DISTRIBUCIODELA
5-CLORO-7-I0DO-8-HIDROXIQUILONEINA I DEL
SEU COMPLEX DE MAGNESI EN EL SISTEMA
AIGUA-CLOROFORM.
DETERMINACIO FLUORIMETRICA DE MAGNESI*

per
MERCE GRANADOS I JUAN

Departament de Quimica Analitica. Facultat de Quimica.
Universitat de Barcelona

SUMMARY

The distribution equilibria of 5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinoline
(ClIOxH) and of its Mg(Il) complex in the water-chloroform system
have been studied. The following values of the equilibrium constants
involved in these processes have been obtained: log K pg = 4.60 + 0.04;
pK, = 2.88 + 0.10; pK, = 7.67 * 0.07 and log K,, = —14.25. The
stechiometry of the extracted complex is Mg(ClIOx), .

The main characteristics of the fluorimetric method proposed are:
Aex = 405 nm and A, = 528 nm, pH = 10.0 — 10.5; the fluorescence
remains stable for 2 hr.; the calibration graph is linear up to 1.01 ug/ml
and the detection limit is 0.009 ug/ml. The effect of several ions on the
fluorescence of the extratcs has been investigated.

*  Aquest treball forma part de la memoria presentada el juny de 1984 per a acce-

dir al Grau de Llicenciat en Ciéncies Quimiques, i ha estat dut a terme al Departa-
ment de Quimica Analitica de la Facultat de Quimica de la Universitat de Barcelona,
sota la direccié del Dr. Alvaro Izquierdo Irazu, catedratic, i del Dr. Ramon Compafi6
i Beltran, professor adjunt de I’esmentat Departament.
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1. RESUM

En aquest treball hom estudia la distribucié de la 5-cloro-7-iodo-8-
hidroxiquinoleina (ClIOxH) i del seu complex de Mg(I1) en el sistema
aigua-cloroform. Han estat obtinguts els valors segiients per a les cons-
tants relacionades amb aquests processos: log Kpp = 4.60 + 0.04;
pK, = 2.88 £ 0.10; pK, = 7.67 £ 0.07 ilog K,, = —14.25. L’estequio-
metria del complex extret és Mg(ClIOx), .

Les principals caracteristiques del meétode fluorimétric proposat
son: gy =405 nm iX,, = 528 nm, pH=10.0 — 10.5; la intensitat de
fluorescéncia es manté constant durant 2 hores: el meétode és lineal fins
a 1.01 pg/ml, i el limit de detecci6 és 0.009 ug/ml. Ha estat estudiat
I'efecte d’alguns ions sobre la intensitat de fluorescéncia de I’extracte.

2. INTRODUCCIO

L’aplicacio de l'oxina com a reactiu analitic per a la determinacio
de metalls ha estat ampliament estudiada, i ha donat lloc a nombrosos
metodes, generalment espectrofotometrics. Per tal d’augmentar la sensi-
bilitat i selectivitat de ’oxina han estat estudiats diferents derivats. La
5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinoleina (ClIOxH) (fig. 1) és inclosa dins el
grup dels derivats halogenats de I’oxina.

G. S. Johar,! en un estudi sobre la reaccionabilitat de la ClIOxH,
troba que aquesta té una gran capacitat de reaccié amb ions metal-lics.
Com en el cas de I'oxina, els seus complexos metal-lics son insolubles en
aigua, pero presenten la possibilitat d’extraccié en dissolvents organics.

Les propietats fluorescents que tenen alguns dels complexos me-
tal-lics de la ClIOxH han estat aprofitades per a establir métodes fluori-
meétrics de determinacid d’aquesta substancia,? o aplicades a la deteccid
de ClIOxH a cromatografia.® Tanmateix, no existeixen referéncies sobre
cap métode fluorimétric de determinacié de metalls amb la ClIOxH.

