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SUMMARY

A new spectrophotofluorometric method for the‘determination of
submicrogram amounts of aluminum with pamoic acid in a dioxane:
water medium is described. The excitation and emission spectra for the
reagent and its aluminium complex, and the optimum conditions of pH,
reagent concentration and development time are studied, and the effect
of a large number of cations and anions on the aluminium determina-
tion is investigated.

The stoichiometry of the complex is obtained by the continuous
variations and mole-ratio methods. The conditional stability constant
for the complex is also evaluated.

1. OBJECTE DEL TREBALL

L'objecte d’aquest treball ha estat I’estudi de 'acid pamoic com a
reactiu analitic per a la determinacié espectrofotofluorimétrica de peti-
tes quantitats d’alumini(Ill), Destabliment de I’estequiometria del

* Aquest treball forma part de la memoria presentada per l'autora el desembre

de 1983 per a accedir al Grau de Llicenciat en Ciéncies Quimiques, i ha estat dut
a terme al Departament de Quimica Analitica de la Facultat de Quimica de la
Universitat de Barcelona, sota la direccié del Dr. Enric Casassas i Simé, catedratic,
i del Dr. Lluis Garcia i Puignou, professor titular de 'esmentat Departament.
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10 ANA IZQUIERDO I RIDORSA

complex format, i 'estudi comparatiu d’aquest nou métode establert
amb el métode, descrit per Kirkbright,! que utilitza I’dcid 3-hidroxi-
2-naftoic per a la determinaci6 d’alumini(III).

2. INTRODUCCIO

La formacié de quelats metal-lics fluorescents, per combinacié d’un
i6 metal lic amb un lligand organic, ha esdevingut un procediment per
al desenvolupament de métodes d’analisi inorganica altament especifics
i molt sensibles. Bé que en mots casos la fluorescéncia és una propietat
inherent a la natura del reactiu organic, aquesta resulta considerable-
ment incrementada o modificada per la preséncia de I'ié6 metal-lic.

Molts reactius organics amb propietats fluorescents han estat em-
prats en 'establiment de nous métodes fluorimétrics d’analisi de petites
quantitats de metalls.? S6n ben conegudes les propietats fluorescents
d’alguns complexos metal-lics de I'acid 3-hidroxi-2-naftoic, les quals
han donat lloc a diversos métodes de determinacié quantitativa de
traces de metalls, entre els I'alumini,»* % ¢ 78 caracteristics per llur
sensibilitat i selectivitat.

Per contra, no han estat estudiades les propietats fluorescents dels
compostos metal-lics de I'acid 2,2’-dihidroxi-3,3’-dicarboxi-1,1’-dinaftil-
metd, anomenat també dcid pamoic o acid embonic (fig. 1).

00H

Fig. 1. Acid pamoic.

L'acid pamoic presenta una intensa fluorescéncia groga en medi
basic, la qual ha estat utilitzada per Wullen i col-lab.® per a establir un
meétode de determinacié d’icid pamoic en productes farmacéutics.

Com que la molécula de I’dcid pamoic conté els mateixos grups
funcionals i cicles aromatics que la molécula de l'acid 3-hidroxi-2-
naftoic, aixo permet de suposar que l'icid pamoic també formara
complexos fluorescents amb alguns metalls, entre ells I'alumini. A més,
la hidridaci6 sp* del carboni metilénic de I’icid pamoic fa que els dos
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grups naftalénics es trobin situats en,dos plans diferents, la qual cosa
déna lloc al fet que I'acid pamoic no pugui actuar com a lligand tetra-
dentat, sin6 només com a bidentat, d’una forma analoga a la de I’icid
3-hidroxi-2-naftoic.

Com a continuacié d’un estudi iniciat per Casassas, Gargallo i Du-
fiach!® 1112 sobre les caracteristiques de fluorescéncia de I’acid pamoic
i la seva reaccionabilitat amb diferents ions metal-lics, han estat dutes a
terme unes proves qualitatives prévies al respecte, en les quals hom ha
observat que 1’acid pamoic, en medi débilment acid, forma amb I"alu-
mini un precipitat groc pallid, soluble en mescles de dioxa: aigua, el
qual presenta una forta fluorescéncia, diferent de la del reactiu.

