . pH4 pHS PG
XI2 Busco Monds  Gueme: ' Guode  Gmmis . Mage 0 Nems
CS-AMILY R ma o g Azl : Ami M,mm
X14  Blamo. Morado Mion | Gume  Gamte Mt Namsa.
CSAKED. e Azl Azl Adul parde
X138 ma':.;ce. | Momdn Lﬁa '-Gﬂ.mate Granaté Murr.ﬁ;ﬁ ’ Namﬁja :
CS-ANID . ': . . Lila..' . " .
1X10 Blam Mm&o Mmdo '_Gramte_: ﬁ#uﬁn Mamin Nmm}a _
CS-AlI) . < Lila < _L@a&é@i-
S0WX2 Biance 'N_aifu'rgi'a_ Naran_}a Granate . e Marrdn Marrén
CS-ANI r o Rown: - = Azui Gris
DVE  Bume ke mem R Ve
- csam Verds Aml Awml = e Amat
R-120 Blancs :ngjg:' _ Nmnja o :ﬁgmﬁa Maredn _.j M&min Nmn]a
_CE-AMID e s v
IRA-400 Blanco: 5 ;M'mqu _ _. | “Morado - _ ' ‘Morado : -Na:rmja Nazanja Naranja
CS-Atg). - “ e Miserdn Marréi Marda
IR-122 Blaco —_— . - — e —
CS-AKIID — i, . _— el

A partir de los datos en la tabla 9 se pueden establecer que las mayores diferencias

de color entre el reactivo inmovilizado en presencia de aluminio y su blanco

correspondiente, se presenta en las resinas de intercambio anidnico y a pH intermedios {4-

6), observdndose la mdxima variacién de color para la resina Dowex 1-X2 a pH 5.
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En los polimeros neutros se observan coloraciones muy débiles con diferencias entre
el blanco y muestra casi inapreciables. No obstante es interesante destacar que en estas
resinas hay inmovilizacién del reactivo y que varian sus propiedades analiticas respecto a

las que presenta en solucién acuosa.

En las resinas de intercambio cationico se obtienen dos comportamientos diferentes:
en la IR 122 no se retiene el reactivo, en cambio en la Dowex 50W-X2 si se fija el

indicador, pero la diferencia de color entre el blanco y el complejo es minima.

Como conclusion de esta parte del estudio {ensayos cualitativos) se obtiene:
1) que la resina de intercambio aniénico mds idonea es la Dowex 1-X2 y
2) que el pH 5 es el mds adecuado para la formacién del complejo en fase sélida.

1.1.1.2. Estudio de pardmefros que afectan a Ia. inmovilizacion. A pesar de
obtener buenos resultados en los ensayos cualitativos anteriores, se Hevd a cabo un estudio
en que se varian algunos pardmetros con el fin de exaltar las diferencias de color entre el
complejo y el reactivo inmovilizado. Estos pardmetros fueron:

Tiempo de contacto de Ja resina con el reactivo. Se llevé a cabo un estudio en el
que se fue aumentando el tiempo de agitacion entre la resina y el CS, comprobdndose que
una agitacion de | hora es suficiente para conseguir la inmovilizacién del reactivo y obtener

una buena respuesta frente al aluminio.

Concentracion de CS. Se prepararon disoluciones acuosas del reactivo al 0.1, 0.2,
0.4 y 0.6% de CS. A continuacién se procedi6é a inmovilizar el reactivo en la resina Dowex
1-X2 de la forma descrita en el Apartado 11.2.2.1.1. una vez inmovilizada se observé su
comportamiento a diferentes pH en presencia y ausencia de aluminio, obteniéndose los
datos refiejados en la tabla 10.

Con CS al 0.4 y 0.6% se obtienen colores de tonalidad muy oscura siendo menos
adecuadas para medidas de reflectancia. La solucién al 0.2% proporciona coloraciones
apropiadas pero no representa ventajas frente a la solucién de 0.1%, por ello para trabajar
posteriormente se seleccioné una concentracion de CS del 0.1%.
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Tabla 10. Epsayos cualitativos de la formacién det complejo CS-Al(IL) utihzando diferentes
concentraciones de CS.

CONCENTRACION pH3 = pH4 pH 8 pH6
Blanco '  Gramate = Grapate Granate Granate
8.1% ' - _ .
CS-AHI) . Lila Azul  Azul Azul
Blanco Morado Granate Granate Marron
02% g o _ o
CS-AHIG " e - i ' T
Blanco ~ ‘Morade Morado  Morado Morado
0.4% | | ' |
CS-AIGH) R " Lila Lila
" Blanico 0 Mornado Morado .~ Morado Morado
0.6% e | e _
CS-AKIN) * * Lila ‘Lila

Fuerza _idnica. Se procedié a observar si existia desadsorcion del reactivo
inmovilizado CS al 0.1% vanando la fuerza i6nica del medio. Para ello, se colocé la
misma cantidad de resina en diferentes tubos de ensayos a los que se afiadi6 NaClO, en
diferentes concentraciones 0.01 M - IM, observindose que el reactivo no se desadsorbia en

ninguno de los casos.

Lavado de la resina. En el proceso de inmovilizacién después de la agitacion

mecanica, la resina con el CS inmovilizado se lava para eliminar el exceso de colorante. Se
procedi6 a lavar de distintas maneras la resina para ademds de eliminar el reactivo no
soportado, evitar que el reactivo se desadsorba una vez que 1a resina estd en contacto con la
solucion que contiene el analito. De esta forma la formacién del complejo aseguramos la
formacion del complejo CS-Al(1li) sélo en la fase sélida (resina) y no en la acuosa. Por
ello se lavaron las resinas con agua bidestilada, NaOH y HCl.

Tamizado de Ia resina. Para finalizar se resaltard la importancia del tamizado de la
resina que aporta las ventajas tales como la aproximacién a una superficie mate ideal
disminuyendo entonces la componente de luz reflectada especularmente y aumentando la
radiacion dispersa difusamente. También se reduce la movilidad de las particulas,

disminuyendo las fluctuaciones, y por otro lado se asegura un dngulo de incidencia de luz
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constante sobre la superficie de la resina lo cual es muy importante puesto que la
reflectancia difusa sigue la ley de Lambert-Cosine:

cos ¢ * cosf
R= .
x l:

donde ¢ y 0 son los dngulos de incidencia y observacién respectivamente. Para un dngulo
de observacion dado, la reflectancia depende pues, del dngulo de incidencia.

1.1.2. ESTUDIO PARA LA DETERMINACION DE Al (HI).

1.1.2.1. Estudio de las caracteristicas espectrales. Este estudio se llevd a cabo
realizando los espectros de reflectancia desde 400 a 750 nm del blanco de reactivos
(resina+ CS inmovilizado+ disolucién reguladora) y del complejo CS-Al(III) en fase sélida,

previamente en un tubo de ensayo para unas concentraciones de Al(Ill) que variaban de 0.5
a 5 ppm, y rellenando posteriormente la célula de flujo con el solido obtenido. Se trabajo
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 11.2.3.1.1.

En primer lugar se obtuvo el espectro de la ldimpara empleada. Este espectro se
encuentra en la Figura 41. En ella se representa la intensidad de reflectancia (I;) en
unidades arbitrarias frente a ia longitud de onda.

Posteriormente, se registraron en las mismas condiciones los espectros del blanco y
del complejo. El espectro del blanco presenta un primer maximo de reflectancia a 690 nm vy
otro segundo a 760 nm, mientras que el del complejo presenta un ligero desplazamiento del
primer mdximo hacia A mayores (700 nm) acompaiiado de un efecto hipocrémico, mientras
que la A del segundo permanece practicamente constante pero varfa ligeramente su
intensidad. Este comportamiento se acenttia al aumentar la concentraciéon de aluminio
(Figura 42).
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Figura 41.. Espectro de la ldmpara a través de la fibra 6ptica de Crofon.
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Figura 42.. Espectros de reflectancia de la fase reactiva en presencia de cantidades creciente de
aluminio AIHI) 0.5 p g/ml, 2 pg/ml, 5 ug/ml.
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Segtin se observa en los espectros (figura 42) la mayor diferencia de intensidad de
reflectancia entre el blanco y el complejo CS-Al(ill) formado en fase sélida aparece en la
regién del espectro comprendida entre 620 y 700 nm. Se eligié una longitud de onda de
660 nm para realizar las medidas ya que presentaba la madxima diferencia en Iy y ademds se
aleja mds de la zona en que decae la transmisién de la luz por la fibra, cosa que ocurre en

el Infrarrojo cercano.

1.1.2.2. Efecto del pH, naturaleza y concentracion de la disolucion reguladora.
Como ya se ha expuesto en el apartado anterior, el pH influye considerablemente sobre la
formacién del complejo CS- Al(III), habiéndose obtenido un intervalo optimo entre pH=
4-6. Por otra parte a partir de la bibliograffa consultada (243) se conocia que este compiejo
en disolucién se forma a un pH optimo de 4.9 en hexamina, pero debido a que, por regla
general no coincide el medio mds adecuado para la formacién del complejo en estado sélido
con el mds idoneo en disolucion, se efectud este estudio variando el pH dentro del intervalo

previamente seleccionado.

Las disoluciones empleadas para conseguir el pH deseado fueron HCl pH 3,
HAc/Ac (0.05 M) pH4 v 5, y por ulimo H,MTA*/HMTA (0.05 M) pH= 5y 6.

Aquellos medios que dieron lugar a reacciones mds contrastadas fueron empleados
para llevar a cabo las medidas de reflectancia con objeto de elegir el pH que diera lugar a
una mayor diferencia entre el blanco y muestra (A 660 nm). El estudio se lievé a cabo con
una disolucién que contenia 5 ug/ml de AI(III).

Para asegurarse que los cambios de color entre blanco y complejo no son debidos a
pequenas variaciones de pH entre ellos, se ajusté, inicialmente en el pH-metro, el pH del
blanco (disolucidn reguladora) y de la solucién que contenia Al(IHl) a un mismo valor (pH
objeto de estudio), es entonces cuando se afiade la misma cantidad de resina con el reactivo
inmovilizado a cada tubo de ensayo, en estas condiciones las varaciones de color
observadas se deben sélo y exclusivamente a la formacién del complejo AK(II)-CS en la
fase sdlida. Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 11 y en la figura 43.
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Tabla 11. Coloraciones observadas de la fase reactiva en presencia y ausencia de analito a distintos
pH v con diferentes disoluciones reguladoras.

Medio pH : Blanco Complejo
HCl 3 Morado * Morado
HAc/Ac™ 4 Granate Granate
HAc/Ac™ 5 Granate Granate
H,MTA+/HMTA 5 Granate Lila
H,MTA*+/HMTA 6 Naranja-Marrén _ Marrén
0.40 | HMTA

© blanco, pH= 5§
® complejo, pH= 5

O blanco, pH= 6
024 - & complejo, pH= 6

032

i
&=
0.16 }-
0.08 |
0'00 l&lil]llllll]lllllllllJlllllllll

400 450 500 550 600 650 700 750 800

A, nm

Figura 43. Espectros de reflectancia de la fase reactiva en ausencia y en presencia de Al(IIi) en
presencia de HyMTA+/HMTA apH 5y 6.
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A la vista de los mismos, se deduce que es a un pH 5.0 y en un medio
Ha;MTAT/HMTA donde se origina mejor el complejo.

Una vez resuelta la naturaleza del medio regulador idéneo, se procedié a determinar
su concentracion Optima, para ello se fue variando la concentracién de HMTA desde 0.05M
hasta 1.25M, preparando blancos y muestras en las mismas condiciones; una vez formado
el complejo se observaron los cambios de color obtenidos, registrindose el espectro de
reflectancia en cada caso. Las concentraciones superiores a 0.2 M no proporcionan un
medio adecuado ya que si bien en ellas se formaba perfectamente el complejo daban lugar a

una pequena desadsorcion del reactivo, coloreando la fase liquida ligeramente.

La Figura 44 muestra los resultados obtenidos, en ellas se observa que se produce
una mayor diferencia entre blanco y muestra (A 660 nm) para una concentracién de HMTA
de 0.2 M, por ello se seleccioné este medio como 6ptimo para los estudios posteriores.

250 l.
I Tiempo formacion complajo
- © 10 minutos
~ 200 | ® 24 horas
o | i
= X
IE i
S L
£ 150 -
et
u b
K7 L
S B
@ 100 |
50 i L 1 L | M
0 0.1 0.2 0.3

[HMTA]L, M

Figura 44. Intensidad de reflectancia respecto al blanco del complejo CS-AI(III), pH 5 {AlII] 2.5
ngiml
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1.1.2.3. Estudio del tietnpo de respuesta. 1.as reacciones sobre una superficie solida
suelen ser de cinética mds lenta que cuando la reaccién transcurre en disolucién puesto que
tiene que darse un fendmeno de transferencia de masa hasta la superficie del sélido. Con el
fin de conocer ia cinética de la reaccién entre el AKIII) y el CS inmovilizado, se llevé a
cabo un estudio sobre el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de formacion de dicho

complejo.

Con esta finalidad se siguié el siguiente procedimiento: Se pesd en varios recipientes
una serie de cantidades idénticas de resina Dowex 1-X2 conteniendo el reactivo
inmovihizado, a continuacion se afiade la misma cantidad de disolucién reguladora (HMTA
0.2 M pH 5) v los mismos microgramos de alumimo. Por iltimo se registraron los
espectros de reflectancia a distintos tiempos. El estudio se realizé para una concentracién de
aluminio de 5 ug/ml. En la Figura 45 se pueden observar. los espectros obtenidos para
tiempos que varian dentro del intervalo comprendido entre 10 min. y 48 h.

0.40

0.32 O blanco
O complejo, t= 24 h.
4 complejo, t= 8 h.

0.24
v complejo t= 30 min.

IR' [ = N

0.16

0.08

0.00
400 450 500 550 600 650 700 750 800

A, nm

Figura 45. Espectro de reflectancia de la fase reactiva en ausencia y en presencia de S ug/ml
deAl(III) en funcidn del tiempo de formacién del complejo.
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Los resultados de estas medidas ponen de maniftesto que diferencia de intensidad de
reflectancia entre blanco y complejo se puede considerar constante para tiempos iguales ©
mayores a 24 horas (tabla 12). Para tiempos inferiores a 24 h. la reaccién de formacién del
complejo tiene lugar en menor extension, existiendo diferencias poco significativas entre

los espectros obtenidos.

Tabla 12. Diferencia de intensidad de reflectancia (en u.a.) entre blanco y complejo CS-Al(III) en
funcion del tiempo de formacion éste.

1g B-0) 011z, . 0dt0 U012 0480 0210 0218

Dado que el método no resulta operativo, debido a la lentitud de la reaccidn, se pasé
a realizar las medidas pasando el analito de forma continua a través de la célula de flyjo, ya
que de esta forma se contrarresta sensiblemente este hecho debido a la preconcentracion del
mismo que tiene lugar sobre la superficie del sélido, 1o que produce un aumento de la
sensibilidad.

Este estudio se ha realizado haciendo pasar a través de la célula de flujo una
disolucién de 5 ug/ml de AKIII) de forma continua y realizando las medidas de intensidad
de reflectancia a distintos tiempos a una A de 660 nm; de igual forma se operé con el
blanco.

Los resultados obtenidos se encuentran representados en 1a tabla 9. A la vista de los
mismos se puede observar que de esta forma a los 5 minutos se obtuvo una sefial superior a
la que se conseguiria midiendo en el equilibrio. Por ello se eligié este procedimiento y un

tiempo fijo de medida de 5 minutos para llevar a cabo los estudios posteriores.
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Tabla 13. Diferencia de intensidad de reflectancia (en u.a.) de la fase reactiva en ausencia y
presenciade Sppm de Al(1II) trdbajando en equlhbrlo yen tlujo L

In (equ;hbno) :' . ' IR {en flujo) :
o tiempo 5 minutos - - tiempo 10 minutos
Blanco | Complejo | ~Blanco ~Complejo  Blanco  Complejo
0357 | 0276 | 0362 0266 0365 0.250

1.1.2.4 Efecto de la temperatura. 1a temperatura a la que se lleva a cabo una
reaccidn influye en numerosas ocasiones sobre su cinética, por ello se realizé un estudio
para conocer si en nuestro caso, un aumento de la temperatura aceleraba el proceso de
formacion del complejo CS-AKIII) en estado sélido.

Las temperaturas estudiadas fueron 279C, 379C y 459C, las medidas se realizaron
bombeando 1a disolucién del blanco y del analito a través de la célula de reaccién midiendo
la Igp a un tiempo fijo dentro del intervalo comprendido entre 0 y 30 minutos. Tanto la
célula de reaccion como las disoluciones del blanco y del analito se situaron en un bano

termostatizado a la temperatura deseada.

Los resultados obtenidos se encuentran representados en la tabla 14, en ella se puede
observar que no existen diferencias significativas apreciables entre las distintas temperaturas
en el tiempo en que se efectud la medida, por ello se opté por trabajar a temperatura

ambiente no siendo necesario termostatizar.
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Tabla 14. Diferencia de intensidad de reflectancia entre blanco y complejo
a distintos tiempos de formacion y a diferentes temperaturas

Tiempo (min) ___ 27°C ~ 31°C_ _45°C
o - - O
3 0013 0016 D.017
5 . 0023 0028 0.028
8 0.037  0.036 0.039
10 0.038 - 0.041 0.043
13 0044 . 0049  0.049
15 . 0056 0057  0.059
20 . 0.061 0.065 0.066
25 0.068 0072 0.074
30 0.076 - 0.078  0.082

1.1.2.5. Regeneracion La utilizacién de la fase reactiva para la determinacién de
aluminio en continuo requiere la posibilidad de regenerar el sistema, ello quiere decir que
tras cada etapa de medida, en la que existe una disminucién de reflectancia por formacién
del complejo del indicador inmovilizado con aluminio, debe recuperarse la senal inicial
para proceder a una nueva determinacion.

Como posibles regenerantes se ensayaron complejantes del aluminio (EDTA y F-) v
medios dcidos,en los que cualitativamente se habia observado que no s¢ formaba el
complejo. Los dos primeros medios proporcionaban la ruptura del complejo pero su
formacién de nuevo se produjo en muy pequefia extensién. La utilizacién de HC1 1M como
disolucién regenerante resulté satisfactoria puesto que tras el tratamiento de la fase reactiva
con esta disolucioén durante un minuto y reestablecidas las condiciones de pH iniciales, la
fase sélida formaba de nuevo complejos con aluminio.
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1.1.2.6. Caracteristicas analiticas.

1.1.2.6.1. Intervalo de linealidad Con el fin de determinar el intervalo de
concentracion de aluminio que proporciona una respuesta lineal en las medidas de

reflectancia se realizaron dos tipos de calibrado:

a) Calibrado llevado a cabo en condiciones de equilibrio, para ello se formaron en
tubos de ensayo los complejos CS-Al(1ll} para distintas concentraciones de aluminio (0.2 a
5 ug/ml) y se esperé un tiempo aproximado de 24 horas con el fin de desarrollar
completamente el color, posteriormente se rellend la célula de flujo y se realizé ia medida
de Ig a una A de 660 nm. El calibrado resulté lineal hasta 2 pug/ml de aluminio como se

observa en la Figura 46.
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Figura 46. Intensidad de reflectancia del complejo CS-Al(III) frente al blanco en funcién de la
concentracién de aluminio. Tiempo de formacién del complejo CS-AI(IIN) 24 h.