Aquest treball ha estat iniciat amb l’estudi de la ClIOxH com a
reactiu analitic, amb uns assaigs qualitatius sobre les possibles reaccions
fluorescents d’aquesta substancia amb ions metal-lics. Hom ha observat
que el magnesi forma un complex fluorescent, extraible en cloroform.
Aquest fet, i tenint en compte l'interés que presenta la determinacié de
magnesi en liquids fisiologics, reactius analitics, etc., ens ha dut a esta-
blir un métode espectrofotofluorimétric de determinacié de magnesi,
prévia extracci6 en cloroform.

En primer lloc hom ha dut a terme un estudi sobre la distribucié del
reactiu en el sistema aigua-cloroform, i n’ha determinat les constants de
distribucié i dissociaci6.
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Fig. 1. 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinoleina.

A continuacié hom ha estudiat el rendiment d’extraccié del com-
plex de magnesi en funci6 del pH, en el sistema aigua-cloroform, per tal
de determinar la zona Optima per a fer les extraccions, i ha calculat la
relacié estequiomeétrica metall: reactiu de ’espécie extreta, mitjangant
el métode del desplacament de I’equilibri.

Finalment hom ha procedit a I’establiment de les condicions opti-
mes per a dur a terme la determinacié fluorimétrica de magnesi, i han
estat determinats els parametres de qualitat del métode proposat.

3. INSTRUMENTACIO

Espectrofotometre Beckman Acta MVII amb cubetes de quars d’1
cm de cami optic.

Espectrofotometre d’absorci6 atomica Perkin Elmer 4000 de doble
feix equipat amb laimpada de catode buit de calci i magnesi.

Espectrofotofluorimétre Aminco SPF 500, equipat amb una lampa-
da d’arc de xend de 250 W. Totes les mesures fluorimétriques han estat
obtingudes amb cubetes de quars d’1 cm de cami{ optic i amb ’aparell
treballant en mode Ratio, amb el qual hom obté valors corregits respec-
te a les fluctuacions de la lampada. Els valors de la intensitat de fluores-
céncia han estat referits al d’una solucié d’1 ug/ml de sulfat de quinina
en H,SO,4 0.05 M.

Calculadora Helwett-Packard HP 9815 S.

Registre grafic Helwett-Packard HP 7225 A.

pH-metre Radiometer PHM64, equipat amb un eléctrode combinat
de vidre i calomelans saturat (GK 2401 B).

Agitador mecanic Cenco, amb bany termostatitzat.

Centrifuga Labofugue II.

4. REACTIUS

5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinoleina (*“‘Supro” Troponwerke, Kéln),
recristal-litzada en etanol i assecada a 70°C.
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Cloroform p.a. Panreac, amb un 1% d’etanol com a estabilitzant.

Solucié patr6 de magnesi (1.008 g/1), preparada a partir de Mg(NO3 ), .
6H, O (Merck) i estandarditzada gravimétricament.*

Solucié patr6 de sulfat de quinina (100 ug/ml) preparada per disso-
luci6 del solid en acid sulfaric 0.05 M.

Tots els altres productes emprats son de qualitat r.a.

5. DISTRIBUCIO DE LA 5 CLORO-710DO-8-HIDROXIQUINOLEINA EN
EL SISTEMA AIGUA-CLOROFORM

5.1.  Establiment d’un métode absorciométric de determinacié de
ClIOxH en cloroform

Per a dur a terme ’estudi de distribuci6 del reactiu cal conéixer la
concentracié d’aquest a les dues fases després d’haver assolit I'equilibri.
Per aquest motiu ha estat establert un meétode espectrofotométric de
determinaci6 de la substancia a la fase organica.