Tenint en compte aquest fet, en aquest treball pretenem d’establir
un nou métode espectrofotofluorimétric de determinacié de petites
quantitats d’alumini, utilitzant I’dcid pamoic com a reactiu. Alhora,
ha estat feta una analisi comparativa deles caracteristiques del nou meto-
de establert, amb el ja descrit' que utilitzal’acid 3-hidroxi-2-naftoic com
a reactiu, assenyalant les analogies i diferéncies entre ambdos metodes.

Previament, ha estat dut a terme ’estudi espectrofotofluorimetric
del mateix reactiu i, a causa de la seva poca solubilitat en aigua, ha estat
necessaria en primer lloc la realitzacié d’un estudi de solubilitat a fi
d’escollir el medi adequat per a tenir I’acid pamoic en solucié. Posterior-
ment, per a establir les caracteristiques espectrofotofluorimeétriques de
I’acid pamoic, hem dut a terme un estudi dels seus espectres d’excitacio
i de fluorescéncia, del qual hom dedueix un desplagament de Stokes
anormal degut a la transferéncia protonica en l'estat excitat. Ha estat
estudiada també D’estabilitat de les solucions de reactiu amb el temps,
i la influéncia de la temperatura i de l’acidesa del medi sobre la intensi-
tat de fluorescencia.

A continuacié, i com a objecte principal d’aquest treball, han estat
optimitzades les condicions experimentals per a portar a terme la deter-
minacié d’alumini: ha estat dut a terme un estudi dels espectres d’exci-
tacié i de fluorescéncia del complex de I’'alumini amb I'acid pamoic, de
lestabilitat del complex amb el temps, i de la variacié de la intensitat
de fluorescéncia amb el pH, la concentracié de reactiu i la concentraci6
d’alumini.

Un cop establertes les condicions optimes i la técnica de treball,
hem determinat els parimetres de qualitat del nou meétode: limit de
deteccid, sensibilitat i precisié de la mesura, aix{ com un estudi de les
interferéncies degudes als metalls més analegs i als que sovint acompan-
yen l’alumini en mostres d’aerosols atmosférics, en les quals hom inten-
taria I’aplicacié del nou métode.

A fi de caracteritzar el complex acid pamoic-alumini(III) estudiat
en aquest treball, ha estat determinada I’estequiometria emprant els
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meétodes espectrofotofluorimétrics de les variacions continues!'® i de
la ra6 molar,'"* i dels resultats hem deduit un valor aproximat de la
constant de formaci6é del complex, utilitzant el métode proposat per
Likussar i Boltz.'s

3. INSTRUMENTACIO

— pHmetre Radiometer pHM 64 mb un eléctrode combinat de vidre i
de calomelans saturat (GK 2401 B).

— Espectrofotofluorimetre Aminco SPF 500 RATIO, amb cubetes
que quars d’l cm de cam{ optic.

— Calculadora Hewlett-Packard HP 9815 .

— Registre grafic Hewlett-Packard HP 7225 A.

Sistema d’operacié de Iespectrofotofluorimetre:

En aquest treball tots els mesuraments han estat duts a terme amb
el mode Ratio d’operacié.

Tal com podem observar a la figura 2, una porcié de la llum d’exci-
tacio de D’ordre del 10-15% és desviada per un beam splitter, abans
d’arribar a la mostra, i hom la fa passar a través del compartiment de
referéncia fins a un tub fotomultiplicador de referéncia, el qual mesura,

EMISSION MONOCHROMATOR EXCITATION MONOCHROMATOR

MIRROR MIRROR MIRROR MIRROR
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Fig. 2. Diagrama optic simplificat de I'espectrofotofluorimetre Aminco SPF 500
RATIO.
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per tant, la radiacio d’excitacié. La radiacié d’emissié també és detec-
tada pel seu corresponent tub fotomultiplicador. En el mode Ratio,
aquests dos senyals que donen els dos tubs fotomultiplicadors son
amplificats i aplicats a un divisor electronic, que dur a terme I"operaci6
seglient per tal d’estabilitzar el senyal:

Iﬂ Ny
uorescéncia ,
i ——— = IRatio compensada
referéncia

Si canvia I'energia d’excitaci6 que va a parar a la mostra, la fluores-
céncia d’aquesta canviara. Pero, pel fet que l’energia d’excitacié és cap-
tada pel tub fotomultiplicador de referéncia, tant el numerador com el
divisor electronic canviaran amb el mateix percentatge, i el quocient
es mantindra constant. Amb el mode Ratio hom obté, per tant, valors
corregits respecte a les fluctuacions d’energia de la lampada de xené.