131
Sensor de reflectancia en (hijo continuo para Ia deterninacion de Ai(IIl) con cromazurol § innwvilizado

b) Calibrado obtenido en flujo; para ello se hizo pasar a través de la célula un flujo
de las disoluciones de aluminio de diferentes concentraciones. l.as medidas se ilevaron a
cabo a distintos tiempos (5-30 min.). En estas condiciones se produce una retencion del
cation aluminio en la fase solida desarrolldndose el color segun el analito pasa por la célula
de flujo. De esta manera se va preconcentrando el AI(III) por lo que cuanto mayor es el
tiempo que fa disolucién que contiene el analito pasa a través de la célula mds cantidad de
aluminio existe en el sélido. Puesto que la capacidad de almacenamiento de aluminio de la
fase solida empleada es limitada lega un momento en que se produce su saturacidn,
momento en que la intensidad de reflectancia permanece constante aunque se incremente la
cantidad de analito.

A partir de los resultados obtenidos (Figura 47), se deduce que st el calibrado se
realiza en estas condiciones, es suficiente esperar 10 minutos para obtener respuestas
satisfactorias, si bien si las medidas se realizan a tiempos mayores aumenta la sensibilidad
pero se reduce el intervalo de linealidad como consecuencia de la preconcentracion en la
tase reactiva. El calibrado realizado a tiempos inferiores a 10 minutos presenta un intervalo
lineal hasta 1.0 pg/mi mientras que a 30 minutos el intervalo es lineal hasta 0.5 pg/ml.

180
160 . *
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120 :/ 2
i 100 ° o
o
— 80 o sin flujo, t= 24 h.
60 O en flujo, t= 5 min.
4 en flujo, t= 10 min.
40 v en flujo, t= 20 min.
* en flujo, t= 30 min.
20
o J.lllJillll‘l1111111li]LLIIIlLlllIll!lllllllll!llllJ

0 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.5
[All, ppm

Figura 47. Calibrado en flujo. Variacién intensidad de reflectancia del complejo CS-AKIH) a
distintas concentraciones de aluminio a diferentes tiempos.
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1.1.2.6.2. Limite de deteccion (L.D), limite de cuantificacion
El limite de deteccidn se calculd teniendo en cuenta la desviacién estandar de 9

determinaciones de un blanco de reactivos y apiicando la norma recomendada por la
[.LU.P.A.C. para calcular el LD:
L.D.= K sp/S

donde sb es la desviacién standar de dichos blancos, K es un mimero que depende del nivel
de probabilidad elegido (K toma un valor de 3 para un nivel de probabilidad del 99.7%) v
S es la pendiente de la recta de calibrado (en este caso se considerd el calibrado en flujo
para un tiempo de 10 minutos). Aplicando la férmula de la LU.P.A.C. para K=3, el limite
de deteccidn obtenido es de 0.1 pg/ml de AI(EID). El limite de cuantificacién calculado para
un valor de K=10, resulta ser de 0.3 ug/m}.

El cdiculo de la precision del método se llevé a cabo preparando 9 muestras
diferentes de 1 pg/ml de Al(IIl) en medio H,MTAT/HMTA 0.2M a pH 5. Se siguid el
procedimiento en flujo, y las medidas se realizaron a los 5 minutos. La precisién del
método en términos de 1a desviacion estdndar relativa es de 3.6%.

1.1.2.7.3. Estudio de interferencias. Yn este apartado se ha estudiado 1a influencia
que tienen diversos iones sobre la sefial de reflectancia del AI(Ill). La influencia de los
mismos se comprobé bombeando el analito junto al elemento potenciaimente interferente.
El trabajo se efectué para una concentracién de Al(IIl) de 1 ug/ml en medio
H,MTA+/HMTA 0.2 M a pH 5, y se realizaron las medidas transcurridos cinco minutos
desde el comienzo del bombeo a través de la célula de flujo de la disolucién objeto de

estudio.

Los cattones elegidos fueron aguellos mds comunes que dan reaccién con el reactivo
Cromazurol S en disolucién. Igualmente se eligieron los aniones mds frecuentes en las
muestras, asi como los aniones complejantes del analito. Se eligid primeramente una
relacién en peso, elemento interferente/ AI(III) 100:1, a la vista de los resultados, se elevé o

disminuy¢6 dicha relacién.

Se consideran interferentes aquellas especies que a una determinada concentracién
originaban una variacidn en la intensidad de reflectancia superior a dos veces la desviacién
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estdndar de las medidas de intensidad de reflectancia de una serie de muestras en ausencia
del elemento potencialmente interferente (259). En la tabla 15 aparecen los resultados
obtenidos, se consideré una sensibilidad del 100% a la sefial obtenida (blanco-muestra) con
una concentracion de aluminio 1 pg/ml en ausencia de interferentes, los porcentajes
mayores o menores corresponden a interferencias con efecto positivo o negativo
respectivamente. En nuestro caso los limites de no interferencia se encuentra en ¢l intervale
96.5-103.5%.

Tabla 15 Sensibilidad relativa obtenida en presencia de diferentes
elementos en distintas relaciones respecto al aluminio..

ION  Relacién _Sensibilidad
S o/ ANITD ﬁiati'v'a:“-:_

K st 103

501 100
Mg oo 83
Be S U EOR R b
| et 1
et e
N1 : 11 S 2
S Zm 1007 101
Fe(tID oLt 20
B 100:d* 108

CFosett 0 eg
ek ekt 99
coz>  osett 100
: Cit4‘ 11 e
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Segiin se observa en la tabla 15 la mayor parte de los cationes ensayados no
interfieren en relaciones iguales o inferiores a 50 veces la concentracion del analito. EI

Be(Il) constituye una de las principales interferencias junto a fluoruro, citrato y AEDT.

1.1.3. CONCLUSIONES

El sensor en flujo desarroliado, si bien no es reversible, resulta ser completamente
regenerable, presenta una sensibilidad de 0.1 ug/mi (para tiempos de medida de 10
minutos) y mejora notablemente las caracteristicas analiticas del método descrito en
disolucion (243) y presenta la posibilidad de llevar a cabo andlisis "in situ" y de forma
continua, o bien se pueden almacenar las fase s6lidas,-resina-CS-Al{I1D)- para ser medidas
en el momento deseado puesto que las mismas resultaron estables al menos durante 4§
horas. La sensibilidad del método propuesto puede incrementarse sin mds que utilizar
mayores volimenes de muestra al 1igual que en otros métodos de preconcentracion.

Sin embargo este método presenta un problema de tipo prdctico debido al
hinchamiento de la resina al variar el pH del medio (en la etapa de regeneracién) lo que
origina una falta de reproducibilidad en la medida ademds de ??por ello se pasaron an
evaluar otros soportes s6lidos inertes antes de proceder a su aplicacién a muestras reales.

1.2.- DETERMINACION DE ALUMINIO CON OTRAS FASES SOLIDAS

La utilizacidn de reacciones no reversibles en la construccidn de sensores estd sujeta
a la etapa de regeneracidn, condicidn necesaria para que la fase reactiva pueda ser utilizada
para diversas determinaciones. El apartado anterior, es un claro ejemplo pues si bien su
aplicacién y determinacidén puede efectuarse pero su utilizacién en continuo resulta poco
operativo debido a los problemas de hinchamiento que presentaba la fase sélida (resinas)

durante su regeneracién. Se considerd entonces la posibilidad de estudiar el mismo sistemna
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en soportes inertes alternativos al anterior que no se vean modificados por el paso a su
través de las distintas soluciones, con el fin de que no varie el grado de empaquetamiento
durante el proceso de medida. As{ se han ensayado diferentes tipos de inmovilizacion en
diversos soportes (sol-gel, gel de silice y vidrio de poro controlado). De esta forma, se
conseguirfa una mayor reproducibilidad en la medida, as{ como la posibilidad de regenerar

el reactivo en continuo agilizando el proceso de andlisis.

1.2.1.- ESTUDIO DE LA INMOVILIZACION DEL REACTIVO

Entre los posibles soportes se probaron, vidrioc de poro controlado (enlace
covalente), gel de silice (electrostdtico, adsorcion) y sol-gel (atrapamiento fisico). Con los
tres soportes elegidos se ha intentado dar una vision general sobre los soportes de tipo
inorgdnico y su comportamiento frente a un mismo reactivo con el fin de comparar su
respuesta frente al Al(1II).

Una vez inmovilizado el colorante en los tres soportes segun los procedimientos
descritos en los apartados 11.2.2.1.2, 11.2.2.1.3. y 11.2.2.1.4. Todas las fases reactivas
obtenidas se tamizaron con luz de malla (.160 mm ya que para el estudio comparativo es
necesario que los soportes presenten un tamafo de particula parecido dada la influencia de
este pardmetro en las medidas de reflectancia. Los sélidos en forma pulverulenta se lavan

sucesivamente con diferentes disolventes para eliminar el indicador unido superficialmente.

En la eleccion del soporte se han de tener en cuenta varios factores en primer lugar
que el reactivo no se "lave" del soporte y que ademds no se vea afectado en su
reaccionabilidad frente al analito después de su inmovilizacién:

1.2.1.1 Eleccion del soporte, ensayos cualitativos. Con el fin de evaluar el primer
punto, se realizaron unos ensayos cualitativos poniendo en contacto cada uno de los
soportes en tubos de ensayo y se adiciond a cada uno de ellos HCI IM, NaOH 1M y agua
desionizada, observindose el color que presentaban tanto la fase sélida como el liquido
sobrenadante. Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en fa tabla 16.
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Tabla 16. Color de diferentes soporte con CS inmovilizado en distintos medios.

SOPORTE ~  NaOH  HO Agua
" SOL-GEL “Séhdo  Bla’ narama  rofizo
| Sobrenadante  -azul(+++) nam33(++) o .-'--*«_- |
CPG  Sélide . aml i rojizo.
_ Sobrenﬂﬁéﬁté;;_"j 31111(*‘) o moje(sy e
GELSILICE  Séhido azul  narama rojizo
| ‘Sobremadanfe i-e e

(+ ) Intensidad del color observado

De los datos de esta tabla se observa que a pH muy bdsicos existe una desadsorcion
que Hega a ser extremadamente fuerte en el caso del sol-gel (puede llegar a desadsorberse
totalmente), la desadsorcién es intermedia en el CPG y la silica-gel es de los tres soportes
el que no presenta pérdida de reactivo a ningun pH. Estos ensayos nos sirven para
confirmar la presencia de cromazurol en los soportes solidos a estudiar asi como su

capacidad de actuar como indicador dcido base en fase sélida.

La formacién del complejo en fase sélida se observa por una variacién de color
entre 1a fase reactiva en presencia y en ausencia del analito a distintos tiempos. Todos los
soportes ensayados mantenian las propiedades reactivas frente al Al(Iil}, puesto que
producian dicha vanacién de tonalidad. En la tabla 14 se recogen estas variaciones de

color.

En vista a estas variaciones de tonalidad parece ser que la formacién del complejo
entre el aluminio y el indicador inmovilizado es éptima a valores intermedios de pH (4-6)
formdndose este complejo en todos los soportes ensayados si bien en el soporte sol-gel es
esta reaccion es mucho mds lenta pues una apreciable variacién de color necesita al menos
20 minutos de contacto entre soporte y analito.
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Tabla 17. Cotor observado del sistema CS-Al(IIl) en distintos soportes. AI(II) 2.5 ppm

SOPORTE . pH24  pH46 pH 79

. SOL-GEL  Blanco  naranja rojizo il
_ Complejo - paranja . violeta(+++)  lila

CPG  Blamo  tojo oz azul
Complejo  rojfizo  morado(++) - azal

GELSILICE  Blanco ~ namanja  rojizo  azul
"  Compléjo  rofizo  aml++)  aml

Tiempo de espera para formacion del complejo :(+ +) 5-10 minutos (+ + +) mds de 20 minutos

La formacién del complejo CS-Al(III) en fase s6lida observada cualitativamente por
un cambio de color se cuantificé utilizando medidas de reflectancia. Se registrd el espectro
de reflectancia de las distintas fases reactivas (en presencia y ausencia de AN(III) para
obtener la zona del espectro en la que se produce mayor variacién en Ip por formacién del
complejo. Los espectros se han realizado con el dispostivo 2 del apartado I1.2.1.1., con los
complejos previamente formados dando tiempo suficiente para la formacidén de cada

complejo. Los espectros registrados se encuentran en las Figuras 48, 49 y 50.
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Figura 48. Espectro de reflectancia del complejo CS-Al(III) atrapado en vidrio sol-gel. {Al{I)] 5
pg/mi, pH 4.
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Figura 49. Espectro de reflectancia del complejo CS-Al(H]) en CPG, [AL(ID] 2.5 pg/ml, pH 4
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Figura 50. Espectro de reflectancia del complejo CS-ANII) en gel de silice [AI(H)] 2.5 pg/ml, pH
q
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En la figura 48 aparecen tanto el espectro del blanco como el del complejo, en las
figuras 49 y 50 se ha tomado como referencia el espectro del blanco. A partir de los
espectros obtenidos observamos que la reaccién entre el reactivo y el analito se lleva a cabo
en todos los tipos de soportes ensayados. Produciéndose las mayores diferencias de
reflectancia entre €l blanco y el complejo a diferentes intervalos de longitud de onda segiin

el soporte sélido.

Tabla 18. Intervalos del espectro de refiectancia del complejo CS-AKHI) con mayores diferencias
respecto al blanco, en distintos soportes.

AOPTIMA(m) ~ 600630 640670 660-710

El tiempo de respuesta del sensor vendrd determinado por la rapidez de reaccién de
formacién del complejo, en este caso st bien en todos los soportes se produce reacciéon con
el analito, no todos elios se forman con la misma rapidez, se resgistraron entonces los
espectros a distintos tiempos de espera para la formacion del complejo. Se observa que la
reaccion del Al(1ll) con el cromazurol S en el vidrio sol-gel es mucho mds lenta que en los
otros dos soportes. El espectro que aparece en la figura 48 corresponde a un tiempo de
formacion de 24 h. Las reacciones tanto en silica gel como en CPG fueron inmediatas. Esto
puede deberse a que la inmovihizacién tanto en CPG como en gel de sihce es de tipo
superficial, es decir el reactivo indicador queda en la superficie del soporte siendo mucho
mds fdcil el acceso del analito para su reaccién. El reactivo queda atrapado en el interior de

una matriz de silice en el caso de sol-gel por lo que el acceso del analito se ve "impedido”

El CPG tiene un tiempo de respuesta aproximado que la gel de silice, pero el
proceso de inmovilizacion en el vidrio de poro controlado es muy laborioso y mucho mads
complicado que en el caso de la gel de silice por lo que se opté por caracterizar la fase
reactiva formada por CS inmvolizado en gel de silice con vistas a la mayor reproducibilidad
en el proceso de inmovilizacién. Por tanto se opté por caracterizar la fase reactiva formada
por el indicador cromazurel S soportado en gel de silice como fase reactiva mas
apropiada. .



140
Sensor de reflectancia en fujo continuo para la determinacion de AIII) con cromaaurol S inmwovilizade

Se procedié a observar si existia desadsorcién del reactivo inmovilizado CS
variando la fuerza idnica del medio y cémo influia ésta en la formacion del complejo. Para
ello, se colocod la misma cantidad de silica-gel en diferentes tubos de ensayo en presencia y
ausencia de analito y se les fué afadiendo NaCl desde 0.0iM a 1M observandose que el
reactivo no desadsorbia en ninguno de los casos y que los complejos se formaban en el

intervalo estudiado.

1.2.2. SELECCION DE LA LONGITUD DE ONDA OPTIMA.

El espectro del complejo cromazurol CS-Al(III) nos da una mayor diferencia de
reflectancia respecto al blanco en la region de longitud de-onda préxima a 650-670 nm
como puede apreciarse en la Figura 50, por lo que fue 660 nm la long de onda seleccionada
para posteriores medidas.

1.2.3. CONCENTRACION DE CROMAZUROL $

Para la eleccién de la concentracién de cromazurol S éptima se midio la reflectancia
del complejo CS-Al(IIY) a distintos tiempos (de 0 a 20 minutos) a la longitud de onda de
650 nm cuando se empleaban fases con diferentes concentraciones del reactivo
inmovilizado. Los datos obtenidos se observan en la Figura 51 y demuestran que la
concentracidn de cromazurol S éptima es 0.05% ya que proporciona la mayor diferencia de
reflectancia entre el blanco y el complejo a todos 1os tiempos estudiados.
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Figura 51 Intensidad de reflectancia del complejo CS-AI(III) a distintos tiempos, pH 4, [AlII] 2.5
ppm. utilizando fases reactivas con diferente concentracién de CS inmovilizado.

1.2.4, INFLUENCIA DEL pH EN LA FORMACION DEL COMPLEJO CS-Al(iil).

Este estudio se llevé a cabo midiendo la intensidad de reflectancia a la longitud de
onda optima del complejo CS-AI(II) (AI(TI) 2 pg/ml) formado en el intervalo de pH 3.5-
6.0. De la Figura 52 se deduce que el pH 6ptimo para la formacién del complejo CS-

Al(1II) es 4.8 puesto que este valor proporciona la mayor diferencia en intensidad de
reflectancia entre el blanco y complejo.
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Figura 52. Influencia del pH en la intensidad de reflectanci de CS-Al(III), CS 0.05% AI(ITI) 2 ppm.

1.2.5. NATURALEZA Y CONCENTRACION DE LA DISOLUCION REGULADORA.

Con el fin de estudiar la influencia de la naturaleza de la disolucién reguladora en la
formacién del complejo ([AI(IID)j= 2.5 ppm), se estudié la formacién del mismo a pH 4.8
en presencia de diversas disoluciones reguladoras. En la tabla 19 se recogen los valores de
la diferencia de reflectancia de la fase reactiva en ausencia y presencia de analito. Las
variaciones de intensidad mds sensibles se obtiene con acético/acetato como medio

regulador, por tanto fue este el medio seleccionado para posteriores experimentos.

Tabla 19. Diferencias de intensidad de reflectancia de la fase reactiva en ausencia y presencia de

[Al(III)] 2 5 ppm) pH 4 8 en dlstmtos medlos reguladores

H2MT A +1’HMTA

MR(u.a.) - ' 9 B
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Una vez optimizado el pH y la naturaleza del tampén se procede a determinar su
concentracion éptima. Para ello se varia la concentracién de acetico-acetato desde 0.025-
0.5M preparando muestras y blancos en las mismas condiciones; una vez formado el
complejo se observa los cambios de color obtenidos,registrando el espectro de reflectancia

en cada caso.

En la Figura 53 se ha representado la diferencia de intensidad de reflectancia de!
complejo y el blanco obteniéndose una concentracién 6ptima 0.05M en HAc/Ac™ para

posteriores experimentos.
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Figura 53. Efecto de la concentracion del medio regulador en la sefal de reflectancia del complejo
CS-Al(III) [AKTIDY] 2.5 ppm, pH 4.8

1.2.6. REGENERACION

La capacidad del dcido clorhidrico como disolucion regeneradora cuando se utiliza
como soporte s6lido un intercambiador aniénico no ofrece posibilidades practica pues si
bien este dcido posibilita la ruptura del complejo en fase sélida aparecen problemas
précticos debidos 2 la naturaleza del soporte. Este hecho sirvié de base para seleccionar este
mismo dcido como regenerante ya que en el caso de utilizar como soporte sélido gel de

silice, no aparecieron los problemas anteriormente observados. La confirmacién de la
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utilidad de este reactivo como regenerante quedd confirmada por la obtencidn de la linea

base inicial una vez regenerada la fase reactiva.

1.2.7.-CINETICA DE LA REACCION.

La cinética de las reacciones sobre superficies solidas suele ser mds lenta que la de
las reacciones en disolucidn, dada la existencia de un fenémeno de transferencia de materia
hasta la superficie solida. Se ha realizado un estudio para conocer la cinética de la reaccidén
entre CS inmovilizado y Al (IlI), para ello y con el fin de determinar el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio en la formacion de dicho complejo se registré ia intensidad de
reflectancia frente a la longitud de onda a distintos tiempos.