5.1.1. Espectre del reactiu

Un dels factors que poden afectar 'espectre UV del reactiu és el pH
de la fase aquosa amb la qual s’equilibra la solucié cloroformica de reac-
tiu. Per aquest motiu han estat obtinguts els espectres del reactiu dissolt
en cloroform, cloroform saturat d’aigua, cloroform saturat amb una so-
lucié de HCl 2N i cloroform saturat amb una solucié de NaOH 2N. En
enregistrar els espectres d’aquestes solucions, hom observa que no
varien les posicions dels maxims, ni els valors de les absortivitats. L’es-
pectre de la CIIOxH presenta dos maxims d’absorci6, un a 325 nm i
Ialtre a 258 nm. Les dades de les absortivitats molars sén indicades a la
taula I. Ambdues longituds d’ona son adequades per a dur a terme me-
suraments d’absorbancia; eleccié d’una o altra dependra de l'ordre de
concentracio amb el qual hom treballi.

TAULA I
Amax. (nm) & log &
325 3.03x10° 3.48
258 4.10x10* 4.61
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5.1.2. Estabilitat de les solucions de CIIOxH en cloroform amb el
temps

Ha estat comprovat que les solucions diluides, de I'ordre de 10 M,
son estables durant periodes llargs de temps, més de 10 dies, tant si es
guarden a les fosques com si estan exposades a la llum. Les solucions
més concentrades, de ’ordre de 107 M, només son estables si es mante-
nen a les fosques, ja que en el cas d’estar exposades a la llum, passades
poques hores, comencen a descompondre’s, tot alliberant iode. Heitner-
Wirguin i Gancz® descriuen un comportament similar per a solucions de
5,7-diiodo-8-hidroxiquinoleina en cloroform.

5.1.3. Estudi de la variaci6 de l'absorbancia en funcié de la concen-
traci6 de ClIOxH

Hom ha estudiat la variacié de ’absorbancia amb la concentracié de
reactiu, per a les dues longituds d’ona corresponents als maxims (taules
I1i III), i ha vist que, dins els intervals estudiats, es compleix la llei de
Beer.

5.2. Distribucié de la ClIOxH

5.2.1. Procediment d’extraccié
La fase aquosa és portada al pH desitjat amb una solucié amortidora
adequada, i hom ajusta la for¢a ionica a 0.1 M per addici6 de KCl o
NaClO, .
TAULA 11

A =325 nm. Variaci6 de ’absorbancia amb la concentracié de ClIOxH

Concentraci6 (x10°M) A
0.74 0.024
1:11 0.036
1.86 0.057
2.23 0.070
2.78 0.084
5.80 0.176
7.42 0.228

14.84 0.458
18.55 0.567
23.19 0.699
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TAULA III

A =258 nm. Variaci6 de I’absorbancia amb la concentracié de ClIOxH

Concentracié (x10° M) A
0.19 0.089
0.22 0.103
0.30 0.117
0.46 0.195
0.56 0.226
0.74 0.302
1:.11 0.474
1.86 0.771
2.23 0.917
2.78 1.143

La fase organica consisteix en una soluci6 de reactiu en cloroform
saturat d’aigua i de concentraci6 adequada, preparada per diluci6 d’una
soluci6é 1072 M.

Hom introdueix els volums de fase organica i aquosa en tubs d’ex-
traccid, i son agitats mecanicament a 25° + 0.2 durant un temps sufi-
cient per a assolir I'equilibri. A continuacié hom els centrifuga, en se-
para les fases, en mesura el pH de la fase aquosa i en determina I’absor-
bancia de la fase organica, respecte d’un blanc preparat de la mateixa
manera. La concentraci6 de reactiu a la fase organica és calculada a
partir d’una recta de calibratge establerta préviament, ila concentraci6
a la fase aquosa és calculada per diferéncia. Amb aquestes dades hom
calcula el valor del coeficient de distribucié, D, corresponent a cada pH.

[ClIOxH],
z [ClIOxH]w

Quan el logaritme de D és més gran que 1, la concentracié de reac-
tiu a la fase aquosa és massa petita per a ésser calculada, amb suficient
precisio, per diferéncia. En aquest cas hom ha seguit el procediment
segiient: hom duu a terme una primera extracci6 amb una relaci6 de
volums V, :V, = 25:1; a continuaci6 cal fer una segona extraccio, a
partir de la fase aquosa de la primera extraccid, amb cloroform net
(la relacio de volums utilitzada en aquest treball ha estat V, :V = 3:1),
mesurar I'absorbancia de la fase organica i, a partir d’aquest valor, de la
concentracio de reactiu inicial i dels volums utilitzats, calcular D.