Calibratge:

Per tal d’obtenir en tots els experiments valors d’intensitat de fluo-
rescencia comparables, reproduibles i independents de les condicions
de treball de l'aparell, com sén les escletxes d’excitacié i d’emissié
utilitzades, tots els valors d’intensitat de fluorescéncia es refereixen,
en aquest treball, al que hom obté, en les mateixes condicions de
treball de Pespectrofotofluorimetre i a Aex = 350 nm i Aem = 450 nm
(longituds d’ona caracteristiques del sulfat de quinina), per a una so-
lucié de sulfat de quinina en acid sulfaric 0.1 N, i que és pres com a 100.

4. ESTUDI DE LES CARACTERI’STIQUES ESPECTROFOTOFLUORIME-
TRIQUES DE L’ACID PAMOIC

4.1. Solubilitat de 'acid pamoic i eleccié del dissolvent adequat

Donada la insolubilitat de I’acid pamoic en aigua, ha estat provada
la seva solubilitat en diferents dissolvents organics.

Segons els resultats obtinguts, els dissolvents organica assajats han
estat classificats en tres grups, tenint en compte la diferent solubilitat
de Iacid pamoic en ells:

A) Dissolvents en els quals I"dcid pamoic és insoluble en una pro-
porci6 0.1/100 p/v:

— dissolvents miscibles amb aigua: etanol, acid acétic, metanol,

acetona

— dissolvents inmiscibles amb aigua: éter, benzé, clorcform, al-

cohol isoamilic, tetraclorur de carboni.
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B) Dissolvents en els quals I’acid pamoic és soluble en una propor-
¢i6 0.1/100 p/v, pero no ho és en una proporci6é 1/100 p/v:

— dissolvents miscibles amb aigua: dioxa.

C) Dissolvents en els quals I'acid pamoic és soluble en una propor-
cio 1/100 p/v:

— dissolvents miscibles amb aigua: N,N-dimetilformamida, piridi-

na, nitrobenzé.

Com a resultat d’aquest estudi de solubilitat, i pensant de dur a
terme la determinacié d’alumini en un medi homogeni sense extraccio,
hom ha escollit com a dissolvent adequat el dioxa, el qual és miscible
amb Dl'aigua. Han estat descartat altres dissolvents miscibles amb l'aigua,
com poden ésser la N,N-dimetilformamida o la piridina per llur caracter
basic. En un medi d’aquest tipus el pH podria resultar dificil d’ajustar
en cas que fos necessari treballar a unes determinades condicions de
pH, i a més, la possible hidrolisi de I'alumini introduiria complicacions.

Els avantatges que ofereix el treball amb dioxa son els segiients:

— miscibilitat completa amb I'aigua,

— el dioxa com a regla general'® provoca l'exaltament de la inten-
sitat de fluorescéncia,

— el dioxa té un punt d’ebullicié de 101.1°C a 760 mm de pressio,
i per tant, no introdueix problemes derivats de la volatilitat.

4.2. Espectres d’excitacié i de fluorescéncia

A les figures 3 i 4 mostrem els espectres d’excitaci6 i de fluorescen-
cia corresponents a una solucié de reactiu 1,03-10°M en un medi
dioxa: aigua de proporcié 3:7, amb un pH final de 5.35. En cada cas ha
estat representat sobreposat I’espectre del blanc corresponent a les ma-
teixes condicions de treball.

L’acid pamoic, tal com podem observar als espectres, presenta un
maxim d’excitacié caracteristic a Aex = 366 nm i un maxim d’emissio
caracteristic a Aepp, = 523 nm.

Han estat obtinguts, també, els espectres d’excitaci6 i d’emissio
del reactiu dissolt en aigua amb un pH final de 5.45, i hom ha compro-
vat que en aquest medi les longituds d’ona d’aparici6 dels maxims son
les mateixes.

Els espectres d’excitaci6 i d’emissi6 de I’acid pamoic, com és obser-
vable a les figures 3 i 4, presenten un desplagament de Stokes (A¥ =
Dex — Pem ) de 8202 cm™ , anormalment alt.