El procedimiento seguido para este estudio se detalla a continuacién: Se rellené la
célula con una cantidad determinada de gel de silice, con cromazurol S inmovilizado,
posteriormente se bombea una disolucion que contenia 2.5 ppm de AlIIl) a pH 4.8 se
realizaron los espectros de reflectancia frente a la longitud de onda, a diferentes tiempos (5,
10, 20, 60 y 180 minutos).

Como se observa en la Figura 54, el complejo CS-Al(1ll} alcanza el equilibrio de
formacion a tiempos superiores a treinta minutos. En esta figura tambien se observa ia
variacién de la longitud de onda éptima del complejo a medida que evoluciona la formacion
del mismo. Se produce un desplazamiento de la longitud de onda 6ptima de medida
(aquella que produzca mayor diferencia entre la intensidad de reflectancia de blanco y
complejo) hacia el rojo segun aumenta la extensién de formacién del complejo asi cuando
el complejo se ha formado completamente (al equilibrio) la mdxima diferenica se ecuentra a
680 nm mientras que en los primeros momentos la maxima diferencia se encuentra a 660
nm.
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Figura 54. Especiros a diferentes tiempos de formacién de compiejo CS-AL(IIT) en gel de silice.
[AI(ND} 2.5 pg/ml pH 4.8
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1.3. COMPARACION DE LAS DIFERENTES FASES REACTIVAS

Dado que para un tiempo de andlisis de 5 minutos obtenfa una sefial débil sefial
disminucion de la reflectancia) para una concentracion de 2.5 ung/ml de aluminio. Se optd
por no desarroliar el método puesto que ello conllevaria un tiempo de andlisis excesivo para

obtrener una sensibilidad adecuada.

Con la utilizacion de soportes inorganicos se han obviado los problemas de
hinchamiento que dificultaban la utilizacién del sensor en continuo. Por orta parte se
produce una clara disminucién de la sensibilidad del sistema al vanar el soporte sélido.
dado que la concentracion del orden de 0.5 ppm pricticamente no da ningiun tipo de
Tespuesta para tiempo de 5 minutos con la fase reactiva mientras que en el soporte
polimético se produce una sefial analftica perfectamente cuantificable. Este hecho pone de
manifiesto una vez mas la naturaleza tan compleja de las reacciones sobre sélidos pues en
principio ambas inmovilizaciones son de tipo superficial y deberian presentar una
sensibilidad parecida. Como se expuso en la introduccion la eleccion del soporte es una
etapa clave en la etapa de un sensor pues si bien éste puede ser funcional como sucede en
este caso para obtener una sensibilidad adecuada seria preciso un tiempo de andlisis largo.
No existe una regla generalizada para la eleccién del soporte mds idéneo mds que la
experiencia.
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2.- SENSOR DE REFLECTANCIA EN FLUJO CONTINUO PARA
DETERMINACION DE FedIl)l CON CROMAZUROL S
INMOVILIZADO Y SU APLICACION ANALITICA.

En el Departamento se habia desarrolado con anterioridad un sensor de
reflectancia tipo sonda para la determinacién de hierro (279) basado en el empleo del
reactivo cromazurol S inmovilizado en una resina anidnica que fue utilizado en
discontinuo. Este sensor no resulté apropiado para monitorizar el hierro debido al
problema, ya mencionado, de hinchamiento que tiene este tipo de soportes, cuando se

modifica el entorno (pH, fuerza idnica, agente regenerantes, etc).

Por ello se pasé a modificar el mismo empleando otros soportes que eliminaran
dichos problemas y que hicieran posible el empleo del sensor en un sistema en flujo
continuo para monitorizar hierro. La caracterizacion del sensor. una vez seleccionado el
soporte 1doneo, se ha realizado siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
11.2.3.2. con el dispositivo 2 del apartado 11.2.1.1.

2.1 ELECCION DEL SOPORTE

La eleccién del soporte se efectué basdndonos principalmente en dos hechos como
viene siendo habitual en esta memoria. En primer lugar que no se produzcan pérdidas del
reactivo inmovilizado con el tiempo, incluso en condiciones extremas de trabajo, (que
darfan lugar a derivas de la iinea base y pérdida de sensibilidad en ciclos sucesivos). En
segundo lugar el proceso de inmovilizacién no debe modificar la reactividad del CS en
disolucién.

El CS se inmovilizé enlace covalente en CPG, por atrapamiento fisico en vidrio
sol-gel y por adsorcidn en gel de silice siguiendo los procedimientos descritos en los
apartados 11.2.2.1.2, 11.2.2.1.3. y 11.2.2.1.4.
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La fase reactivsa que emplea gel de silice como soporte sélido resulté ser la mds
estable para el mantenimiento del reactivo en todos Jos medios ensayados como se
expueso en el apartado I11.1.2.1.1. (Tabla 16).

La reactividad del CS inmovilizado frente al Fe(lIl) se evalu6 cualitativamente
poniendo en contacto a diversos pH una misma cnatidad de fase reactiva con 2.5 ug/mi y
observando a diferentes tiempos la coloracién de la misma. Los resultados, que se
exponen en la tabla 20, demuestrasn que el intervalo de pH optimo para la formacion de
complejo se encuentra comprendida entre 4-6, y que las tres fases solidas presentan
reactividad frente al Fe(Ill), si bien el vidrio sol.gel era el soporte que presentaba una
respuesta mds lenta para este analito tal y como ocurri6 para ei Al(III).

Tabla 20. Color observado del sistema CS-Fe(IIl) en diferentes soportes. [Fe(1lf)] 2.5 ug/mi

SOPORTE o . pH24 pH46 pH7-9 _
SOL-GEL ~ ‘Blanco  pamamja  rojizmo  violeta
| _Complejo.  naranja _violeta(***) - violeta
CPG  Blameo rojo . . tojizo - azul
'_ Complejo rojizo _ violeta(® ami
GELSILICE ~ Blance  namamja  Tojizo J—
' Compléjo B ifoj-iZo o am® o aml

Tiempo de formacion dei compiejo (*} menos de 5 minutos, (**) 20 minutos

Si comparamos la tabla 20 con la andloga para el Al(Ill) (tabla 17) se puede
observar que en los soportes CPG y gel de silice, el 16n Al(IIl) reacciona mds lentamente
con el CS que en estos mismos soportes el Fe(IIl).

Para confirmar la reactividad de las tres fases reactivas frente al Fe(Il) se
registraron sus espectros de reflectancia entre 400 - 800 nm en presencia y ausencia del
analito, a un pH 4.5 en el que existia reaccién segun el estudio cualitativo. Los espectros
se realizaron dando tiempo suficiente para la formacion de cada complejo y se encuentran
representados las Figuras 55, 56 y 57. donde los registros corresponden a los espectros
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corregidos frente al blanco excepto para la fase reactiva que tiene vidrio de poro
controlado como soporte sélido.
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Figura 55: Espectro de reflectancia del sistema CS-Fe(III) atrapado en vidrio sol-gel [Fe(IIT)] 5 pg/ml, pH 4

1
0s [
0.6 |
0.7 F
06 |
0.5 |
0.4 |
03 |

© CPG—-Cromazurol S
¢ CPE~Cromazurel S—Fellll)

R u.a.

400 500 800 700 800

Figura 56: Espectro de reflectancia del sistema CS-Fe(Ill) en CPG [Fe(IIl)} 1 ug/mi, pH 4
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Figura 57: Espectro de reflectancia del sistema CS-Fe(Ill) en gel de silic [Fe(IID)] 1 ug/ml, pH 4

A partir de los espectros obtenidos al igual que por el estudio cualitativo se
concluye que la reaccion entre el reactivo y el analito se lleva a cabo en todos los tipos de
soportes ensayados.

El hecho de que nuevamente vuelva a resultar mds lenta la respuesta del soporte
vidrio sol-gel parece indicar que debido a que en este caso la inmovilizacién no es
superficial el acceso del analito se ve dificultado, jugando un papel importante en la
respuesta no s6lo la cinética de la reaccion indicador-analito sino la difusién del 16n hacia
el interior de los poros donde se encuentra alojado el indicador. Estos poros pueden ser
modificados como se ha comentado anteriormente sin embargo no se hicieron intentos por
mejorar este tipo de soporte.

Una vez rechazado el vidrio sol-gel como soporte por los motivos expuestos, se
seleccioné de nuevo el soporte gel de silice debido a que el mecanismo de inmovilizacién
en gel de silice mucho mds simple que en CPG b) La silica-gel proporciona mayor
reproducibilidad en la realizacién de diferentes fases reactivas.
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2.2. CARACTERIZACION DEL SENSOR Fe(IID-CROMAZUROL S
INMOVILIZADO EN GEL DE SILICE.

2.2.1. SELECCION DE LA LONGITUD DE ONDA OPTIMA.

Este estudio se llevé a cabo realizando los espectros de reflectancia desde 400 a
800 nm del blanco de reactivos constituido por gel de silice-CS a pH 4.2 en
acético/acetato, y del complejo CS-Fe(III) en fase sélida, el estudio se efectué formando
los comlejos previamente en un tubo de ensayo para una concentracién de 1 ug/ml de
Fe(IIl), rellenando posteriormente la célula de flujo con el sélido obtenido y registrando
el espectro. El espectrofotémetro toma como referencia el espectro del blanco y registra el
espectro corregido del complejo. |

Se observa una mayor vanacién en la reflectancia del complejo CS-Fe(IH)
respecto al blanco en la region de longitud de onda préxima a 680 nm como puede
apreciarse en la Figura 57, por lo que se selecciond esta longitud de onda para posteriores
experiencias.

2.2.2. REGENERACION DE LA FASE REACTIVA,

La regeneracion del sistema, es decir, extraer el hierro del reactivo inmovilizado,
y por tanto obtener el reactivo de forma inicial, es fundamental para la operatividad de un

sensor. Del éxito de este estudio depende su aplicacion a medidas en continuo.

Se eligieron como posibles reactivos regenerantes los dcidos clorhidrico y
perclérico y se comprobé el potencial del reactivo elegido como regenerante mediante el

experimento siguiente:

La fase reactiva (gel de silice con el reactivo CS inmovilizado al 0.05%) se
introdujo en tubos de ensayo en los que se afiadié el mismo volumen de una disolucidn
con el analito en medio acético/acetato a pH 4.2. Después de esperar aproximadamente 5
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minutos para que apareciese el color azul caracteristico del complejo, se adiciond un
mismo volumen de HCH o HCIO, a distintas concentraciones, observindose a continuacion
si tiene lugar cambio de color, que pudiera indicar la liberacién del analito y por tanto la

regeneracion de la fase sélida.

El empleo de HCIO, en el intervalo estudiado (0.1- 1M) produjo la destruccién de
la fase reactiva ya que el indicador se libera del soporte.

La disolucién HCl 1M fue la que did lugar a los mejores resultados puesto que el
color caracteristico del complejo desaparece inmediatamente lo que implica la ruptura del
mismo y se observa el color naranja propio del CS en medio 4cido. Si en estas
condiciones se vuelve a poner en contacto la fase reactiva con el analito a pH 4.2 vuelve a

aparecer el color caracteristico del complejo CS-Fe(III).

2.2.3. INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA.

Se procedié a observar si la fuerza i6nica del medio producido desadsorcion del
reactivo inmovilizado CS y cémo influia ésta en la formacion del complejo. Para elio, se
coloco la misma cantidad de silica-gel en diferentes tubos de ensayo en presencia y
ausencia de analito y se les fué afladiendo NaCl desde 0.01M a |M observdndose que el
reactivo no se desadsorbia en ninguno de los casos y que el complejo Fe(Ill)-CS se
formaba en todo el intervalo estudiado.

2.2.4. CONCENTRACION DE CROMAZUROL S.

La optimizacion de la concentracién de reactivo inmovilizado es muy importante
puesto que afecta a la sensibilidad del sistema, cuanto mayor sea la concentracién de CS
mayor serd la capacidad de preconcentracién de la fase sélida, pero por otro lado en el
caso de medidas de reflectancia puede ser que las variaciones de color no sean tan nitidas
debido a fuertes tonalidades lo que se traduciria en una dificultad en la medida de la
reflectancia. Interesa tener una fase reactiva en la que la vanacién de reflectancia sea
mdxima y posea la mayor capacidad quelatante, por ello se optimizé la concentrracién de
cromazurol S preparando disoluciones acuosas del reactivo al 0.05, 0.1, 0.2%, y una vez
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inmovilizado en el soporte silica-gel con el reactivo de la forma ya indicada (apartado
procedimiento); se observd el comportamiento a diferentes pH en presencia y ausencia de
1 pg/mi de analito.

Se midié la reflectancia del complejo CS-Fe(lll) a distintos tiempos (0 - 20
minutos) a la longitud de onda de 680 nm. Los datos obtenidos se observan en la Figura
58 y demuestran que la concentractdn de cromazurol S 6ptima es la del 0.05% va que
proporciona la mayor diferencia de reflectancia entre el blanco y el complejo a todos los
tiempos estudiados.
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Figura 58. Efecto de la concentracion de CS en la reflectancia del complejo CS-Fe(III) repecto al
blanco, [Fe(Ill)] 1 pg/ml
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2.2.5. INFLUENCIA DEL pH EN LA FORMACION DEL COMPLEJO

Este estudio se llevo a cabo midiendo la reflectancia a la longitud de onda 6ptima
de sistema CS-Fe(IIl) en el intervalo de pH 3.5 - 6.0. Los comf;lejos se forman pasando a
través de la célula de flujo disoluciones con 0.4 ug/ml de Fe(lll) a diferentes pH durante
un tiempo de 5 minutos. La figura 42 muestra los resultados obtenidos, los valores de
reflectancia representados son la diferencia entre el blanco (fase reactivia al pH deseado)
y el complejo. En ella se observa que el pH 6ptimo de formacién del complejo CS-Fe(III)
es 4.2.

C.50
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Figura 59. Influencia del. pH en la formaci6n dei complejo CS-Fe(III) [Fe(III) ] 0.4 pg/ml
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2.2.6. NATURALEZA Y CONCENTRACION DE LA DISOLUCION REGULADORA.

Con el fin de estudiar la influencia de la naturaleza de la disolucion reguladora en
la formacién del compiejo, se formé éste al pH Sptimo en presencia de acético/acetato,
succinico/succinato y biftalato/ftalato. L.a medida de la reflectancia se realizd a los 5

minutos.

La figura 60 representa la reflectancia de los distintos sistemas en funcién de la
naturaleza de la disolucion reguladora. En ella se observa una mayor diferencia de
reflectancia entre el complejo y el blanco cuando se emplea acético/acetato como
disolucién reguladora. ’
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Figura 60. Efecto del medio regulador en la reflectancia del complejo CS.-Fe(IIl), [Fe(ii)] 0.4
pg/ml
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Una vez optimizado el pH y la naturaleza del tampon se procedi6 a determinar su
concentracién 6ptima. Para ello se varié la concentracion de la disolucién reguladora
acético-acetato desde 0.025M a 0.5M preparando muestras y blancos en las mismas
condiciones; una vez formado el complejo (5 minutos) se representaron las diferencia de
reflectancia entre blanco y complejo (Figura 61) obteniéndose una concentracién Sptima

0.05M en acético/acetato para posteriores experimentos.
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Figura 61. Efecto de la concentracion de acético/acetato sobre la sefial de reflectancia del
complejo CS-Fe(Ill) respecto al blanco. pH 4.2, [Fe(Ill)] 0.4 pg/mi

2.2.7. CINETICA DE LA REACCION.

La cinética de las reacciones sobre superficies solidas suele ser mds lenta que la de
las reacciones en disolucién, dada la existencia de un fendmeno de transferencia de
materia hasta la superficie sélida. Se ha realizado un estudio para conocer la cinética de
las reacciones entre CS inmovilizado y Fe (III) registrdndose los espectros de reflectancia
a distintos tiempos, con el fin de determinar el tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio en la formacién de dicho complejo.
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Con esta finalidad, se siguid el procedimiento que a continuacion se detalla: -Se
rellend la célula con una cantidad determinada de gel de silice-cromazurol S,
posteriormente s¢ bombed una disolucion que contenia 0.1 ug/ml de Fe(Ill) a pH 4.2 y se
realizaron los espectros de reflectancia frente a la longitud de onda, a diferentes tiempos
(5, 10, 20, 60 y 180 minutos).

Como se observa en la Figura 62 el complejo CS-Fe(IlI) alcanza el equilibrio de
formacion a tiempos inferiores a dieiz minutos. En esta figura también se observa la
variacion de la longitud de onda 6ptima del complejo a medida que evoluciona la
formacién del mismo. Eligiéndose para los experimentos posteriores la longitud de onda
que corresponde a la mdxima diferencia de reflectancia entre el blanco y la muestra para
un tiempo de 5 minutos (A 680nm).
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Figura 62. Espectros de reflectancia del complejo CS-Fe(Ill) [Fe(Iil)] 0.1ug/ml a distintos
tiempos de formacion.
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2.2.8. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

El establecimiento de las caracteristicas analiticas del complejo CS-Fe(Ill) sobre
gel de silice se llevé a cabo siguiendo el procedimiento en flujo descrito en el apartado
11.2.3.2.

2.2.8.1. Intervalo de linealidad Con el fin de determinar el intervalo de
concentracién de Fe(IIl) que proporciona upa respuesta lineal en las medidas de
reflectancia se realizo un calibrado en flyjo.

Para ello se hace pasar a través de la célula de flujo donde tenemos nuestro soporte
con el reactivo inmovilizado, en primer lugar disolucién reguladora (acético/acetato
0.05M pH 4.2), hasta mantener la linea base, después la disolucién de Fe(IIl) de una
determinada concentraciéon durante 3§ minutos que da lugar a una disminucion de la
mtensidad de reflectancia, para pasar por uitimo la disolucion regeneradora que en nuestro
caso es HCI 1M que nos devuelve la sefial a 1a linea base. Este mismo proceso se efectua
con las diferentes concentraciones de Fe(Ill). La respuesta del sensor frente al tiempo se
encuentra representada en la Figura 63.

La recta de trabajo se obtiene representando las pendientes de la funcién intensidad
de reflectancia-tiempo correspondiente a 5 minutos frente a la concentracién de Fe(IID).
Los datos obtenidos de esta manera se representan en la figura 64 donde se puede
observar que el intervalo de linealidad se cumple hasta una concentracion de 0.5 ug/ml de
Fe(III).
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Figura 63. Respuesta de la fase reactiva en presencia de diferentes concentraciones de Fe(II)
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Figura 64: Calibrado para Fe(III) .(AR/ At) frente a [Fe(II})]
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La recta de calibrado responde a la ecuacién
Y= -1.05 X - 0.14 con un coeficiente de correlacién (.98%9

2.2.8.2. Limite de deteccion, limite de cuantificacion y precision del método El
limite de deteccién del método propuesto se calculd teniendo en cuenta la desviacién
standar de 10 determinaciones de un mismo blanco de reactivo y aplicando la norma de la
1.U.P.A.C. para calcular dicho valor.

L.D. = K s4/S

donde sy es la desviacién estandar de dichos blancos, y S la pendiente del calibrado
obtenido en las condiciones antes expuestas. Aplicando la formula para K=3 el limite de
deteccion obtenido fue de 10 ng/ml para Fe(lll). El limite de cuantificacion calculado
para K= 10 es de 30 ng/ml.

El método desarrollado mejora notablemente el limite de deteccién del sensor tipo
sonda (279} que emplea el mismo reactivo inmovilizado en una resina aménica. El
aumento de sensibilidad obtenido se debe a la preconcentracion en continuo gue se realiza

en la fase reactiva.