[Butll. Soc. Cat. Cién.], Vol. VII, Nam. 1, 1986



DETERMINACIO FLUORIMETRICA DE MAGNESI 39

5.2.2. Temps d’agitaci6 necessari per a assolir 'equilibri

Han estat dutes a terme 3 séries d’experiéncies, a pH neutre, acid
i basic, i hom ha observat que, independentment del pH de la fase
aquosa, un temps d’agitaci6 de 5 minuts és suficient per a arribar a

'equilibri.

5.2.3. Distribucio del reactiu en funci6 del pH de la fase aquosa

En tot l'interval de pH estudiat els valors de log D es mantenen per
sobre d'1, la qual cosa ha obligat a procedir a una reextraccié, per tal
d’obtenir una bona precisié en la determinacié de D. Hom ha treballat
amb una concentraci6 de reactiu a la fase organica inicial de 107 M.

A la figura 2 hom representa graficament log D en funcié del pH.
Observem que entre pH 3.51 7.5 I'extracci6 és maxima.

logD
54
o -
ol //'
o
3-
2
14
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 pH

Fig. 2. Distribuci6 de la CIIOxH en el sistema aigua-cloroform. Influéncia del pH de
la fase aquosa.

5.2.4. Efecte de la concentraci6 de reactiu sobre el coeficient de
distribucio

Han estat dutes a terme extraccions partint d’una solucié de reactiu
5x 107 M. El pH de la fase aquosa ha estat de 6.51. El valor de log D
trobat, 4.62, coincideix amb el que hom obté, per aquest valor de pH,
quan parteix d’una solucio 107 M. D’aqui hom pot deduir que no es
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produeixen fenomens d’associaci6 molecular a la fase orginica en
aquest interval de concentracions.

5.2.5. Determinaci6 de la constant de distribucio

El reactiu en estudi pot existir en fase aquosa en forma protonada,
molecular o anionica, dependent del pH del medi. Suposant que hom
només extregui I'espécie molecular i tenint en compte que no es pro-
dueix polimeritzaci6 a la fase organica, el coeficient de distribucié pot
ésser expresat com:

[ClIOxH],

D = T (1)
[CIIOxH; ], + [CIIOxH], + [ClIOxT,

A la zona de pH on l'espécie predominant a la fase aquosa és la
forma molecular, els termes [ClIOxH; ], i [ClIOx7,, del denominador
son negligibles i 'equacio (1) queda:

[ClIOxH]o

s [CHIOXH],, - Kor 4

De I'equacio (2) hom dedueix que alazonaon I’espécie predominant
a la fase aquosa és la molecular, el valor del coeficient de distribucié
coincideix amb la constant de distribuci6, Kpg, i és independent del
H,
P Per tal d’obtenir el valor de Kpg , han estat fetes 7 determinacions a
pH 5.53, valor de pH compres a la zona on D és independent del
pH. Ha estat obtingut per a Kpg un valor de 4.55 + 0.03.

5.2.6. Calcul de les constants de dissociacio

Per a una substancia com la que és objecte d’aquest estudi cal consi-
derar els equilibris acid-base segiients:

ClioxH! 2 ClloxH + H* o, = L0 [T 3
. * LT [ClIOxHS (3)

clio H*
CllOxH 2 cllox~ + H' K, = [ x] 1= ] (4)
[ClIOxH]
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Substituint a ’equaci6 (1), hom arriba a expressio:

K
D) = = (5)
L % 4 4+ :
K, (H*]

Quan pH < pK, —2, la concentraci6é de la forma anionica a la fase
aquosa és negligible i 'equaci6 (5) es redueix a:

K
D=— 2% (6)
[H] +1

K,

De la mateixa manera, quan pH > pK; + 2, la concentraci6 de la
forma protonada a la fase aquosa és negligible i I’equacio (5) queda
simplificada a:

D& —————0— (7)

[H]

Per al calcul de les constants de dissociacié s’ha seguit el procedi-
ment d’ajust de corbes proposat per Dyrssen.®
En aquest métode hom defineix les variables normalitzades

D . [H*]
D* = 1 u =
Kpr K,

Substituint a I'equaci6 (6), hom obté:

1

D* = ——M—
1 + u

Son representats graficament, i per separat, log D en funcié del pH i
log D* en funcié de log u. Hom superposa ambdues grafiques, i un cop
aconseguit el millor ajust entre elles, el valor de pH que correspon a log
u igual a zero coincideix amb pK, . Per al calcul de pK, hom segueix un
procediment analeg.

En les condicions de millor ajust hom obté els valors pK, = 2.90 +
0.051 pK, = 7.70 * 0.05.
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5.2.7. Optimitzacié de les constants de distribucio i dissociacié mitjan-
cant el programa Letagrop

Ha estat aplicat el programa Letagrop, en la seva versi6 de distribu-
cio,” per tal d’optimitzar els valors de les constants de distribucié i dis-
sociaci6 calculats anteriorment.

A la taula IV hom déna els valors obtinguts amb el programa Leta-
grop iels trobats a la bibliografia.

TAULA IV

Constants de distribucié6 i dissociacié de la ClIOxH

lOg KDR PKI pK2
Letagrop 4.60 £ 0.04 2.88+0.10 7.67 £ 0.07
Bibliografia (8) 3.88 £ 0.1 2.7 7.9

6. DISTRIBUCIO DEL COMPLEX DE MAGNESI EN EL SISTEMA AIGUA-
CLOROFORM

6.1. Tecnica experimental

Hom introdueix en tubs d’extraccié la fase aquosa que conté mag-
nesi i la fase orginica que conté el reactiu. Després d’agitar-ho mecani-
cament durant 10 minuts, temps suficient per a assolir I’equilibri, hom
ho centrifuga i en separa les fases. Hom determina la concentracié de
metall a la fase aquosa, mitjangant espectrofotometria d’absorcié atd-
mica, a partir de rectes de calibratge establertes préviament per a cada
tipus de solucié amortidora; finalment hom en mesura el pH.

6.2.  Distribucié del complex

L’extracci6 d’ions metal-lics amb lligands acids, suposant que només
son extretes espécies mononuclears, pot ésser expressada de forma ge-
neral segons ’equilibri:

MU + (n+m) RH 2 MR _(RH) =+ nH!

essent 13. constant d’extraccié:
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[MR,, (RH),1, [H'T

Ko = 8
& [Mn+]w [RH]én+m) ( )

Quan I’Gnica espécie que hom extreu és MR, (RH),, i el metall a la fase

aquosa esta majoritariament com a M™* el coeficient de distribuci6 i la
constant d’extraccié estan relacionats per l’equacié:

logD = log Ky + n pH + (n + m)log [RH], (9)

Com podem observar, a partir de I’equacio (9) els pendents de les repre-
sentacions de log D en funcié del pH, a [RH], constant, i log D en fun-
cio de [RH], a pH constant, corresponen als coeficients n i n + m res-
pectivament.

6.2.1. Distribucié del complex en funcié de la concentracié de metall

La figura 3 mostra els valors de log D obtinguts en anar variant la
concentracio de magnesi inicial. El fet que el coeficient de distribucio
sigui independent de la concentracié de metall demostra que només es
formen espécies mononuclears.

log D
0.001

-5.00 ~450 log [Mgill]

Fig. 3. Distribuci6 del complex de magnesi en el sistema aigua-cloroform. Influén-
cia de la concentracié de magnesi. Cggy: 10 M; pH: 9.20.

6.2.2. Influéncia del pH de la fase aquosa sobre I’extraccié del complex

La figura 4 mostra el rendiment d’extracci6 en funcié del pH de la
fase aquosa. Els resultats indiquen que el complex no comenca a ésser
extret fins a pH 7 i que per sobre de pH 10 'extracci6 és quantitativa.

Per tal de calcular el valor n de I'equacié (9), ha estat representat
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Fig. 4. Rendiment d’extracci6 del complex de magnesi en el sistema aigua-cloro-

form en funci6 del pH. Cwmg: 2 ug/ml; Cry: 1072 M.

log D en funcié del pH (fig. 5.a). Hom obté una recta de pendent
2.00; per tant n val 2.

6.2.3. Efecte de la concentracié de reactiu sobre l’extraccié del
complex

A la figura 5 hom mostra la representaci6 de log D en funcié de log
[CIIOxH],. Aquesta serie d’extraccions ha estat duta a terme a pH

log D (a) - D (b)

0.204
-0.604

0.00-
° 1.00

-0.201
-1.404

- 040

9.00 920 pH -300 -260 log(RH),

Fig. 5. (a) Distribuci6 del complex de magnesi. Influéncia del pH. Cmg: 2 mg/ml;
Cry: 107 M.

(b) Distribucio del complex de magnesi. Influéncia de la concentracié de reactiu.
CMg: 1 pg/ml; pH: 9.05.
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9.05. Tenint en compte ’elevat valor del coeficient de distribucio del
reactiu a aquest pH, hom ha considerat com a concentracié de reactiu
a la fase organica a ’equilibri, la seva concentraci6 inicial. Pel mateix
motiu, i a causa de I'excés de lligand present, no ha estat tingut en
compte el reactiu que esta formant part del complex. La linia recta de
la fig. 5.b té un pendent 2.06, de manera que n + m = 2,1 en conseqiién-
ciam =0,

A partir de tots aquests resultats, hom conclou que la composicié
del complex extret és Mg(ClIOx), .

6.2.4. Calcul de la constant d’extracci6 del complex

La constant d’extraccio del complex pot ésser calculada, segons
PPequacio (9), a partir de 'ordenada a l'origen de les rectes obtingudes
en representar log D en funci6 del pHilog D en funci6 de log [ClIOxH], .

El valor mitja obtingut a partir de les dues grafiques és log K, =
= —14.25.

7. ESTABLIMENT D'UN METODE ESPECTROFOTOFLUORIMETRIC DE
DETERMINACIO DE MAGNESI, PREVIA EXTRACCIO EN CLORO-
FORM

7.1.  Técnica experimental

Hom introdueix en tubs d’extraccié 10 ml de soluciéd aquosa de
magnesi de pH regulat amb una solucié amortidora, i de forca ionica
0.1 M, i 10 ml de soluci6 de reactiu en cloroform. Hom els agita durant
10 minuts dins un bany termostatic a 25° * 0.2. Hom separa les dues
fases, la fase organica és assecada amb Na,SO, anhidre i hom en mesura
la intensitat de fluorescéncia.

Simultaniament hom fa el mateix per a un blanc, que és preparat de
la mateixa manera que el complex.

El valor d’intensitat de fluorescéncia que hom déna per al complex,
¢s Pobtingut per diferéncia entre els corresponents al complex i al
blanc.

7.2, Espectres d’excitaci6 i d’emissié del complex de magnesi

Per a obtenir els espectres d’excitaci6 i fluorescéncia hom ha tre-
ballat a pH 10.10, ajustat amb solucié amortidora d’NH;-NH,Cl. A la
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figura 6 han estat representats, superposats, els espectres del complex i
del blanc. El complex presenta un maxim d’excitacié a 405 nm i un
maxim d’emissié a 528 nm. D’altra banda observem que el blanc presen-
ta una petita intensitat de fluorescéncia a la longitud d’ona correspo-
nent al maxim del complex.