El cdlculo de la precision se llevé a cabo preparando 10 disoluciones diferentes de
100 ng/ml de Fe(Ill) a pH=4.2. y se sigui6 el procedimiento anteriormente explicado
obteniéndose una desviacion estdndar relativa del 4.8% con los datos adquiridos.

2.2.8.3. Estudio de interferencias. Para este estudio el procedimiento operativo fue el
mismo que el empleado para medir sus caracteristicas analiticas, bombedndose la
disolucion del analito en presencia del posible interferente. El trabajo se efectud para una
concentracion de Fe(ITI) 200 ng/ml.

Los cationes elegidos fueron aquellos que dan reaccion con el cromazurol S en
disolucién. Igualmente se eligieron los aniones mds frecuentes en muestras de agua, asi
como los antones complejantes del analito.
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Se considero interferente aquel i6n que daba lugar a una variacién en la sefial de
reflectancia superior a 2s , siendo s la desviacién estindar de la disolucién que contenia
200 ng/m! Fe(IIl) en ausencia del i6n potencialmente interferente. En este caso no se
consideran interferentes todos aquellos iones que produzcan una sedial relativa

comprendida entre 91 - 109%.
Los resultados obtenidos (tabla 21) muestran una seria interferencta de AIID), [" y
F~ mientras que el restode iones ensayados no interfieren hasta concentracién 50-100

veces mayores que la Fe(III)

Tabla 21. Estudio de interferencias sobre la reflectancia del complejo CS- Fe(Ill)

- JON - - ‘Relacién - Sensibilidad-
- _iowAKAD( ___ relativa(*h)
N L T I e
Cagpy S0 108
Mgy - sot 108
Co@y 041 9
NI s o
720741 ) W, s U 95
Pb o d0n 92
o osot 87
cu 51:(_)/1:.'_ o 1{)0
Al B V4 - 78
F- . :..__.I:}_ﬁ:: . &5
Br- RRREES T L
o we 120
NO;” o oseit . 92
cro et a4
_ (:03.2;.' e :.--._::' T

(*) Relacion médxima ensayada.
{**) Relacion entre la senal obtenida de una disolucién de Fe(IIl) en
presencia y en ausencia del elemento interferente.
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4.2. APLICACION ANALITICA.

Dado que no era probable que en las aguas analziadas objeto de nuestro estudio
existieron estos iones interferentes en proporcion igual a la de hierro no hubo necesidad

de eliminarlos al realizar las determinaciones.

El sensor en flujo desarrollado en el presente trabajo se ha aplicado a la
determinacién de hierro en aguas potables de distintos origenes.

Para elio se preparé en primer lugar un calibrado en un intervalo de concentracion
de hierro (50 a 300 ng/ml) ppm en medio acético-acetato a pH 4.2. Las muestras de agua
se diluyeron convenientemente, se tamponaron con HAc/Ac- 0.05 M pH 4.2. Cada
muestra se midié por sextuplicado. Las senales registradas llevadas a la recta de calibrado
dieron lugar a los resultados que figuran en la tabla 22..

Las muestras se sometieron a diferentes diluciones con el proposito de comprobar
si existia algiin efecto por parte de 10s posibles elementos interferentes presentes en las
mismas y se cuantificé el contenido de Fe(Ill) mediante el correspondiente calibrado. Si
con todas las diluciones ensayadas se obtiene el mismo valor de la concentracién de hierro
se puede asegurar que no existe efecto debido a las posibles interferencias. En la tabla 22
se puede observar que en las diluciones eefectuadas se obtienen las mismos resultados.

La exactitud del método que se propone para determinar Fe(IlI) se comprobé
mediante el empleo de un método alternativo; para ello las muestras de agua analizadas
por el método propuesto fueron contrastadas por AA con llama. Los resultados obtenidos
tanto por absorcion atdmica como por reflectancia demuestra que no existen diferencias
significativas entre ambos métodos a un nmivel de probabilidad del 95% y por tanto la
validez del método propuesto.
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Tabla 22. Aplicacion del sensor a la determinacion del contenido en Fe(Ill) de diferentes

aguas.
o CONCENTRACION Fe(IIl*
REFLECTANCIA  AA CON LLAMA(*%)
 Dilwdon:5 074003
Mi 0.71% 0.04
Dilucidn 1:10 -~ - 0072 0.2 -
M2 S 026£0.02 . 025003
M3 055002 0.52¢0.03

*Media de 6 medidas + s expresado en pg/ml _
(**) Las muestras analizadas por absorcion atémica con llama no se diluyeron.

Como conclusion podemos resaltar la posibilidad de aplicar este sensor en flyjo
para la determinacién de Fe(III) en muestras con bajas concentraciones de hierro para las
cuales la absorcion atémica con llama no es lo suficientemente sensible presentandose por
tanto el sensor en flujo continuo como alternativa a la absorcién atémica sin llama. Hay
que hacer notar que las muestras analizadas por AA no se diluyeron, dada la menor
sensibilidad de esta técnica frente al método propuesto.
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3. SENSOR DE FLUORESCENCIA PARA LA DETERMINACION DE
FedII) EN FLUJO CONTINUO CON PIOVERDINA INMOVILIZADA.

La determinacién de Fe(IIl} es de gran importancia en numerosos campos pero
generalmente adolece de métodos suficientemente selectivos y sensibles para su

determinacion a nivel de ng/ml como ya mencionamos en la introduccién.

El sideréforo fluorescente pioverdina podria solucionar este problema puesto que
por una parte compleja selectivamente a este analito y por otra parte darfa lugar al
desarrollo de un método basado en medidas de fluorescencia. Como es sabido la
fluorescencia es intrinsicamente mds sensibles que la espectrofotometria, sin embargo, los
métodos mds comunmente utilizados para la determinacién de hierro son los
espectrofotométricos. En la bibliografia consultada existen muy pocos métodos para la
determinacién de hierro basados en medidas de fluorescencia (260) y de estos ninguno que
emplee una fase solida como fase reactiva. En este sentido la inmovilizacion de la
pioverdina deberia permitir el desarrollo de un biosensor altamente selectivo y sensible

para la determinacién de Fe(lIl), por todo ello iniciamos este camino con gran entusiasmo.

Una vez aislado y purificado el sideréforo del medio de cultivo en que habia sido
sintetizado por las bacterias Pseudomonas fluorescens, siguiendo el procedimiento descrito
en el Apartado II.1.1.2., se estudid su comportamiento en disolucién acuosa frente al ion
Fe(Ill) como paso previo a la bisqueda de soportes sélidos adecuados para su

inmovilizacion.
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3.1. ESTUDIO PREVIO DEL COMPORTAMIENTO EN DISOLUCION ACUOSA
DEL COMPLEJO Fe(IID-PIOVERDINA.

3.1.1. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

Con objeto de estuchar los espectros de excitacién y emisién de fluorescencia se
prepararon disoluciones acuosas del pigmento pioverdina a una concentracién de 6.6107°M
a pH 7 en ausencia y en presencia de 200 ng/m! de Fe(Ill). Una vez realizado los espectros
de ambas disoluciones se obtuvieron los resnitados que se muestran en la Figura 65, en ella
observamos que el reactivo pioverdina muestra un mdximo a 465 nm cuando se excita a
390 nm. Por otra parte se puede observar que la fuerte emisién de fluorescencia del
sistema decrece drdsticamente (95%) en presencia de Fe(Ill) debido a ia desactivacién

estdtica del sistema por formacion de un complejo no fluorescente y muy estable con este
analito.

1000
900 |

PIOVERDINA 6.6 10¢ M

800 |- EXCITACION  EMISION
700

600
500
400
300
200
100

intensidad Fluorescencia

Figura 65. Espectros de luminiscencia de una disolucién de pioverdina 6.6 10-6M.
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3.1.2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL pH.

La influencia del pH en la fluorescencia tanto del pigmento libre como del
complejo pioverdina-Fe(II]) se llevé a cabo preparando una serie de disoluciones con pH
comprendido entre 5 y 10 para una concentracién 6.6 10°M de pioverdina en ausencia y
en presencia de 200 ng/ml de Fe(IIl). La figura 66 muestra la emisién de fluorescencia de
las diferentes disoluciones frente al pH, en ella se puede observar que pioverdina emite su
mdxima fluorescencia en el intervalo de pH comprendido entre 6.5-7.5, a pH inferiores o
superiores se produce un decrecimiento de la misma. El complejo Fe(Ill)-pioverdina
produce una emision de fluorescencia constante e inferior a la del pigmento libre en el
ntervalo estudiado.

El pH seleccionado como 6ptimo se encuentra comprendido entre 6.2-7.8?7 ya que
en dicho intervalo se produce la mdxima diferencia de fluorescencia entre reactivo y
complejo, lo que indica que el pH es favorable para la emisién de fluorescencia por el
pigmento y optimo para la formacidn del complejo.

60 |
- o pioverdina 6.6 107° M
8B 50 F o pioverdina—Fe(lil) 200 ng/ml
S ;
s g
3 40 +
o 3 o
=
= a0l o
- [
[, "
D 20 |
»
[~ i
3 [
£ o
r—_a——0—00- ]
0 -1IJ,L1I11,IIIlll]Illll.lIIlL\IIIIlIlIllIII‘IlLJ_
55 B0 65 70 75 80 85 8.0 85 10

pH

Figura 66. Influencia del pH en la emisién de fluorescencia de disolcnién de pioverdina y del complejo
pioverdina -Fe(I1I).-
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3.1.3. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA Y CONCENTRACION DE LA DISOLUCION
REGULADORA

Una vez establecido el intervalo de pH 6ptimo se estudid el efecto ejercido por la
naturaleza de la disolucidn reguladora sobre el sistema. Se utilizaron TRIS, MES, HEPES;
HMTA en concentracion 0.5M v a pH dentro del intervalo considerado como 6ptimo. El
estudio se llevo a cabo para una concentracion de pioverdina de 6.6 10-6M y 200 ng/ml de
Fe(III). La tabla 23 muestra los resultados obtenidos. En ella se puede observar que todos
las disoluciones utilizadas disminuyen la senal fluorescente de la pioverdina respeto a la
sefial obtenida en ausencia de disolucién reguladora. En la misma tabla se refleja la
diferencia de fluorescencia entre el blanco y complejo para las distintas disoluciones
reguladoras, siendo el tampén MES es el que dié lugar a la mayor diferencia. Por ello se
seleccioné dicha disolucién como medio 1déneo para el estudio del sistema en disolucién
acuosa.

Tabla 23. Efecto de la naturaleza de ia disolucion reguladora en la intendidad de fluorescencia (IF)
de la pioverdina y en la extensién de la formacién del complejo con hierro.

 DISOLUCION  IFgyanvco s TFpanco. vumsrma

REGULADORA oL e T e

H2MTA+/HMTA 46 . . 389 - 151
CMES . g gy e e
RS o463 2s20 21
IMIDAZOL 426 174 - 252
CITRATO a7 L 376 10.4

Una vez resuelta la naturaleza de la disolucion reguladora que se va a utilizar se
optimizé la concentracidn de la misma; para ello se prepararon disoluciones de pioverdina
tanto en presencia como en ausencia de Fe(Iil) con diferentes concentraciones de MES (0 -
0.5M) y se midi6 la intensidad de fluorescencia a 465 nm. En la Figura 67 se representan
los resultados obtenidos observdndose que cuanto mds diluida es la concentracién
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reguladora mds elevada es la sefial, este resultado era previsible ya que como hemos
expuesto antes, la presencia de disolucién reguladora sea de la naturaleza que fuere
disminuye la intensidad de fluorescencia del pigmento y afecta a la extensién de la
formacién del complejo. Se eligié 0.05M para experimentos posteriores para asegurar la
capacidad de tamponamiento de la disolucién reguladora si bien produce un decrecimienio
de la sefial analitica de un 8% ;
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Figura 67. Influencia de la concentracién de MES en la sefial de fluorescencia de picverdina y de
su complejo con hierro.

3.1.4. INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA

Para determinar la influencia que ejerce la fuerza iénica del medio sobre la seiial
analftica se prepararon disoluciones que contenian electrolitos de diferente naturaleza (KCl
o NaClO,) en concentraciones variables (0 - 1M) en presencia de una concentracién de
6.610°M de pioverdina y 200 ng/ml de Fe(Illl) a pH 6.5 en ausencia de disolucidn
reguladora con objeto de no modificar con su presencia la fuerza iénica. La tabla 24
muestra los resultados obtenidos no existiendo efecto alguno sobre la sefial fluorescente del
pigmento, ni sobre la sefial de fluorescencia del sistema en presencia del hierro (III) a
fuerza idnica < 0.5M. Para fuerza iénica superiores se produce un menor decrecimineto
de la intensidad de fluorescencia de la pioverdina en presencia de ién férrico.
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Tabla 24 Efecto de la fuerza i6nica sobre la sefial relativa de fluorescencia del complejo
pioverdina-Fe(lll} frente al blanco

_ KCI0.1M  KCIO.SM KClIIM  NaClog0.5M  NaClOgIM -
Fp oy @ 298 272 135 . 286 .. 173

3.1.5. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

Siguiendo en la linea de caracterizar completamente el comportamiento de la
pioverdina en disolucién acuosa antes de proceder a su inmovilizacién con objeto de ser
utilizada como fase reactiva en sensores opticos, se procedié a establecer las caracteristicas

analiticas del método.

3.1.5.1. Intervalo de linealidad. Con objeto de establecer el intervalo de linealidad
se prepararon disoluciones, en las condiciones dptimas de trabajo, que contenian Fe(Ill) en
concentracién variable entre 10 y 200 ng/ml obteniendo las lecturas de intensidad de

fluorescencia a 465 nm (A__ 390 nm). El calibrado se efectud representando la intensidad

(2.

de fluorescencia frente a la concentracién de Fe(Ill); se obtiene de esta manera una

respuesta lineal hasta 180 ng/ml de Fe(III) (Figura 68)
350
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Figura 68 Calibrado en disolucidn acuosa
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La recta obtenida responde a la ecuacion:

fp=-1378, 42 [Fe(lll}] + 317.66 con un coeficiente de correlacion de 0.995

3.1.5.2. Limite de deteccion, limite de cuantificacion y precision. El limite de
deteccion del método se hallé preparando 10 disoluciones del blanco preparados en las
mismas condiciones que las muestras de la recta de calibrado y midiendo su intensidad de
fluorescencia. El limite de deteccién se caiculé aplicando la norma recomendada por la

TUPAC como viene siendo habitual en esta memoria
LD= K Sblanco/Pdte calibrado,

donde K toma un valor de 3 para el nivel de propabilidad del 99.7% Si1 K =10 se obtiene

el limite de cuantificacion.
El LD obtenido fue de 10 ng/m] mientras que el de cuantificacion fue de 31 ng/ml.

El estudio de la precisién se efectué midiendo la sefial analitica de 10 disoluciones
andlogas con una concentraciéon de Fe(Ill) de 50 ng/mi, MES 0.051M y pH 6.5. La

precision expresada como desviacion estdndar relativa fue del 4%

3.1.5.3. Estudio de las interferencias. Por iiltimo y para completar el estudio del
pigmento pioverdina en disolucién acuosa se procedid a estimar la influencia sobre la seiial
analitica de posibles elementos interferentes. El estudio se efectué efectuando dos
calibrados uno de ellos en ausencia de interferencias y el segundo en presencia de varios
iones potencialmente interferentes (Ca 0.5 ppm, Mg 0.5 ppm, Cu 0.1ppm, Zn 0.4 ppm,
Cd 0.5 ppm, Ni 50 ppb, Pb 50 ppb)

Los calibrados obtenidos se representan en la figura 69 y si bien sus pendientes son
paralelas no lo son sus ordenadas en el origen lo que nos hace suponer que la menor
intensidad de fluorescencia del calibrado en presencia de los posibles interferentes pueden
estar contaminados con hierro.
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Figura 69. Calibrado en presencia y en ausencia de interferentes

Las ecuaciones de las rectas correspondientes son:

oY =-158X + 324.13

® Y=-154X + 306.16

La caracterizacion del sideréforo proporcioné un resultado prometedor para
proseguir con la siguiente etapa, su inmovilizacién, ya que es de preveer que dado que en

las "fases reactivas” se preconcentra el analito, el Iimite de deteccién deberd mejorar.
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3.2. CARACTERIZACION EN FLUJO CONTINUO DEL SISTEMA Fe(1ID-
PIOVERDINA INMOVILIZADO SOBRE CPG Y SU APLICACION ANALITICA.

Una vez concluido el estudio en disolucion se procedié a inmovilizar el reactivo en
diferentes soportes. La inmovilizacién se llevé a cabo mediante dos mecanismos diferentes
con el fin de poder comparar las fases reactivas obtenidas: enlace covalente sobre vidrio de
poro controlado y atrapamiento fisico en vidrio obtenido por un procedimiento sol-gel. A
continuacion se pasard a exponer la caracterizacion del sensor obtenido mediante enlace
covalente, mientras que el obtenido con el vidrio sol-gel se describird en los apartado
siguientes (1[1.3.3. y T11.4.)

Se selecciond el vidrio como soporte idoneo dado que: a) es altamente inerte, b) no
estd sujeto a degradacién microbiana y ¢) no estd syjeto a hinchamiento al variar la fuerza

ionica del medio como es el ¢caso de los intercambiadores 1Onicos.

En la bibliografia consultada es de uso generalizado el vidrio de poro controlado
para la inmovilizacion de enzimas, nuestro reactivo no es una enzima pero posee una corta
cadena de aminodcidos ademds de centros involucrados en la formacion del complejo con
Fe(TIT) que deben estar orientados adecuadamente para formar dicho complejo ya que es de
estructura octaédrica. Es por esta "similitud” que juzgamos oportuno utilizar alguno de los
muchos procedimientos descritos ya en bibliografia, 1a mayorfa de ellos supone la unién
covalente de la enzima a la superficie del vidrio para la inmovilizacién de enzimas en
CPG.

El estudio se ha llevado a cabo en flujo continuo con el dispositivo de medida
descrito en el apartado I1.2.1.2. y siguiendo el procedimiento que se expone en 11.2.3.3.1.
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3.2.1. INFLUENCIA DEL TAMANO DE PORO DEL VIDRIO DE PORO CONTROLADO.

El vidrio de poro controlado es un soporte ampliamente utilizado para la inmovilizacién de
toda clase de moléculas principalmente enzimas por ser altamente inerte y por la amplia
gama existente en el mercado en cuanto al tamafio de poro que lo hace adecuado para la

inmovilizacién de reactivos de muy diferente tamano.

En el disefio de esta experiencia se conté con CPG de dos tamafios de poro para la
inmovlizacién de pioverdina (237 y 460 A). En los dos casos se siguid el mismo
procedimiento de inmovilizacién descritc en el apartado 11.2.2.2.1. La fluorescencia
emitida por el pigmento inmovilizado en CPG de 460 A fue significativamente mayor que
la emitida al inmovilizar sobre CPG de 237A. Este hecho coincide con las observactones
hechas por Kurtz (261} que observé mayor eficiencia de inmovilizacién de enzimas cuanto
mayor es el tamano de poro. Segln otros autores el tamafo de poro 1itil es
aproximadamente al tamano de molécula a inmovilizar. La reaccinabilidad frente al Fe(III)
se cuantificé haciendo reaccionar los dos soportes con la misma cantidad de Fe 100ng/ml
durante dos minutos (Figura 70) obtemiéndose una mayor respuesta en el CPG de tamano
de poro mayor, por lo que a la vista de estos resultados se selecciond CPG de 460 A para

posteriores experimentos.

500

[Felill)] 100 ng/mi
480

460

intensidad Fluorescencia

440 ———0
420 © CPG 237 A
® CPG 460 A
400 I
0 0.5 1.0 15 2.0 25
t{min}

Figura 70: Intensidad de fluorescencia de fases reactivas en presencia de Fe(Ill) frente al tiempo
CPG 460 A y 237
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3.2.2. CONCENTRACION DE REACTIVO.

Esta variable es de vital importancia a 1a hora de disponer de una fase sélida
reactiva. En nuestro caso y ya que el reactivo en s{ mismo es fluorescente y su
complejacion con Fe(IH) produce disminucién de la fluorescencia nos interesa obtener una
fase reactiva de partida con una elevada intensidad de fluroescencia. Para seleccionar la
concentracion éptima de pioverdina se procedid a la inmovilizacion de tres concentraciones
diferentes de reactivo (6.65 10-°M, 1.3310*M y 6.6510*M) utilizando en cada caso la
misma cantidad de CPG como soporte sélido.

Una vez realizado el procedimiento de inmovihizacion se procedié a cuantificar la
cantidad de pioverdina que permanecia en disolucién mediante la medida de la absorbancia
a 405 nm. La cantidad de reactivo inmovilizado se calculé por diferencia entre la
concentracion de partida y la final. Este estudio demostré que la cantidad de pioverdina
inmovilizada en CPG habia sido 0.00]1 mmol/g en los tres casos con lo que aseguramos
haber inmovilizado la mayor cantidad posible de pigmento y por tanto tener la mdxima
intensidad de fluorescencia inicial. La inmovilizacién de mayor cantidad de reactivo
supondria "activar al mdaximo" la superficie del vidrio o elegir otro CPG con mayor

superficie.

3.2..3. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

Se registro el espectro de emision de fluorescencia (Figura 71) del pigmento
inmovilizado en CPG cuando se excita a 500 nm cuando se encuentra situada en la célula
de flujo Hellma 176,52
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Figura 71: Espectro de emisién de fluorescencia Aexc 500 nm no corregido de pioverdina
inmovilizada en CPG

S1 comparamos estos mdximos con los obtenidos en disolucién acuosa (emision 465
nm y excitacién 390 nm) se observa que se produce un importante desplazamiento hacia el
rojo cuando el reactivo estd inmovilizado. En un principio se pensé que este hecho era el
resultado de las importantes modificaciones estructurales y electrénicas debidas a la
formacion del enlace covalente en el proceso de inmovilizacion, sin embargo en ningin
trabajo de los consultados en la bibliograffa se encuentra un desplazamiento tan drdstico en
las caracteristicas espectrales de reactivos inmovilizados; [a presencia de un enlace
covalente puede producir una modificacién de las mismas como mdximo de 30 - 50 nm.

Con objeto de esclarecer este hecho, se estudié detalladamente el proceso seguido
para la inmovilizacién registrdndose en cada etapa la fluorescencia del soporte sélido. Asi
se comprobé que después de la aminacién del vidrio, éste no presenta fluorescencia. El
siguiente paso supone ¢l entrecruzamiento con glutaraldehido y la inmediata adicién del
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siderdforo. Si en esta tltima etapa solo se produce ¢l entrecruzamiento con glutaraldehido
y se analiza este soporte sohdo fluorimetricamente se observa la existencia de una débil
Juminiscencia con un maximo a 540 nm, que no se debe al sideroforo puesto que este no
ha sido inmovilizado todavia, por lo que es de suponer que el entrecruzarmento con el
glutaraldehido es el responsable de la fluorescencia. Esta fluorescencia no se ve modificada
ni en [a posicién del maximo ni en intensidad cuando el soporte sélido estd en presencia de
Fe(Til}.

El paso siguiente fue analizar el mismo soporte sélido una vez unido el sideréforo,
observdndose entonces un mdximo a 552 nm cuya intensidad se habfa incrementado
notablemente y se modificaba con la presencia de Fe(lll) (la intensidad de fluorescencia era
maxima cuando no existe Fe(1ll) y decrece cuando aumenta la concentracion de Fe(III)
presente en la disolucién). De esta manera se comprobé que ¢l glutaraldehido es el
responsable del gran desplazamiento batocrémico obsevado en la emision de fluorescencia
y por otra parte que el comportamiento frente al Fe(lll) es andlogo al exhibido en
disolucién acuosa.

La microscopia de fluorescencia fue utilizada para confirmar la diferencia de
fluorescencia obtenida en las diferentes etapas del proceso de inmowvilizacion. En Ia
fotografia 1 se ve observa la fluorescencia del vidrio de poro controlado tras la etapa de
entrecruzamiento con glutaraldehido (débil fluorescencia) y en la fotografia 2 la
fluorescencia después de la inmovilizacion del sideréforo.



177
Sensor de fluorescencia en flujo continuo para la determinacion de Fe(Ill) con pioverdina inmovilizada

£ i il

Fotografia 1. Fluorescencia del soporte CPG con glutaraldehido en ausencia de pioverdina, observada en el
microscopio de fluorescencia

Fotografia 2. Fluorescencia del soporte CPG con pioverdina i ili i
. pio inmovilizada, observada por microscopia de
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3.2.4. INFLUENCIA DEL pH

Puesto que la intensidad de fluorescencia de una disolucién acuosa de pioverdina
depende del pH como hemos visto en el apartado II1.3.1.2., fue preciso caracterizar el
comportamiento de la fase s6lida cuando varia el pH del medio.

E! estudio se llevo a cabo bombeando a través de 1a célula de flujo disoluciones en
el intervalo de pH comprendido entre 2 y 9 y midiendo 1a intensidad de fluorescencia a
552 nm. Igualmente se estudié el efecto del pH sobre la formacién del complejo Fe(IlI)-
pioverdina sobre la fase sélida, para ello se bombearon a su través disoluciones de Fe(III)
de 100 ng/ml a diferentes pH dentro del intervalo comprendido entre 2-8 y se midié la IF

obtenida una vez transcurridos 2 minutos.

La Figura 72 muestra los resultados obtenidos, observando una méaxima emisién de
fluorescencia del pigmento inmovilizado en el intervalo 3.2-4.5. Por otra parte la zona
optima de pH para la formacidon del complejo se produce en el intervalo 3.5 y 6,
produciéndose la mdxima diferencia entre la intensidad de fluorescencia de pioverdina y

del complejo en el intervalo comprendido entre 3.5-4.5.

En esta figura también se compara el resultado obtenido en fase sélida con el
obtenido en disolucion acuosa, deduciéndose que: 1) la intensidad de fluorescencia emitida
por la pioverdina se produce a pH mds dcido que en disoluciones acuosas, 2) la formacion
del complejo con el 16n férrico en fase sélida tiene lugar también a pH mds acidos que en

disolucion acuosa.
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Figura 72. Efecto del pH sobre la mtensidad de fluorescencia de: 8 disolucién acuosa de pioverdina 6.6 Ml
Disistema pioverdina-Fe(IIT) en disolucidn acuosa [Fe(111)] 200 ng/ml, @ 0.001 mmol/g pioverdina inmovilizada
en CPG -O-complejo pioverdmma-Fe(Ill} mmovilizado en CPG, [Fe(TIT)] 60 ng/ml
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3.2.5. NATURALEZA Y CONCENTRACION DE LA DISOLUCION REGULADORA

Una vez obtenido el valor 6ptimo de pH para el andlisis de hierro con el sistema
inmovilizado se procedié a optimizar la naturaleza y concentracion de la disolucién
reguladora a emplear. Se seleccionaron disoluciones reguladoras que mantuvieran el pH en
el intervalo optimo (3.5-4.5) tales como succinico/succinato, acético/acetato, MES,
biftalato/ftalato, TRIS y se hizo reaccionar en cada caso la fase sélida durante 2 minutos
con disoluciones que contienen la misma concentracién de Fe(III) (100ng/ml). En la figura

73 se refleja la influencia de la naturaleza de la disolucién reguladora sobre la sefial neta
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obtenida al restar de la I del pigmento inmovilizado la IF del complejo Fe(III)-pioverdina.
Se observa que la mdxima senal analitica se obtiene en ausencia de disolucién
reguladora,(comportamiento similar al empleo del reactivo en disolucion acuosa Apartado
). La introduccién de cualquier disolucién reguladora en el sistema de medida disminuye la
sefal analitica (diferencia en intensidad de fluorescencia entre el blanco y el complejo).
Por otra parte todas ellas producen una disminucion de IF de la linea base. La disolucién
reguladora que menos afecta a la respuesta es biftalato/ftalato por lo que fue seleccionada

para posteriores experimentos.

De igual manera cuanto menor es la concentracién de la disolucién reguladora
menor es el efecto que ejerce sobre la sefal y sobre la deriva de la linea base. De este
estudio se concluyé que la mayor sensibilidad en la determinacion de Fe(IIl) en el sistema
en fase s6lida se producia a pH 4.5 biftalato/ftalato 0.01M (figura 74). Esta concentracién
originaba una disminucidn de la sefial analitica de la linea base de unicamente un 10% a

los 2 minutos.

50 )
L A: Biftalato /ftalato

B: Acético/acetato
40 i C: Succinico/succinato
: D: MES

AFI

20@

A B cC D
DISOLUCION REGULADORA

Figura 73. Efecto del medio regulador en la fluorescencia del sistema pioverdina-Fe(III) en CPG
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Figura 74 Efecto de la concentracién de la disolucién reguladora en la intensidad de fluorescencia
de! compiejo pioverdina-Fe(IlI)

3.2.6. EFECTO DE LA FUERZA IONICA.

Con el fin de comprobar si la respuesta de la pioverdina inmovilizada en CPG
frente a Fe(Ill) se ve alterada por la fuerza idnica del medio se evalué el efecto que la
presencia de diferentes electrolitos (KCl, NaClO,) en distintas concentraciones (0 - 1M)
tiene sobre la respuesta del sensor. La sefal analitica no se ve afectada por fuerzas
i6nicas< 0.5 M. Una fuerza i6nica superior produce una menor pendiente en el
decrecimiento de la fluorescencia en presencia de hierro. Este comportamiento es andlogo
al obtenido en medio acuoso. En la Tabla 25 se muestran ios resultados obenidos
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Tabla 25. Efecto de la fuerza iénica sobre la pendiente de decrecimiento de fluorescencia del
complejo pioverdina-Fe(ITD) [Fe(tii)] 60 ng/ml.

KCi K1 Kl NaClO4 NaClod NaClO4

oM 01 M 0.5M 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 disoluciones portadoras es una variable critica cuando se trata de
medidas que utilizan reactivos en "fase solida” puesto que dado que estas fases actuan
como sistemas de preconcentracion es preciso tener en cuenta por un lado la cantidad
absoluta de analito que queda retemdo en la fase reactiva (una medida de la capacidad de
preconcentracion det sélido) y por otro lado la cinética de la reaccién puesto que ésta

determinard el tiempo 6ptimo de contacto entre el analito y el reactivo inmovilizado.

El flujo dptimo seleccionado corresponderd a una situacidon de compromiso entre el
tiempo de contacto Fe(Ill)-pioverdina y la cantidad de hierro que atraviesa la célula de
flujo.

El flyjo de la disolucién que contiene el analito se varié en el intervalo 0.5 - §
ml/min observdndose que la respuesta del sideréforo frente al Fe(11l) durante un tiempo de
dos minutos es inmediata y se produce un decrecimiento progresivo de la intensidad de
fluorescencia inicial debido a la continua formacién de complejo pioverdina-Fe(IIl) en la

fase solida. El estudio se realizé para una concentracion de Fe(Ill) de 60 ng/mi.

La Figura 75 muestra la pendiente de la respuesta obtenida a los distintos flujos,
esta es mdxima para un fluyjo de 5 ml/min, selecciondndose este flujo para los estudios
posteriores El hecho de que se pueda trabajar con un filujo tan elevado demuestra una
rdpida cinética de formacién del complejo que hace que tenga mds "peso” la cantidad de

analito preconcentrado que el tiempo de contacto entre Fe(1Il) y fase reactiva.
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Figura 75.: Efecto del flujo en la respuesta de [a fase reactiva,

3.2.8. REGENERACION DEL SISTEMA.

En el desarrolio de sensores quimicos que utilizan fases reactivas solidas la eleccion
de la reaccién en que se basa la determinacion del analito deseado es fundamental no solo
porque de ello dependerd la sensibilidad y selectividad del sensor construido sino también
porque dada la forma de operar de un sensor, se requiere que el terminal sensible se pueda
utilizar de manera sucesiva para subsiguientes determinaciones. Por ello s1 la reaccidn que
origina la sefial analitica no es reversible como es ¢l caso que nos ocupa, formacién de un
complejo Fe(lll)-pioverdina, es fundamental que este complejo se rompa, para que el
reactivo inmovilizado quede libre otra vez en el terminal sensible, esta etapa denominada

regeneraciéon ha permitido la utilizacion de una extensa gama de reacciones como base de
sensores quimicos.

La regeneracién de la fase reactiva una vez formado el complejo pioverina-Fe(1T)
supondrd la obtencién de pioverdina libre en la superficie sélida y por tanto la
recuperacion de la intensidad de fluorescencia inicial. Como regenerantes se han utilizado
diversos agentes complejantes del catién férrico (EDTA y 8- hidroxiquinoleina), agentes
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reductores de Fe(IIl) a Fe(Il) y medios fuertemente dcidos. E!l efecto regenerador de todos
los agentes complejantes fue lento debido a la mayor constante de formacion del complejo
pioverdina-Fe(Ill). Por otra parte no era fdcil la reduccion de Fe(Ill) a Fe(I) en medio 4.5
y la reduccién a otro pH suponia la intervencion de otra etapa lo que redundarfa en un
aumento del tiempo de respuesta del sensor a la vez que la presencia de otras sustancias.
Sin embargo la la presencia de un pH muy dcido dado que a pH muy 4cido el complejo
(Fe(1lIT)-pioverdina no se forma dio lugara una forma rdpida y sencilla de regenerar el
sisema. Se eligié HC1 I M como el mejor camino para la regeneracion dado que la seial
inicial (pioverdina libre) se obtenia inmediatamente después del contacto de la fase sdlida
con el regenerante y una vez reestablecido el pH inicial. Para asegurar la regeneracion total
del reactivo la etapa de regeneracién se prolongd durante ! minuto. La tabla muestra los
resultados obtenidos.

3.2.9. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

3.2.9.1. Intervalo de linealidad. El establecimiento del intervalo de trabajo se llevé
a cabo bombeando sucesivamente a través de la célula de flujo donde se encuentra
empaquetada la pioverdina inmovilizada en CPG, diferentes disoluciones: disolcuiones
reguladoras (blanco), disoluciones con concentraciones variables de Fe(Ill) (10 - 200
ng/ml) y disoluciones del regenerante HCI 1M) (procedimiento descrito en el apartado???),
La respuesta se registro al representar la [ frente al tiempo.

La figura 76 muestra esta respuesta, en ella se observan las diferentes etapas del
andlisis: una intensidad de fluorescencia constante y mdxima cuando atraviesa la célula de
flyjo la disolucién reguladora, a continuacién una disminucién progresiva de la Iy al
introducir Fe(IIl) en la célula de flujo y por dltimo una recuperacién de la Ifnea base al
atravesar la célula de flujo y el reactivo regenerante seguido de la disolucion reguladora.
La pendiente de la disminucién de fluorescencia aumenta segin lo hace la cantidad de
Fe(III) existente en la disolucién.

La grifica de calibrado (Figura 77) se obtuvo al representar las pendientes de la
curva de respuesta (durante un tiempo de 2 minutos) frente a la concentracién de Fe(III).
Las pendientes obtenidas proceden de multitud de datos puesto que directamente se

transferfan los datos del registro con el tiempo (tiempo de integracién 0.1sg) a un
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programa matemadtico de tratamiento de datos. La respuesta asi obtemida es lineal para el
intervalo comprendido entre 3 y 200 ng/ml de Fe(Ill). La recta obtenida responde a la

ecuacion:

Y=-0.198141X -5.18 con un coeficiente de correlacidon (0.993.

las desviaciones esténdar de la pendiente (9.41 10-3)y de la ordenada en el origen (1.168)

300
- R: Regeneracion
[ M: Muestra
250 +  B: Biftalato/ftalato pH 4.5
200 |- a b c
150 I ] ]
i RB M
100 ST T S N SN T U W NS S TN OO U VY TN TN S (U S T S FOUNN S S W
0 10 20 30 40 50 60
t(min)

Figura 76. Curva de respuesta (intensidad de fluorescencia frente al tiempo) a diferentes
concentraciones de Fe(Ill) a) 50ng/mi, b) 70 ng/m), y ¢)100 ng/ml.
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Figura 77. Recta de calibrado para el sistema pioverdin-Fe(lIl)

3.2.9.2. Limite de deteccion limite de cuantificacion y precision. La obtencién de
estos pardmetros se ha llevado a cabo bombeando alternativamente a través de la célula de
fluyjo donde se encuentra empaquetada la fase reactiva la disolucién reguladora
(biftalato/ftalato 0.01M pH 4.5 durante 5 minutos) y la disolucidn regnerante (HC! 1M
durante 1 minuto). Se efectuaron 11 ciclos sucesivoso. Los limites de deteccién y de
cuantificacién del método se determinaron calculando la desviacién estdndar de los valores

de las pendientes debidas a la disolucién reguladora en cada etapa.

La expresion utilizada para la obtencidn del limite de deteccion como es habitual
fue
LD =3sb/Pdte de calibrado
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El cdlculo del limite de cuantificacién se efectué con la expresion
LQ= 10 sb/Pendiente del calibrado

Utilizando ambas expresiones se obtiene un limite de deteccién de 3ng/ml y 9ng/ml

como limite de cuantificacion.

El estudio de la precisién se realizé siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado. La desviacién estdndar relativa obtenida para ]0O determinaciones de una
concentracion de 60 ng/ml de Fe(III) es del 3%.

3.2.9.3. Estudio de interferencias. Para evaluar la selectividad del reactivo
inmovilizado en CPG se seleccionaron diversos cationes asi como conocidos complejantes
de Fe(lll). Se ha estudiado e! efecto de los posibles interferentes en la respuesta de la
pioverdina, el estudio se llevé a cabo para 60 ng/m! de Fe(I1I).

Se consideran interferentes aquellas especies que a una determinada concentracion
originaban una variacidon en la intensidad de fluorescencia superior a dos veces la
desviacion estdndar de las medidas de intensidad de fluorescencia de unaserie de muestrs
en ausencia del clemento potencialmente interferente. En nuestro caso se considera
interfernete aquella especie que produczca una variacién de la intensidad de fluorescencia

igual o superior a 6% en la respuesta del sensor par la concentracion de Fe(IIl) ensayada.

En la tabla 26 se expresan los resultados obtenidos, considerando una sensibilidad
del 100% a la sefal obtenida en ausencia de interferentes, se observan porcentajes mayores
o menores segun la interferencia sea positiva o negativa. En ella se pone de manifiesto que
ninguno de los iones probados interfiere seriamente, lo que significa que el sensor
desarrollado es altamente selectivo para la determinacién de Fe(IIl) de acuerdo a lo
publicado en la bibliografia donde se habla de la alta selectividad (casi especificidad) de los
siderdforos para la complejacion del catién férrico. De todos los iones ensayados es de
resefiar que el fluoruro (agente complejante del hierro) no interfiere en una concentracién
100 veces superior a la de hierro presente en un nivel de 60 ng/ml.
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Tabla 26. Estudio de interferencias sobre la fluorescencia del complejo CS- Fe(Ill)

ION Relacién  Sensibilidad
__ion/AKHD(®) relativa(**)
e oo R
Ca 10071 100
Mg 500/ 98
Cu 501 97
Ni 10071 160
Zn 10011 | 97
Pb 1001 100
Al s 98
Mn 1ot 100
Be 101 100
Fe(l) oo/t 102
cr@y - 100/ 90
oy . W/ 100
o € ¢ 6 100
Cl- o "}O.O.Gf:'} o 0
$0,2—- 1000/1 100

(*) Relacién méxima ensayada.