L 100}
801

60+

20

3 400 500 600 A(hm)

Fig. 6. Espectres d’excitacio (1, 2) i emissié (3,4), corresponents al complex i al
blanc. Cygy: 0.403 pg/ml; Cgyg: 107 M; pH: 10.10.

7.3.  Variacié de la intensitat de fluorescéncia del complex amb el pH

La intensitat de fluorescéncia presenta un maxim a pH entre 10.0 i
10.5 (fig. 7), quan el pH de la fase aquosa és ajustat amb NH;-NH,4 Cl.
Quan la solucié amortidora utilitzada és Na,HPO,-NaOH, la intensitat
de fluorescéncia del complex és molt més baixa, per a un mateix pH,
que la que hom obté amb una solucié de NH;-NH, Cl, malgrat que el
rendiment d’extracci6 és del 100% en ambdos casos. Aquest fet fa pen-
sar que I’espécie extreta no és la mateixa en tots dos casos, i que I'anio
fosfat deu tenir algun paper en la formaci6 del complex.

Els espectres d’excitacio i fluorescéncia del complex de magnesi,
quan la soluci6 amortidora és Na,HPO4-NaOH, estan lleugerament des-
placats cap a longituds d’ona més baixes, respecte als que hom obté
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Fig. 7. Variacié de la intensitat de fluorescéncia amb el pH de la fase aquosa.
Aex: 405 nm; Ay ¢ 528 nm; Cwmg: 0.806 ug/ml; Cryy: 107 M; A: pH regulat amb
solucié amortidora de NayHPO4-NaOH. ‘

quan treballa amb NH;-NH, Cl, essent les longituds d’ona dels maxims
d’excitaci6 i emissio de Aoy : 400 nm i Ay, : 525 nm.

A partir d’aquests resultats hom ha decidit de dur a terme estudi
de fluorescéncia a pH entre 10.0 i 10.5, regulat amb NH;-NH, Cl.

7.4.  Estabilitat de les solucions de complex amb el temps

En aquest estudi han estat considerats dos casos diferents: la varia-
ci6 de la intensitat de fluorescéncia quan la solucié de complex esta ex-
posada continuament a la radiaci6 d’excitacié (405 nm), i la variacio
quan és guardada a les fosques i només és exposada a la radiacié d’exci-
tacio en el moment del mesurament. A la taula V mostrem els resultats
obtinguts, els quals indiquen que la intensitat de fluorescéncia del com-
plex continuament exposat a la radiacié es manté estable durant 30
minuts, mentre que si el complex és preservat de la llum, la intensitat de
fluorescéncia es manté constant durant més de 2 hores.

7.5. Variacié de la intensitat de fluorescéncia amb la concentracié de
reactiu

Han estat dutes a terme una série d’extraccions mantenint constant
la concentracié de magnesi i variant la concentraci6 de reactiu, de for-

ma que la relacié molar magnesi: reactiu varii des d’1:1 a 1:300.
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TAULA V

Estabilitat de les solucions de complex amb el temps.
CMg: 1.008 [.zg/ml;CRH: 1072 M; pH: 10.10; Aoy : 405 nm; At 528 nm.

I Solucié exposada I Solucié preservada

Temps a la radiaci6 de 405 nm. de la llum.

0 97.4 97.4

5 minuts 96.4 97.8
10 minuts 94.6 94.9
15 minuts 95.6 95.6
30 minuts 95.6 97.1

1 hora 91.3 95.9

2 hores 84.8 95.9

3 hores 77.8 91.7

4 hores 74.9 88.8

1 dia 72.0

4 dies 48.3

La representacio del valor de la intensitat de fluorescéncia en funci6
de la relaci6 molar magnesi: reactiu (fig. 8) mostra la necessitat de tre-
ballar amb una relacié molar igual o superior a 1:150, a partir de la qual
els valors d’intensitat de fluorescéncia sén independents de la concen-
tracio de reactiu.