(**) Relacton entre ]a sefal obtenida de una disolucién de Fe(1ll) en presencia
y ausencia de interferente,

Todos los ensayos estdn efectuados para jFe(Il])] 60 ng/ml y pH 4.5
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3.3.2. APLICACION ANALITICA.

La fase sélida reactiva que utiliza la ptoverdina inmovilizada covalentemente en
vidrio de poro controlado fué utilizada para la determinacién de hierro en agua de grifo y
agua mineral. Las muestras fueron analizadas sin ningun tratamiento especial. A 5 ml de
las mismas se afiadié 1 ml de disolucidn reguladora v se diluyé todo a 50 ml con agua
Milli-Q. La determinacién se llevé a cabo por triplicado segiin se indica en el apartado
11.2.3.3.1.

La exactitud del método propuesto se venficé comprobando que no existen
diferencias significativas a un nivel de probabtilidad del 95% entre los resultados obtenidos
y los que proporciond el método altlernativo ICP-AES con lo que se demostrd la validez
del método desarroliado. Los resultados se muestran en la tabla 27.

Tabla 27. Concentracién de Fe(lll) en diferentes muestras de aguas analizadas con el sensor de
fluorescencia y con la técnica alternativa ICP-AES

- MUESTRA  SENSORENFLUJO - ICP-AES
Agua grifo 1 R _-0;'361'*:0.(}3-311'131'@.1’:_: - 033 £0.04 mg/ml -
Agua grifo 2 026 £0.02 mg/m! 0:25 £0.03 mg/ml
Aguagrifo3  0.22#0.02 mg/ml 0.24 0,03 mg/ml

Agua mineral 0.08 £0.01 mg/ml
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3.3. CARACTERIZACION DEL SISTEMA Fe(IID-PIOVERDINA INMOVILIZADO
EN VIDRIO SOL-GEL EN FLUJO CONTINUO Y SU APLICACION ANALITICA

La preparacién de vidrios porosa obtenidas por un proceso sol-gel a temperatura
ambiente constituye un método atractivo relativamente nuevo para la inmogvilizacién de
todo tipo de moléculas e iones segun se describe en la bibliografia.

Se trata de una inmovilizacién por atrapamiento o retencién fisica dela molécula en
las cavidades del vidrio poroso obtenido a temperatura ambiente, no existiendo por lo tanto
modificacién de la estructura de los reactivos atrapados si bien puede alterarse sus

propiedades por las modificaciones existentes en su entorno.

El atrapamiento fisico utilizando el método sol-gel es en principio un procedimiento
con muchas posibilidades para la construccién de fases sélidas reactivas ya que permite el
atrapamiento de la cantidad deseada del reactivo sin que existan pérdidas de éste una vez
dispuesto en el interior del vidrio. Por otra parte la elaboracién del cristal es
extremadamente de fdcil ejecucion una vez establecidas las condiciones optimas de pH,
temperatura, tiempo de envejecimiento etc, factores que resultan criticos a la hora de

producir fases reactivas operativas y reproducibles.

La seleccién de este soporte para la determinacién de Fe(III) con pioverdina nos
permitiria la comparacion desde el punto de vista analftico de dos fases reactivas obtenidas
mediante diferentes mecanismos de inmovilizacién, Una vez inmovilizado el reactivo
pioverdina siguiendo el procedimiento descrito en I1.2.2.2.2. se caracterizé el sensor en
flujo continuo mediante el dispositivo de la Figura 37 y siguiendo el procedimiento
descrito 11.2.3.3.1.
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3.3.1. CONCENTRACION DE REACTIVO Y TAMANO DE PORO

En la obtencién del vidrio sol-gel "dopado” con pioverdina las dos variables
(concentracion de reactivo y tamarfio de poro) son interdependientes y es sumamente dificil
controlarlas y manteniendo una de ellas constante vanar la otra. En este sentido, este tipo
de inmovilizacién en este sentido es muy dificultosa a diferencia de la inmovilizacién en
vidrio de poro controlado donde el soporte de tipo comercial posee un tamafio de poro
constante que no se puede modificar y donde la inmovilizacién del reactivo se produce en
1a superficie.

La formacién de una fase sélida reactiva por el procedimiento sol-gel da Iugar a
una matriz de sflice tridimensional que aloja la molécula deseada (pioverdina) en el interior
de unos poros que estdn conectados entre si. El tamaifio de estos poros depende de factores
tales como pH de la disolucién inicial, la velocidad de hidrélisis y condensacion, T2,
concnetracién de reactivo atrapado, etc.; a su vez de este tamafo de poro depende el
tiempo de respuesta de la molécula atrapada frente al analito a determinar.

La inmovilizacién se llevé a cabo repetidamente cambiando en cada ocasion algunas
vanables que influyen en el proceso, se seleccionaron aquellas vanables que diron lugar a
la formacién de una fase reactiva mds funcional desde el punto de vista de la sefial analitica
obtenida y su tiempo de respuesta. El procedimiento operatorio seleccionado se encuentra
descrito en el apartado I1.2.2.2.2. y la concentracién de sideréforo presente en la fase
sélida es de 0.124 mmo/g, cantidad aproximadamente 1000 veces superior a la cantidad de

reactivo inmovtlizado en CPG.

La estructura interna de! vidrio se intentd estudiar mediante microscopia electrénica
y evaluar la influencia que tenfan sobre la misma factores tales como tamafic de por,
concentracion de reactivo etc pero no fue posible hacerlo dado que la estructura del vidrio
se veia alterada (modificacién en los poros y tineles existentes) en el transcurso del andlisi
debido a la potencia del haz de electrones. Se procedié entonces al estudio por microscopia
de fluorescencia que si bien no mostraba la estructura interna del vidrio (de suma
importancia para el tiempo de respuesta del sensor) podria aportar informacién sobre la
distribucién del reactivo en el soporte. Segiin se demuestra en las fotografias el soporte sin
dopar (fotografia 3) no presenta fluorescencia mientras que el vidrio que contiene
pioverdina (fotografia 4) posee una intensa emision.
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Fotografia 3. Fluorescencia del soporte sol-gel en ausencia de pioverdina, observada en el microscopio de
fluorescencia

Fotografia 4. Fluorescencia del vidrio sol-gel con pioverdina atrapada en su interior, observada por
microscopia de fluorescencia.
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3.3.2. CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

En la Figura 78 se representan los espectros no corregidos de excitacidn y emisién
de fluorescencia del sideréforo una vez atrapado en vidrio sol-gel una vez empaquetada la

fase reactiva en la célula de flujo.
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Figura 78: Espectros de excitacion y emision del vidnio sol-gel sin pioverdina y dopado con pioverdina
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Comparando los mdximos de fluorescencia en disolucién acuosa y en el vidrio sol-
gel se observa que existe un desplazamiento hipsocrémico del maximo de emisién de 63
nm {de 465 nm a 405 nm) cuando se excita a 330 nm debido a que la molécula se atrapada
tiene un entorno diferente al que presenta en disolucidn acuosa. El vidrio sol-gel sin
reactivo atrapado no presentaba fluorescencia. La presencia de Fe(Ill) en bajas
concentraciones produce una drdstica disminucién de la fluorescencia al igual que ocurria
con el soporte CPG.

3.3.3. INFLUENCIA DE pH

Con objeto de determinar el intervalo éptimo para la determinacién de Fe(Ill) se
procedié a estudiar el decrecimiento de la fluorescencia de pioverdina soportada en la
matriz sol-gel al bombear a su través una disolucién de Fe(Ill) (60 ng/ml durante 2
minutos) a diferentes pH (intervalo 3-9). alo. En la figura 79 se representa el efecto del pH
sobre la pendiente de decrecimiento de la fluorescencia de la pioverdina.. De ella se
deduce que el intervalo éptimo es el comprendido eatre 6.2 - 7.2, muy préximo al
obtenido en disolucion acuosa y ligeramente diferente al obtenido cuando el reactivo es
atrapado de forma covalente sobre CPG. Ello puede ser debido a que el entorno del
reactivo atrapado fisicamente en silice es mds parecido al que tiene en disolucién acuosa
que en el caso de la inmovilizacion covalente.
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Figura 79. Efecto pH en la disminucitn de fluorescencia de pioverdina soportada en sol. gel
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3.3.4 NATURALEZA Y CONCENTRACION DE LA DISOLUCION REGULADORA.

Se ha estudiado el efecto que ejercen diferentes tampones en el intervalo de pH 6.2
- 7.2. En la figura 80 se representan los resultados obtenidos. El comportamiento en este
sentido es similar a disolucién acuosa y en CPG puesto que de nuevo la mdxima senal
(diferencia entre fluorescencia del reactivo y la del complejo) se obtiene en ausencia de
disolucién reguladora, siendo MES la disolucién reguladora elegida para posteriores
estudios por ser la que menos disminuia la sefial analitica.
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Figura 80. Efecto del medio regulador en la respuesta del sensor

Una vez elegida la disolucion reguladora para la obtencién de pH 6.5 (MES), se
evalué el efecto de su concentracién, para ello se utilizaron disoluciones reguladoras de
concentracion variable. De la figura 81 se deduce que cuando la concentracién de MES
aumenta disminuye la sensibilidad para la determinacion de Fe(Ill), por ello se selecciond
0.05M como concentracién éptima. Su elecciéon fue un compromiso entre la sensibilidad vy
la seguridad de la consecucion de un medio tamponado.
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Figura 81 Efecto concentracion de la disolucién reguladora

3.3.5. EFECTO DE LA FUERZA IONICA.

Dada la influencia de la concentracién de la disolucion reguladora en la respuesta
obtenida frente al Fe(Iil) era de suponer que la presencia de otros iones en el medio
también podrian ejercer algin tipo de efecto. Por ello se procedié a la variacion de la
fuerza idénica del sistema en estudio mediante la adicién de electrolitos fuertes en
concentracién variables hasta 1M a la disolucién de Fe(IH).

La presencia de dichos electrolitos (NaClO, o KCI) en la disolucién no afecta la
respuesta del reactivo atrapado en la fase s6lida siempre que se encuentren en
concentraciones inferiores a 0.5M, si la concentracién es superior, se produce una
disminucién en la respuesta del sensor, como se refleja en la tabla 27
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Tabla 27. Efecto de la fuerza idnica sobre la pendiente de decrecimiento de fluorescencia del
caomplejo pioverdina-Fe(1T). {Fe(lll)]

KCH KOl KO NaCIO4 NaCiOd  NaClod
oM oaM 05M . OM 0.1M. 05M
Pendiente 3133 3208 -1993 2903 292 2646

3.3.6. INFLUENCIA DEL FLUJO DE MUESTRA

Como se ha expresado en el apartado 111.3.2.6 el flujo portador es una variable de
suma importancia cuando se trata de la utilhizacién de fases sdlidas preconcentradoras
puesio que con su variacién se estucha por una parte la influencia de la cinética de la
reaccién y por otro lado el mdximo volumen de muestra que puede ser preconcentrado,
pudiendo aumentarse enormemente la sensibilidad del método siempre que el tiempo de
respuesta sea rdpido (si es el volumen de muestra el factor determinante) sin mds que

aumentar el flujo de la disolucion que porta la muestra.

El tamano de particula y 1a estructura del soporte pueden limitar el flujo mdximo
de la muestra debido a problemas de sobrepresién en la célula de flujo que hacen inviable
la medida en continuo. El vidrio de poro controlado se expende comercialmente con un
tamafio de particula que no puede ser variado, pero en este caso se podria trabajar con
vidrios sol-gel de diferente tamafio de particula.

El soporte sdlido se trituré y se tamizé a través de dos luces de malla, separando
entonces dos fracciones, una de tamafio de particula menor de (.16 mm y otra de mayor
tamafo (< de 0.5 mm). Ambas fracciones se lavaron abundantemente con agua bidestilada
convenientemente para asegurar la eliminacién del pigmento que haya podido quedar en la
superficie (metanol, y agua). En principio se puede pensar que la fraccién de menor
tamafio de particula puede ofrecer mayor sensibilidad por poseer una mayor area
superficial que favorezca el contacto entre el reactivo sélido y la disolucién que contiene el



198
Sensor de fluorescencia en flujo continuy para Ia determinacion de Fe(Ill) con pioverdina innovilizda

analito, favoreciendo al mismo tiempo su acceso hacia el interior de los poros donde se
encuentr alojada la pioverdina. Sin embargo el empaquetamiento de la fase sélida de
menor tamano de particula en la célula de flujo produjo enormes problemas de

sobrepresién por lo que se utilizo la fraccién que tenia mayor tamafio de particula.

El estudio se ha realizado vaniando el flujo desde 0 - 2 ml/min. La Figura 82
muestra los resultados obtenidos. Se consideré como valor éptimo para el flujo 1.8 ml/min

por obtenerse una mayor respuesta del sensor frente a una misma concentracién de hierro

Pendiente
&
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Figura 82 Influencia del flujo de muestra sobre la respuesta del sensor

3.3.7. REGENERACION

El 4cido clorhidrico 1M fue el primer reactivo regenerante empleado teniendo en
cuenta la eficacia de la regeneracion y la facilidad de operatividad que habia proporcionado
con el empleo del reactivo inmovlizado en CPG. Su utilizacién fue totalmente satisfactoria
dado que siendo la constante de formacién del complejo pioverdina-Fe(Ill) muy alta a pH
proximos a la neutralidad, a pH muy dcidos la constante condicional se ve drdsticamente
disminuida. En principio podria temerse por la integridad del soporte activo en un medio
tan drdstico pero la realidad es que el pigmento inmovilizado se encuentra totalmente
protegido por su entornoc de manera que aun con la exposicién a HCl 1M sigue siendo
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operativo. la concentracién de dcido elegida fue 1M para asegurar la rdpida ruptura del

complejo vy la completa regeneracién de la fase solida.

3.3.8. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

3.3 8.1. Intervalo de linealidad. El modo de operar se describe en el apartado
3.3.1.6.17? siendo el mismo que se utilizé al emplear pioverdina inmovilizada en CPG. A
través de la célula de flujo se bombean las diferentes disoluciones: reguladora (blanco),
disoluciones con Fe(Ill) en diferentes concentraciones y seguidamente el regenerante para
la recuperacion de la linea base. Esta secuencia se repite para cada concentracién del catién
férrico ensayada. En el registro obtenido (Figura 83 A) se observa que la disminucién de la
intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de Fe(IlI) presente en la
disolucién.

La grafica de calibrado se obfiene al igual que el sensor en flyjo descrito en el
apartado anterior representando la pendiente de la curva de respuesta del sensor frente al
tiempo (correspondiente a la disminucién de fluorescencia por la formacién del complejo
durante 2 minutos) frente a la concentracién de Fe(Ill) (Figura 83 B). E! tramo de
respuesta lineal corresponde a un intervalo de concentracion comprendido entre 10-
300ng/ml. La recta obtenida responde a la ecuacion:

Y=-0.094 X - 0.656 con un coeficiente de correlacion r= - 0.997
La desviaciones estandar de la pendiente y de 1a ordenada en ¢l origen son:
Desviacién estdndar de la pendiente (Sb)= 4.84 10-3

Desviacion estidndar de Ia ordenada en el origen(Sa)= (.834
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3.3.8.2. Limite de deteccion, limite de cuantificacion y precision. La sensibilidad
del método se evalud en términos de limite de deteccién y cuantificacion. Se calculd a
partir de los valores de las pendientes obtemidas al pasar la disolucién reguladora MES
0.01M pH 6.5. Se observé una ligera pendiente de decrecimiento en la sefial de
fluorescencia en ausencia de analito debido una ligera deriva de la linea base. Una vez
obtenidos 11 valores de la seiial del blanco, se procedié al cdlculo del limite de deteccién
como 3 veces la desviacion estindar del blanco, segun la férmula recomendada por la
IUPAC (criterio habitual en esta memoria), obteniéndose un valor para ei limite de

deteccion de 3 ng/ml y 30 ng/ml] el limite de cuantificacion.

El valor de la precision obtenida expresada como desviacion estdndar relativa es de
3%. Este valor corresponde a 10 determinaciones de una disolucién con un contenido en
Fe(IIT} de 150 ng/ml

3.3.8.3. Estudio de interferencias. Se analizaron como interferentes los mismos
iones que habian sido estudiada con el soporte CPG. El estudio se llevé a cabo para una
concentracion de Fe(Ill) de 150 ng/ml. Un elemento se considerd interferente cuando
produce una variacién de la sensibilidad relativa entre 94% y 106% (siendo 100% la senal
obtenida en ausencia del elemento interferente) En la Tabla?? se resumen los resultados
obtenidos .La selectividad es excelente como ocurria con el empleo del vidrio de poro
controlado, si bien con el vidrio sol-gel algunos elementos son incluso tolerados en
proporciones mayores. Es de destacar, como mencionamos en el caso del soorte CPG, que
el 16n Fe(Il) no produce interferencia hasta una concentracion 100 veces superiorr a la de
Fe(Ill). De este estudio se deduce la mayor proteccién o menor accesibilidad del reactivo
encapsulado en la matriz de silice dado la mayor tolerancia de algunos elementos en este

soporte comparado con el vidrio de poro controlado.
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Tabla 27. Estudio de interferencias sobre la fluorescencia del complejo CS- Fe(ID)

ION ' Relacién - Sensibilidad
' o ji'oan]{Hl)‘(*) ..reléﬁva(**)
CNa o s001 104
Ca 1001 105
Mg 5004 106
Cu 5011 97
Ni - 100/1 | 103
Zn. 100/1 | 98
Pb 10011 100
Al 50/1 99
Mn - 1n 100 -
Cr(ID) oy . 99
Fe(ll) 100 103
o 10071 100
Cl- 1000/1 100
o6 Xl 50/1 94
802 1000/t o 100

(*) Relact6n madxima ensayada.

(**) Relacion entre la sefal obtenida de una disolucién de Fe(IH) en presencia
y ausencia de interferente.

Todos los ensayos estdn efectuados para [Fe(II)] 150 ng/m} y pH 4.5
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3.3.9. APLICACION DEL SENSOR DESARROLLADO A LA DETERMINACION DE
Fe(IIl) EN MUESTRAS DE AGUAS.

La fase reactiva preparada atrapadando pioverdina en una matriz de silice por el
procedimiento sol-gel ha sido utilizada para la determinacién de Fe(IIl) en muestras de
agua de grifo. El tratamiento de la muestra es minimo, sélo se procedi6 a la adicion de la
disolucién reguladora para obtener el pH éptimo y se diluyé convenientemente. La
dilucién correspondiente. La disolucién de muestra asi obtenida se bombea en continuo a
través de la célula de flujo proporcionando una disminucion de fluorescencia cuya

pendiente se evalua en la recta de calibrado obtenida en las mismas.

Los resultados obtenidos se han comparado con los obtenidos por la técnica de
espectroscopia por absorcién atémica (AA) (Tabla 28) observando que no existen
diferencias significativas entre los resultados obtenidos por ambos métodos a un nivel de
probabilidad det 95%.

Tabla 28. Determinacion del contenido en Fe(lll)* en muestras de aguas naturales mediante el
sensor

‘Muestral . 0.69£003mgd  071:0.02mgn
Muestra2  110:0.02mgl 115:0.03mg/t

* Media de tres determinaciones T s expresada en mg/l.



204

Sensor de fluorescencia en flujo continuo para la determinacion de Fe(Ill) con pieverdina inmovilizada

3.4. COMPARACION DE LA RESPUESTA DEL SENSOR CARACTERIZADO EN
FLUJO CONTINUO PARA LA DETERMINACION DE Fe(Illl UTILIZANDO
COMO SOPORTE SOLIDO CPG Y VIDRIO SOL-GEL.

Una vez caracterizados y aplicados a la determinacion de Fe(ill) en aguas ambos
sensores es interesante comparar las condiciones 6ptimas de trabajo de cada uno de ellos
asi como las caracteristicas analiticas de ambos métodos. En las tablas 7?7 y 7?7 se recogen
los resultados tanto de la pioverdina en disolucién acuosa como inmovilizada en ambos
soportes.

Tabla 29: Comparacién de pardmetros Optimos para la determinacién de Fe(IIl) utilizando

pioverdina en disolucién acuosa, inmovilizada en CPG y atrapada en un vidrio sol-gel.

Pardmetro Dlsoln_cum acuesa - CPG Do Vidrio sol-gel
I\fiéxinjm3(-':xc:':it;:li(:'iél'1j 390nm | i 500 am | 330 ﬁm
‘Méximo emisién 465am 550 nm 405 nm

pH 68 45 65
Disohucion reguladors  MES  Biftalato/Falato MES
Regeneracién H(Ii M HCHM . HCIIM

Flujo mmim) s 1.8
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Tabla 30. Caracteristicas analiticas de los métodos de determinacion de Fe(Ill) utilizando
pioverdina en disolucién acuosa ¢ inmovilizada en CPG vy sol-gel.

Pardmetro Disolacién ac_iiosa' ' PG Sol-gel

Intervalo lineal - s R o
~ {ng/ml) o 10-180 0 0 0 3-200 - .3-300

Limite deteccién . 3 o
(ng/ml) R ) 3 3
Desviacion -~ -~ .. = C 3% (n=10, o 3% (n=10,
estdndar relativa 4% (n=9, 50 ng/ml) ____60ng/mi : 150 ng/mi)

A la vista de los resultados puede concluirse que la sensibilidad de los métodos que
utilizan el reactivo inmovilizado es superior al método en disolucién debido a que como se
ha dicho repetidamente en esta Tesis, la utilizacion de fases sOlidas producen la
retencion/preconcentracion del analito. Las condiciones 6ptimas de trabajo como se expone
en la Tabla 29 son similares para la determinacion de Fe(lll) utilizando pioverdina en
disolucién acuosa o atrapada en una matriz de silice por el procedimiento sol-gel. Los
pardmetros Optimos para la utilizacién del sensor que utiliza el reactivo inmovilizado en
CPG difieren notoriamente de los métodos anteriores. Este hecho tiene su explicacién
debido a que la utilizacion de este soporte supone el atrapamiento fisico del reactivo con lo
que tan solo el entorno del mismo varia no su estructura como sucede en el caso de enlace
covalente {CPG). Ambas fases sélidas han sido aplicadas satisfactoriamente al andlisis de

hierro en diferentes clases de aguas.
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4. CARACTERIZACION EN FIA DEL SISTEMA Fe(IID-
PIOVERDINA INMOVILIZADO EN VIDRIO SOL-GEL Y SU
APLICACION ANALITICA.

En los dos apartados anteriores se han desarrollado con éxito sendos sensores para
monitorizar hierro(l1!) con alta selectividad y sensibilidad, pero es necesario disponer de al

menos 10 mi o de 3 ml respectivamente para hacer una dnica determinacion

En muestras en las que sea importante el andlisis de este 16n como en suero
humano, se presenta un problema ya que el volumen disponible de muestra suele estar
restringido, se necesita por lo tanto controlar el volumen de muestra. Una manera sencilla
de controlar dicho volumen es introduciendo en el sistema de flujo continuo una valvula de
inyeccion que proporcione un volumen exacto de muestra (del orden de microhitros) para
entrar en contacto la fase reactiva. Dado que la sensibilidad del método depende de la
cantidad absoluta de ng de hierro retenido en la fase solida, para desarrollar el sistema FIA
se eligié como soporte sélido el vidrio-sol gel dopado con pioverdina puesto que segiin se
observa en la tabla se obtiene la misma sensibilidad que con CPG con menor volumen de

muestra.

Dado que sobre la fase reactiva se produce una continua retencion del analito de
forma irreversible, la sefial obtemida "fiagrama” no responde al perfil tipico de una sefal
transitoria, sino que es una sefial acumulativa por lo que se necesita una etapa de
regeneracion de la fase sdlida para proceder a una nueva inyeccién de muestra. La
respuesta analitica en este caso se cuantifico con la altura del "pico FIA" debido a que se

alcanza una sefal constante una vez retenido todo el "bolo” de muestra.

Se procedié de nuevo a caracterizar el sistema Fe(Ill)-pioverdina soportado en
vidrio sol-gel utilizando el dispositivo del apartado 11.2.1.2. (figura 39) y el procedimiento
descrito en el apartado 11.2.3.3.2.
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La unica diferencia respecto respecto al método anterior (desarrollado en el
apartado H1.3.3.) es el volumen de muestra introducido y la forma del registro obtenido.
Por ello, es de suponer que las variables tanto fisicas como quimicas afectardn en el mismo
sentido que anteriormente, no obstante se procedio al ajuste de dichas variables de una

manera mds estricta para obtener la maxima sensibilidad.

4.1, OPTIMIZACION DE VARIABLES.

La tabla 31 muestra los resultados obtenidos de las condiciones Gptimas
comparando los resultados con los obtenidos en flujo continuo. Se observa que solo el

valor optimo del flujo es ligeramente menor.

Tabla31l. condiciones Optimas par la determinacion de Fe(Ill) utilizando pioverdina
inmovilizada en sol-gel en flujo continuo y en uns sistema de inyeccion en flujo.

Méximo excitacién (nm) 330 330
Mixinio emision (im) a5 05
pH - : Y . S - 6.5
Disolucién reguladora  ~ MES0.05M  MES0.05M
Regenerador - HCILIM ~ HCIIM

El volumen de omrestra afecta a la respuesta en el sentido esperado, la disminucion
observada en la intensidad de fluorescencia inicial es mayor cuanto mayor es el volumen
de muestra inyectado {ya que }a cantidad de analito neta sobre la fase sélida es mayor). En
la Figura 84 se representa esta variacidon que como vemos responde a una recta ya que en
realidad se trataria de un "pequefio calibrado” puesto que sobre la fase sélida queda
retenmda mayor cantidad de Fe(Ill) cuanto mayor es el volumen de muestra inyectado. La
concentracién de Fe(Ill) inyectada fue de 0.6 pg/ml. El volumen del bucie de muestra
puede variarse segin la cantidad de muestra disponible. Se han utilizado volumenes de
muestra entre 250 ] - 1000 pl. Se ha considerado 1(X)0 pl como un buen compromiso
entre la cantidad de muestra y la sensibilidad obtenida.
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Figura 84 Efecto del volumen de muestra en la respuesta del sistema piovedina-Fe(ITD),

4.2. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

Intervalo de linealidad. Fl registro obtenido al inyectar disoluciones con contenido
en Fe(lll) creciente se representa en la Figura 85 A. En la misma esti indicada la
intensidad de fluorescencia correspondiente al blanco, la correspondiente a las diferentes
concentraciones de hierro y 1a recuperacion de la linea base tras la ctapa de regeneracion.
La recta de calibrado se ha obtenido al representar la diferencia entre la intensidad de
fluorescencia en ausencia de analito y la obtenida cuando se inyecta la muestra, frente a la
concentracion de Fe(Ill). El intervalo de linealidad (Figura 85 B) obtenido es 20 - 900
ng/ml con un coeficiente de correlacion de (0.997 cuando se inyecta 1 m!} de muestra. La
respuesta lineal responde a la ecuacion

Y = 46.31 X + 2.63 con un coeficiente de correlacion de 0.997

Desviacion estiandar de la pendiente es 1.90

Desviacion estdndar de la ordenada en el origen es 1.09
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Limite de deteccion y cuantificacion y precision. El limite de deteccion se ha
obtenido como 3 veces la desviacién estdndar del blanco (valor obtemido inyectando 1 ml
de disolucién repuladora MES 6.5 10 veces consecutivas tras Ja etapa de regeneracion y
una vez recuperado e pH éptimo). El limite de deteccion obtemido con un volumen de
inveccion de 1 ml es de 20 ng/ml. Si el volumen de inyeccion es de 250 pl el limite de
deteccion es algo superior, 70 ng/ml. Los limites de cuanunficacion han sido 60 y 210

ng/ml respectivamente.(Tabla 32)
La precision expresada en términos de coeficiente de variacién para 10

determinaciones de 500 ng/ml (1 ml de muestra) es de 4.5%. Si el volumen de muestra es

de 250 ul se obotiene una desviacion estandar relativa de 6%.

Tabla 32. Caracteristicas analiticas del método en FIA utilizando diferentes volimenes de

muestra.
Parametro Inyeceién 250 gl Inyeccién 1000 ul
Intervalo linealidad (ng/ml) = - 20 - 900
Limite de deteccidn (ng/ml) 70 20
Precision 6% (n= 10, 500ng/ml) 4.5 % {(n=10 500 ng/mi)

El estudio de interferencias se llevé a cabo inyectando 1ml del analito en presencia
del posible 16n interferente evaludndose su efecto con el mismo criterio utilizado en toda la
memoria. Como era de esperar afecta en el mismo sentido qu: en el sistema caracterizado

en continuo (tabla 27) excepto para Cl y Na que se observa una menor interferencia , en

este caso y considerando interferencia el criterio seguido en todos los casos antirores se
considera interferente aquel ién que no entre en el intervlo 91-109 habiendo hecho
corresponder el 100 a la inyeccién de 1ml de una disolucion de Fe(lI) 500ng/ml continuo

en MES pH6.5 la relacién en que interfiere 1000/1 para ambos iones
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4.3. APLICACION A MUESTRAS DE SUERO HUMANO.

El método puesto a punto se ha aplicado a la determinacion de hierro en muestras
de suero control Cromatrol T, que se utilizan como control en quimica clinica. Este es un
suero valorado de origen humano carente de conservadores, liofilizado y estable. Contiene
23 componentes valorados. 1.a valoracién del suero ha sido realizada por los participantes
en el programa nacional de control de calidad de la Sociedad Espanola de Quimica Clinica.
En los valores estipulados sélo se han recogido las téenicas para las que se han obtenido un
minimo de 60 valores en total. Este producto estd particularmente tndicado para el control
de exactitud, valoracién de técnicas, estudio de mterferencias, etc. Puede también ser
utilizado como patrén de calibracion en analizadores automdticao tanto centrifugos como

discretos.

l.a muestra hofilizada en primer lugar se reconstituye seglin se indica en el vial
(adicion de 5 ml de agua destilada). A continuacidn se trata el suero con acido acético con
el fin de romper el complejo Fe(Illl) proteina y se centrifuga (2000 rpm) en unidades de
filtracion Millipore hasta recoger todo el volumen en la parte inferior del filtro (la
disolucion aparece ahora incolora). Estas unidades contienen un filtro que poseen tamano
de poro 5000 dalton, es decir en la parte superior se queda las proteinas de tamaio mayor
de 5000 mrentras que las moléculas de menor tamafno molecular pasan a la parte inferior

donde se recoge todo el hierro presente en la muestra.

En primer lugar se efectud un calibrado segun se ha expuesto en el procedimiento,
a continuacion se aphicé el método de adiciones estindar y se representaron ambos
observiandose un efecto matriz bastante acusado como se observa en .a figura 86. Los

resultados obtenidos han sido validados por el método ferrozine (24).

Los resultados obtenidos por la recta de adiciones estdndar asi como los resultados
estipulados aparecen en la tabla 33 de donde se inficre la aplicacion con éxito de este
sensor a la deteminacién de hierro en suero humano. El método propuesto supone la
determinacién directa de Fe(lll) evitando de esta manera la etapa de reduccidon que es
necesaria en la mayoria de los métodos espectrofotométricos utilzados en quimica clinica.

También puede observarse que los valores estipulados por el método de referencia suponr
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un ampho margen, si bien es cierto que la determinacién exacta de Fe(Ill) en este campo
quizds no sea necesaria los métodos actuales adolecen de una precision adecuada sin existir
actuaimente un método utilizado y recomendado como referencia (24). El método
desarrollado en este trabajo mejora notablemente la precision de los métodos existentes,

proporcionando valores acorde a los estipulados.

50

O caiibrado en ausencia de muestra
® adiciones estandar suero

40

AIF

0 W EEENEETETE CNEEE RN N EEE NN I W W W

0 100 200 300 400 500 600 700 800 800 1000
[Felill})], ng/ml

Figura 86 . Calibrado de hierro v adiciones estindar para muestra de suero.

Tabla 33. Determinacién de Fe(lll)* en suero de origen humano Cromatest con el sensor
de fluorescencia utilizado en modalidad FIA y el método espectrofotométrico FerroZine

Swero 1 2464005 0 223024
Swero2 0 163:007. . 154%426

* Media de tres determinaciones & s expresada en pg/mi
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5. El REACTIVO PIOVERDINA COMO INDICADOR
FLUORESCENTE.

En el diseno y construccion de sensores de fibra optica, los que responden al pH,
han sido los primeros en desarrollarse, su caracterizacion ha contribuido de forma
importante a la gran expansion de sensores quimicos y ha servido de gran ayuda para el
esclarecimiento de otros muchos sensores desarrollados, dado que las reacciones dcido-base
al igual que en disolucion son las mds sencillas. Los primeros sensores desarrollados de pH
respondian al pH en el intervalo de pH fisiolégico puesto que es en este intervalo donde
tiene aplicacion los sensores de fibra éptica de pH por su posibilidad de medida "in vivo".
En el mismo sentido se ha incrementado la utilizacidn de estos sensores en sistemas en

flujo como en la determinacién de pH en agua de lluvia.

Los primeros sensores de pH se basaban en la variacion de reflectancia del
indicador dcido-base inmovilizado en el soporte sélido. La utilizacién se sensores basados
en fluorescencia procede de su mayor sensibilidad si1 se compara con reflectancia, 1o que es
de gran importancia cuando se utiliza pequefias fibras como en el caso de medidas in vivo.

El reactivo pioverdina puede comportarse como un indicador dcido-base
fluorescente y por ello se se considerd de interés profundizar en el comportamiento dcido-
base de este reactivo tanto en disolucién como inmovilizado en vidrio de poro controlado y
sol-gel en ambos soportes, en primer lugar conocer los pK del reactivo y si ellos resultaban
de interesantes para alguna aplicacion establecer su potencial analitico como sensor de pH.

5-.1. CALCULO DE pKa DE PIOVERDINA.

S1 bien en bibliografia existe un estudio del comportamiento en disolucién acuosa
de la pioverdina procedente de pseudomonas fluorescens (254), no se establece sin
embargo el valor del pK, por ello decidimos estudiar el comportamiento de este reactivo en
disolucion acuosa. En este estudio se han hecho espectros tanto de ahsorbancia como de
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fluorescencia en el intervalo de pH 3 - 10 (Figuras 87 y 88). Los espectros de absorbancia
(250 - 500 nm) corresponden a disoluciones 1.3 107*M de pioverdina.

0.6

Absorbancia

Figura 87. Espectro de absorcién de una disolucion de pioverdina 1.3 10°*M, en el intervalo de
pH3-8
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0.6

Absorbancia

250 300 350 400 450 500
A, M
Figura 88. Espectro de absorcion de una disolucién de pioverdina 1.3 104M, en el intervalo de
pH8-1I

En estas figuras se observa la variacién del espectro de absorbancia y por tanto el
distinto comportamiento en tres zonas diferentes de pH. La zona del espectro a valores
inferiores de 275 nm presenta mucho ruido debido a que el detector presenta baja

sensibilidad para dicha zona. En esta figuras se puede observar los siguientes hechos:

- A pH <4 el espectro de absorbancia presenta un maximo a 365 nm y un hombro
a 380 nm.

- A pH comprendidos entre 4 y 7 desaparece el mdximo a 360 nm y aparece una
nuevo mdximo a 400 nm. [gualmente aparece pun nuevo mdximo a 275 nm.

- A pH >7 el mdximo a 400 nm sufre un desplazamiento batocrémico ( A 415 nm)
mientras que el mdximo a 275 nm se incrementa (efecto hipercromico).

- En el intervalo de pH 3 - 7.5 aparecen claramente dos puntos isosbésticos (280 y
375 nm).

- En la zona de pH comprendido entre 8 y 10.5 aparece un punto isosbéstico a 350

nmi.
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La pioverdina en disolucion acuosa a pH dcido es tncolora y a pH alcalino la

disolucién toma un color amarillo fuerte.

Estas observaciones parecen indicar la existencia deuna unica especie a pH inferiors
a 4 (que la llamaremos H,l dado que no conocemos exactamente la estructura de la

pioverdina y sus cargas); entre pH 4 y 7.5 se produce el siguien:te equilibrio

En el intervalo 7.5 - 8.5 existe la especie HI. A partir de 8.5 la especie
predominante es la especie indicador libre.

Todo lo expuesto se ha comprobado con la representacién de los valores de
absorbancia a una longitud fija ( 406 nm) frente a pH (Figura 89). Se eligié esta longitud
de onda por ser la que mayor vaniacién de absorbancia presentaba.

G5 g

C.4

0.3

C.2

Absorbancia

O

O i g et by e g g g Lea g b e b a e g by g g

2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12
oH

Figura 89. Absorbancia a 406 nm de una disolucién de pioverdina 1.3 10°4M en funcisn del pH.
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Teniendo en cuenta la grifica se ha calculado el pK segun la férmula
pK= pH + log (A, - A, ../A - A)

donde A, es la absorbancia a un determinado pH, A_; la absorbancia mdxima y A ; el
valor minimo de absorbancia. Aplicando dicha férmula se obtiene un valor de pK, de
6.05. * 0.05. El segundo pKa propuesto no se ha podido evaluar debido a que la variacién
de absorbancia es minimo y no se llegé a una estabilidad en la misma.

Una vez caracterizado el pigmento en cuanto a absorcidn, se procedié a estudiar el
espectro de fluorescencia de una disolucién acuosa de pioverdina 1.3 107°M en funcién del
pH en el intevalo | - 10. Las longitudes de onda de excitacion y emisién del pigmento en

disolucién acuosa son 390 y 465 nm respectivamente (Figura 65).

En Ia Figura 90 se observan los espectros obtenidos desde 400 a 600 nm excitando
a 390 nm con rendijas de exitacién y emisién de 5 nm. Se observa que a pH dcido 2 existe
un mdximo a 530 nm muy débil y que conforme el pH va haciéndose mds bdsico (2.5 a 9)
el mdximo se va desplazando hacia longitudes de onda menores (460 nm). Por otra parte la

intensidad de fluorescencia en el mdaximo de emisién aumenta al aumentar el pH (2 - 9).

A pH mds bdsicos (8.5 - 12) el mdximo de emisién sufre desplazamiento

batocromico { 500 nm) a la vez que la banda se van ensanchando.

La representacidn de la vanacién de intensidad de fluorescencia frente al pH a 465
nm se representan en la siguiente Figura 91.
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1000

200

600

400

200

Intensidad Fluorescencia

Figura 90 Espectros de emision de fluorescencia de una disolucién de pioverdina 1.3 1079M { A exc 390 nm)
en funcion del pH
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Figura 91. Intensidad de fluorescencia de una disolucién de pioverdina 1.3 10°5M a 465 nm (A exc 390 nm)
en funcion del pH
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Para el cdlculo del pKa se utilizé una férmula similar al caso de absorbancia,
obteniendo un valor de pK 6.5 =0.03.

pK= pH + log (Ix)- Lpps/ lgmim Ir0)

Una vez observado el comportamiento del sideréforo en disolucion acuosa, se
procede al estudio de su comportamiento frente al pH en ambas fases sélidas CPG y so-

gel..