7.6. Variacié de la intensitat de fluorescéncia amb la concentracié de
magnesi

Han estat preparades solucions de complex de magnesi, variant la
concentracié de metall entre 0.020 ug/ml i 1.601 ug/ml. Els resultats
obtinguts son indicats a la taula VI. Hom observa que fins 1.008 ug/ml
de Mg(I1) la relaci6 entre la concentraci6 de magnesi i la intensitat de

uorescéncia és lineal, i que per sobre d’aquesta concentraci6 es perd
aquest comportament.

7.7.  Técnica per a la determinacié de magnesi

Hom introdueix en un tub d’extraccié un volum de soluci6é que con-
tingui entre 0.2 1 10 ug de magnesi, hi addiciona NaClO, per ajustar la
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forca idnica a 0.1 M, i completa el volum fins a 10 ml amb solucio
amortidora de NH;-NH,4Cl per tal de tenir un pH entre 10.0 i 10.5. A
continuacié hom introdueix 10 ml de solucié 1072 M de reactiu en clo-
roform. Hom ho agita mecanicament durant 10 minuts a 25°, en separa
les fases, la fase organica és assecada amb Na,SO, anhidre i hom mesura
la intensitat de fluorescéncia a Aoy : 405 nm i Ay, ¢ 528 nm. Hom me-
sura també la intensitat de fluorescéncia d’un blanc sotmeés al mateix
tractament. La concentracio de magnesi és determinada per referéncia a
una corba de calibratge preparada de la mateixa manera, a partir de so-
lucions amb un contingut de magnesi conegut.

30

100 200 300 [RH]/Mg]

Fig. 8. Variaci6 de la intensitat de fluorescéncia amb la concentracié de reactiu.
Nex: 405 nm; Ag : 528 nmy CMg: 0,806 ug/ml; pH: 10.17.

7.8. Parametres de qualitat

A fi d’establir el limit de detecci6, han estat dutes a terme extrac-
cions de nou blancs idéntics. Prenent com a limit de deteccio 3 vegades
la desviacio estandard de les mesures del blanc, tal com recomana la
IUPAC,'" hom ha arribat a un valor de 0.009 pg/ml.

La sensibilitat del métode, que és donada per dI¢/dC, és de 93.39
ml/ug.

La precisio del métode és donada, segons les normes de la [UPAC,"!
per la desviaci6 estindard relativa d’una série de mesuraments fets amb
mostres idéntiques. Hom ha calculat la precisio per a dues concentra-
cions de magnesi diferents, 1.008 i 0.504 pg/ml, i en ambdos casos ha
estat obtingut un valor de 0.5%.
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TAULA VI

Variaci6 de la intensitat de fluorescéncia amb la concentracié de magnesi.
Cry: 1072 M; pH: 10.07; Agy: 405 nm; Aem: 528 nm.

Mg Mg/ml I
0.020 1.7
0.040 5.4
0.081 7.6
0.101 9.6
0.202 19.7
0.403 40.6
0.604 59.0
0.806 74.0
1.008 94.9
1.371 121.7
1.612 130.3

7.9.  Estudi d’interferéncies

S’ha estudiat la interferéncia que poden produir alguns ions me-
tallics en la determinaci6 de magnesi mitjangant el métode establert.
Han estat assajats aquells ions que ’estudi qualitatiu mostra que formen
complexos fluorescents amb el reactiu, i d’altres que, com a més fre-
qiients, poden acompanyar el magnesi en les mostres on aquest hagi
d’ésser determinat. Hom ha trobat que Al(III), Be(I1), Zn(II) i Ga(IlI)
interfereixen quan es troben a la mateixa concentracié que el magnesi.
Quant al Fe(IlI), hem vist que fins a una relacié Fe:Mg 10:1 no inter-
fereix; per al Ca(Il), en preseéncia de tartrat, el seu limit de tolerancia
se situa a 100:1; Ba(II) i Sr(II) no son interferents en una proporcio
50:1. Finalment ha estat comprovat que ClO;7, NOj3, Cl7, NHj i els
metalls alcalins no interfereixen, adhuc a concentracions elevades.
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