En sol-gel. Para estudiar el comportamiento frente al pH de la fase sélida obtenida
se coloca la fase reactiva en una célula de flujo (Figura 38) y se obtienen las longitudes de
excitacion y emision de esta fase reactiva (330 y 405 nm respectivamente (apartado
111.3.3.2.). Una vez localizadas estas longitudes de onda se pasan a través de la célula de
flujo disoluciones con diferentes pH (intervalo 1 - 10) y se registra el espectro de
fluorescencia en cada caso. En la figura 92 se representan los espectros obtenidos en este
estudio observdndose que existe un mdximo de emisién a pH dcidos que va ensanchdndose
conforme el pH va haciéndose bdsico a la vez que la intensidad de fluorescencia
disminuyen en igual sentido.

De la representacién de IF frente al pH (Figura 93) pueden obtenerse dos intervalos
lineales uno al variar el pH de 2.2 a 4.2 y otro de 9 a 10.5. Los intervalos lineales
obtenidos al igual que en la mayoria de los sensores de pH descritos en bibliografia con un
tnico indicador inmovilizado es de aproximadamente 2 unidades de pH. Como era de
esperar s¢ observa una modificacion del pK del reactivo mmmovilizado, en este caso la
inmovilizacién del reactivo produce una mayor estabilidad del reactivo en pH neutros y y
modificacién de ambos pK hacia valores inferiores, lo que indica que el reactivo

inmovilizado en este soporte se comporta como un icido mds fuerte.



220

ET reactive pioverdina como indicador fluorescente

500

450

nm

400

] | ] O

1 11 L Li Ll L1 Lt a1 Lo

T (I'g) Ln Tp) N LN Lo ™
N P~ QJ QA I~ aJ
< (4.3 o p) aJ QA -~ ~—

BIOU9DSa40ON|{ 9p peplisusdlu|

Figura 92 Espectros de emisi6n (A exc 330 nm) de pioverdina atrapada en vidrio sol-gel en funcién del pH.
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Figura 93 Intensidad de fluorescencia {405 nm A exc 330 nm) de pioverdina atrapada en sol -gel IF de
pioverdina en sol-gel frente a p

En CPG. La fase reactiva se empaquetd al igual que en el caso anterior en la célula
de flujo Hellma 178.52 QS que se dispuso en el portacubetas del espectrofluorimetro. A
través de ella se pasaron disoluciones con distinto pH y se regisiraron los espectros de
fluorescencia no corregidos (Figura 94)
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Figura 94. Espectros de emision fluorescencia (Aex 500nm) de pioverdina inmovilizada en CPG a diferentes
pH



223

Ef reactivo pioverdina como indicador ffuorescente

En ella se observa que existe un mdximo a 445 nm a pH dcido que sufre un
pequefio desplazamiento batocrémico y un efecto hipercrémico con el incremento del pH,
presentando un mdximo a 550nm a valores mayores de pH.

La variacién de la intensidad de fluorescencia a 550nm en funcién del pH se
representa en la figura 95. De su observacion se puede deducir que el pK del reactivo
pioverdina inmovilizado en CPG se ve modificado hacia valores inferiores, si bien no ha
podido ser calculado debido a que la intensidad de fluorescencia no se mantuvo constante
para pH acidos.
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Figura 95. Intensidad de fluorescenciz (352nm Aexc 550nm) de pioverdina inmovilizada en CPG en funcida
del pH.
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5.2. POTENCIAL ANALITICO DE PIOVERDINA INMOVILIZADA COMO
SENSOR DE pH

Las zonas de pH donde existe una vanacién lineal de la intensidad de fluorescencia
con el pH se representan en las figuras 96, 97 y 98 obtenidas al poner en contacto las fases
reactivas con disoluciones de los pH correspondientes.

Se observa que si el soporte s6lido utilizado es el sol-gel se obtienen dos zonas de
trabajo una en la zona dcida (2.2 - 4.2) y otra en zona bdsica (8.2-10.5). Si la pioverdina
se encuentra inmovilizada en CPG se obtiene un dnico intervcalo de trabajo (2.4 - 4.8) un

intervalo de trabajo ligeramente mds amplio.
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Figura 96 Intensidad de fluorescencia (405 nm exc 330 nm) de pioverdina atrapada en sol-gel en el intervalo
depH 1- 4
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Figura 97 Intensidad de fluorescencia (405 nm exc 330 nm) de pioverdina atrapada en sol-gel en el intervalo
de pH 9-11
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Figura 98 Intensidad de fluorescencia (550 nm Aexc 500nm) de pioverdina inmovilizada en CPG en el
intervalo de pH 2-5
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Estudio del tiempo de respuesta

El tiempo de respuesta de la mayoria de sensores de pH descritos en bibliografia
varia segiin el sensor trabaje en sentido creciente de pH (écidosl a bdsicos en el intervalo de
trabajo) o viceversa, siendo normalmente mayores cuando la variacion de pH tiene lugar
en sentido decreciente. El comportamiento de las fases solidas estudiadas en este capitulo
es similar. Siendo responsable de este tiempo de respuesta la cinética de difusién de los
H+ hacia el interior de los poros donde se encuentra atrapado el indicador. Ademds
también influye la cinética del desalojo de H* del poro

Para comprobar si1 esto era cierto se hizo pasar una disolucion bdsica por la célula
de flujo y se registré la fluorescencia de la misma. A continuacién se adicioné dcido hasta
llegar a un pH determinado y ésta disolucion se recirculd durante 30 minutos. Se registré a
diferentes tiempos el espectro de fluorescencia de la fase sélida para ver si existia variacién
en la forma del espectro o en la intensidad de fluorescencia. En todo momento la
disolucién recirculada estaba en contancto con un pHmetro y se observé que se producia
variacién en este pardmetro.ya que el pH de la disolucion lentamente se hacfa mds bdsico
debido a que los OH- que estaban en el interior del sol-gel iban siendo liberados a la
disolucién. Se pensé entonces en tomar una disolucion de pH determinado como referencia
{HC1 1M) para conseguir la monitorizacién en continuo de pH en esta fase sélida. La

estabilizacion de la respuesta a pH mads dcidos fue a iempo 5 minutos

También se estudid el efecto de la fuerz idnica sobre la respuesta. Los resultados
obtenidos fueron que la influencia de 1a fuerza iénica( NaCl y NaSO, 0 - 0.5M) es minima
comparando las pendientes de los calibrados obtemidos en ausencia y en presencia de

dichos electrolitos. si bien se ve desplazado hacia pH inferiores

El efecto que ejerce la femperatura sobre €l calibrado es minimo pues los valores
de las pendientes obtenidas son similares en todas las temperaturas estudiadas (252° -
60°C) aunque no asi los valores de intensidad de fluorescencia.

Para obtener el calibrado entonces se procede de la siguiente manera, se introducen
disoluciones de diferente pH pero siempre intercalando la disolucion de referencia y se
representa el incremento de IF frente al pH de las disoluciones portadoras. El calibrado asi
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obtenido son semejantes a los de las figuras 96, 97 y 98. Sin embargo la repeticion de los
mismos indica que las pendientes de ambos son similares aunque no asi los valores de

intensidad de fluorescencia por 1o que se optd por medir frente a una disolucién de
referencia (HCl 1M} .

Se evalué la precisién para la determinacién de pH (en vidrio sol-gel) bombeando
alternativamente una disolucion de pH 2.5 y la disolucién de referencia (HCl 1M) sobre la
fase s6lida en 10 ciclos sucesivos. El resultado obtenido fue que si bien los valores de
intensidad de fluorescencia se modificaron ligeramente, no lo zo la senal relativa entre la
referencia y la disolucién de pH 2.5 por lo que se calculd la precisién de la sefal relativa.
El valor calculado fue de 3.3%.

La aplicacion de la fase solida pioverdina atrapada en sol-gel se realizé en
continuo haciendo primero el calibrado y después muestras de agua a diferentes pH. Si de
nuevo representamos las muestras de agua como un nuevo calibrado la pendiente entre
ambos es similar. S§1 refenmos las muestras de agua respecto al primer calibrado

obtenemos los siguientes errores:

Comparacion de valores obtenidos para medidas de la misma disolucion.

pHometro __ Sensor fluorestencia ____Exvor
200 2.12 6%
1.97 2.06 | 4.6%
22 234 64%
2.5 264 5.6%
29 303 4,5%

Valoraciones,. La fase reactiva obtenida (pioverdina en CPG) se ha utilizado para
la determinacidn final del punto de equivalencia en volumetrias de neutralizacién. Las
curvas de valoracidén se realizan midiendo la fluorescencia de una disolucién dcida a la que
se afiade volumenes crecientes de una base. En este caso el sistema en flujo empleado es un
sistema cerrado donde la disolucién que sale de la cé€lula vuelve al contenedor inicial para
asi valorar todo el dcido 1nicial. (Figura 40 Apartado 11.2.1.2). Los resultados obtenidos se¢

comparan con los que proporciona una valoracidn potenciométrica convencional que se¢
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realiza simultineamente, colocando el electrodo de vidrio en la disolucion que estamos

valorando.

Las curvas correspondientes a estas valoraciones tienen el mismo hdbito, antes del
punto de equivalencia la intensidad de fluorescencia se incrementa continuamente, en el
punto de equivalencia el pH cambia rdpidamente de dcido a bdsico, lo que se traduce en
una variacion de la intensidad de fluorescencia (disminucién). La adicién de valorante se
efectiia cuando se ha conseguido un sefial constante de fluorescencia para cada pH, hecho
que ocurre tras un tiempo aproximado de 5 minutos. El punto de equivalencia corresponde
entonces al corte de las rectas obtenidas .

Valoracion de HCIL Se efectué la valoracion de HCI (0.1M), previamente
factonizado con carbonato sédico, con una disolucién de NaOH de concentracion conocida

La valoracion de 40 ml de clorhidrico supuso los siguientes valores:

V(ml ) potenciometrfa 40,875 40.925  41.025  40.475

M 0.1097 - 01098  0.1101  0.1087

Media: 0.1096. Desviacion estindar 6,076 104

V(ml ) sensor fluorescente  40.904  40.299  40.910  40.9075

| M . 01098 0:1082 - 0.1098  0.1098
Media 0.1094. Desviacion estindar 8 10 4

De igual manera la realizacion de valoraciones de clorhidrio 0.01M fue satisfactoria.

Del estudio realizado en el punto anterior se deducen unas caracteristicas que
hicieron muy prometedor este reactivo para constituir la fase sensible al pH en cualquiera
de los soportes estudiados.

Si bien no recomendamos la utilizacion de este sensor para la determinacién de un
valor de pH en la zona de calibrado debido a que aunque la pendiente del calibrado se
mantiene no lo hace la sefal absoluta de fluorescencia por lo que es necesario la evaluacion
de un determinado pH haciendo en cada caso una referencia, recomendamos su empleo
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como sensor de alarma en procesos en los que el valor de pH exacto no sea tan importante

como un intervalo.

En el caso de sol-gel como soporte sélido del reactivo pioverdina existe un amplic
intervalo de estabilidad en el intervalo 4.5 - 8.5, en el que la intensidad de fluorescencia se
mantiene constante, sin embargo valores menores o mayores de estos producen una
variacién de dicha intensidad. Esta variacién puede sevir como sefial de alarma si esta fase
reactiva se utiliza en el control de procesos que requieran un pH préximo a la zona neutra
pueden ser tanto la fermentacion ldctea.

En otros campos como en hidrologia es importante determinar la acidez o
alcalinidad porque estos pardmetros limitan las posibilidades de su uso, asi la utilizacién de
agua para riego estd himitada por 1a alcalinidad. Se define la alcalinidad como la capacidad
de una muestra natural de agua de reaccionar con H*, para alcanzar un pH de 4.5,
mientras que la acidez de las aguas naturales se refiere al contenido total de dcido que
puede titularse a pH 8.3 con NaOH.

Observando la figura 93 se puede deducir que es posible la utilizacidn de la fase
reactiva sol-gel dopado con pioverdina para la determinacién de acidez o alcalinidad de las
aguas naturales puesto que ambos puntos de pH 4.5 y 8.3 se encuentran la médxima
variacton de fluorescencia.



IV. CONCLUSIONES



Conclusiones

CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se deducen de este trabajo quedan resumidas en

los siguientes puntos:
A) Sensor de reflectancia para la determinacion de AI(III) con cromazurol S.

1.- Se ha desarrollado un procedimiento para la determinacién de Al(III), que emplea el

reactivo CS mmovilizado en la resina de intercambio iénico Dowex 1-X2.
2.- El sistema se puede regenerar empleando HCI 1 M.

3.- Las caracteristicas analiticas exhibidas por el sensor cuando se bombea Al(IIl) durante
5 minutos son: intervalo de linealidad entre 0.1 y 1 pg/ml de Al(Il), limite de deteccién
0.1 pg/ml y precision 3.6% para una determinacion de 1 ug/ml de AI(IIT). La sensibilidad
puede mejorarse, si bien disminuye el intervalo de linealidad, si1 se bombea la disolucién
del analito a través de la célula de flujo durante un tiempo superior a 5 minutos.

4.- Este sensor no resulté adecuado para las medidas en continuo de AI(III) debido al
diferente grado de hinchamiento de la resina al variar el pH y fuerza i6nica de! medio,
hecho que originaba poca reproducibilidad en la medida y una gran dificultad en la

regeneracion del sistema.

5.- El estudio de otros soportes alternativos a las resinas como son el vidno de poro
controlado, gel de silice o vidrio sol-gel, si bien solucionan el problema de hinchamiento
no resultaron adecuados para la determinacién de AI(III) debido a que la sensibilidad
obtenida empeora, para tiempos de respuesta cortos, la obtenida en los soportes
poliméricos.
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B) Sensor de reflectancia en flujo continuo para la determinacion de hierro(III} con

cromazurol S,

1- Se ha desarrollado un método para determinar Fe(Ill), en flujo empleando fibra optica,

que utiliza cromazurol S inmovilizado en gel de s-flice como terminal sensible.

2- Se han ensayado tres soportes para inmovilizar el indicador cromazurol S mediante
distintos mecanismos, vidrio de poro controlado, gel de silice y vidrio sol-gel,
selecciondndose el soporte gel de silice activado por Aliquat 336, por su mayor
reactividad, menor tiempo de respuesta y sencillez del proceso de inmovilizacion.

3- El sensor desarrotlado, si bien no es reversivle, se regenera facilmente pasando HCI 1M

a traves del terminal sensible.

4- Las mejores condiciones de trabajo las proporciona el empleo de HAc/Ac™ 0.05 M a
pH 4.2, alcanzindose la sefial de equilibrio en 5 o 10 minutos, st bien 2 minutos son
suficientes para obtener una respuesta satisfactoria lo que lo hace apropiado para las
medidas en flujo.

5- El método desarrollado proporciona un intervalo lineal de respuesta entre 10 y 500
ng/ml, con una precision del 4.8 % para una concentracion de Fe(Ill) de 100 ng/ml],
siendo el limite de deteccién de 10 ng/ml Las principales interferencias del metodo se
deben al Al(1ll), F~ y I". El terminal sensible puede ser empleado al menos para 1000
determinaciones de Fe(III).

6- El sensor por reflectancia, en flujo , que se propone se ha aplicado con exito a la
determinacion de Fe(IlI) en aguas naturales. [.a absorcion atémica con llama se ha
empleado para la validacién del método.
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C) Sensor de fluorescencia, en flujo, para la determinacién de hierro(IIl}) con

pioverdina.

1- El sideréforo pioverdina, inmovilizado en CPG o vidrio sol-gel constituye el terminal
sensible de un sensor fluorescente, desarrollado en flujo, para la determinacién de
hierro(III).

2- El complejo Fe(Ill)-pioverdina no es fluorescente lo que da lugar a una disminucién

dristica de la fluorescencia que es proporcional a la concentracién de hierro.

3- La pioverdina en disolucidn acuosa presenta un mdximo de emision de fluorescencia a
465 nm. cuando se excita a 390 nm., mientras que inmovilizada muestra un mdximo de
emision a 552 nm. (N g4 =500 nm.) si se emplea como soporte vidrio de poro controlado o
emisién a 405 nm (A ¢x =390 nm.) si se utiliza vidrio sol-gel. El desplazamiento en la
longitud de onda observado es una consecuencia de Ia importante modificacién que sufre el
fluoréforo cuando el reactivo se inmoviliza covalentemente en CPG y por el contrano la

menor variacion que sufre cuando es atrapado en vidrio sol-gel.

4- Este mismo hecho dié lugar a una variacién en las condiciones de 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 soi-gel,
presentan una rdpida respuesta al analito y una fdcil regenaracién en HC1 1M, lo que los

hace adecuado para su empleo en sensores en flujo.

6.- Las caracteristicas analiticas del método en disolucidon acuosa son: intervalo de
linealidad entre 10 y 180 ng/ml, precision 4% para 50 ng/mi de Fe(Il) y limite de

deteccion 10 ng/ml.

7.- El sensor en flujo emplea como terminal sensible pioverdina inmovilizada en CPG se
puede aplicar hasta una concentracion de Fe(Illl) de 200 ng/ml siendo su limite de
deteccion de 3.0 ng/ml y su precision del 3% para una concentracion de Fe(IIl) de 60
ng/ml.
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8.- El sensor desarrollado con vidrio sol-gel como soporte inerte presenta las siguientes
caracteristicas: intervalo de linealidad entre 3.0 y 300 ng/ml, precision 3% para 150 ng/ml
de Fe(Ill) y un limite de deteccion de 3.0 ng/ml.

9.- El empleo del reactivo inmovilizado mejora las caracteristicas analiticas del método en
disolucién, siendo minimo el consumo de pioverdina, ya que ambos soportes permanecen

operativos al menos para 1000 determinaciones de Fe(III).

10.- El sideréforo es muy selectivo para el Fe(IIl) tanto en disolucién acuosa como
inmovilizado, destacando que 1ones 60mplejantes del Fe(Ill) como es el fluoruro no

interfieren hasta concentraciones 50 o 100 veces superiores a las de hierro.

11.- Los sensores opticos desarrrollados empleando como soportes tanto CPG como sol-
gel, se han aplicado a la determinacién de Fe(IlT) en muestras de aguas naturales, no
existiendo diferencias significativas al nivel de probabilidad del 95% entre los resuitados
obtemdos por los métodos propuestos y los obtenidos por el método alternativo
espectroscopia de emisién por plasma acoplado inductivamente (ICP-AES).

D) Caracterizacion en un sistema de andlisis por inyeccion en flujo del sistema
pioverdina-Fe(IIl) atrapado en vidrio sol-gel.

1.- Se ha desarrrollado un método mediante andlisis por inyeccién en fluyjo (FIA) que
emplea pioverdina inmovilizado en vidrio sol-gel como terminal sensible para la

determinacidn de Fe(Ill) en pequeiios voliimenes de muestra.

2.- Las caracteristicas analiticas del método FIA cuando se inyecta un volumen de muestra
de 1000 pl han sido: intervalo de linealidad entre 30 y 900 ng/ml, limite de deteccion 30
ng/ml y precision 4.5% para una determinaciénde 500 ng/ml.

3.- El método FIA propuesto se ha aplicado con éxito a la determinacién de Fe(Ill) en
muestras de suero humano. La validacion se ha realizado comparando los resultados con
los de un método espectrofotométrico de referencia (FerroZine).
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E) El reactivo pioverdina como indicador fluorescente.

1.- Se han calculado los pKa del reactivo en disolucion tanto por absorbancia y
fluorescencia (pKa 6.05< 0.05)

2.- La mmovilizacién del reactivo en soportes sohdos, tanto vidrio de poro controlado
(enlace covalente) o vidrio sol-gel {atrapamiento fisico) modifica las caracteristicas dcido-
base del indicador, aumentando su caracter 4cido en ambos soportes respecto a disolucién
acuosa.
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