Karushi Hirota,'” a partir de I’estudi dels espectres de fluorescén-
cia de I'acid 3-hidroxi-2-naftoic i compostos relacionats, com a funci6
de la temperatura i dels solvents, demostra que I’enllag d’hidrogen
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Fig. 3. Espectres d’excitacié corresponents al reactiu (1) i al blanc (2), obtinguts
aXem =523 nm. creactiu = 1.03-10-5M en medi dioxa: aigua 3:7; pH = 5.35.
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Fig. 4. Espectres de fluorescéncia corresponents al reactiu (1) i al blanc (2), obtin-
guts a Aex = 366 nm. cregeriu= 1.03:10-5M en medi dioxa: aigua 3:7; pH = 5.35.
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intramolecular existeix en l'estat excitat i que el desplacament de
Stokes anormalment alt, que aquests compostos presenten, és degut
a la transferéncia protonica a través de D'enllag d’hidrogen intramo-
lecular, des del grup hidroxil fins al carboxil en I’estat excitat. Per
contra, les substancies que no poden formar I’enllac intramolecular,
com ara ’dcid 3-metoxi-2-naftoic o I’dcid o-metoxibenzoic, no donen
un desplagament de Stokes anormalment alt.

La transferéncia protonica és possible en Iestat excitat pel fet que,
com ha estat estudiat per Weller,'8 els derivats carbonilics i carboxilics
dels compostos aromatics es fan més basics en I’estat excitat que en el
fonamental, mentre que els derivats hidroxilics es fan més acids en
Destat excitat.

Com a conseqiiencia de tot aixo, Kazushi Hirota proposa’l’esquema
de reaccio de la figura 5 per a I’acid 3-hidroxi-2-naftoic, on hy’ i hv sén
el component anormal i normal de la fluorescéncia, respectivament, A
és un acceptor de protons i OH...A és un enllag d’hidrogen intermo-
lecular.

D’altra banda, Kazushi Hirota també observa que siles molécules de
solvent sén poc acceptores de protons, com és el cas del benzé o del
tetraclorur de carboni, la transferéncia protonica no té lloc i el despla-
cament de Stokes és normal. Els espectres de fluorescencia de I’acid
3-hidroxi-2-naftoic mostren un desplagament de Stokes anormalment
alt només quan els solvents sén acceptors de protons, i també quan el
proto del grup carboxilic ha estat dissociat. En aquest altim cas, I'equi-
libri tautomeric en Destat excitat (fig. 5) és totalment desplagat cap a
la dreta.

OH...A OH,..A
> | *
€ (o
N — Z2AN
0 «—_— QH
~
OH’ 0’
—hv'
+hy -hy
OH...A OHeu oA
|
C\\ /C\
0 €« —— OH
Ny
OH ’

Fig. 5. Esquema de reacci6 de I'acid 3-hidroxi-2-naftoic.

Tots aquests resultats obtinguts per a l’acid 3-hidroxi-2-naftoic
poden ésser aplicats d’una manera analoga, a I’icid pamoic, pel fet de
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tenir ambdos compostos els mateixos grups tuncionals i en la mateixa
disposicié. A més, els dissolvents en els quals han estat obtinguts els
espectres d’excitaci6 i de fluorescéncia de I’acid pamoic, aigua i mescles
dioxa: aigua, son bons acceptors de protons, i hom ha treballat també
a unes condicions de pH en les quals Iacid carboxilic es troba dissociat.
Es, per tant, factible, de considerar un esquema de reaccié per al'acid
pamoic (fig. 6) analeg al descrit per a I'dcid 3-hidroxi-2-naftoic.

OH.. A OH...A
* | * |
c c
N, "\
’ QH
OH \0 -
_
CH2 3 CH2
OH 0~
~ AN
= \\0 OH
-9 & X ./
|
OH. .. A t|JH...A
<l
+hy . ’
OH. .. A OHuu A
:
A l \0 N
; OH
NP oH’ Xo-
CH, -— CH,
OH. 0.
2l " o = N \\bu
% A A
|
AH...A OHuuoh

Fig. 6. Esquema de reaccié de I’acid pamoic.

4.3. Estabilitat respecte al temps de les solucions de reactiu
Hom ha estudiat I'estabilitat amb el temps de dues solucions aquo-
ses de pamoat disodic en medi basic, de diferent concentracié: una

solucié A 7.13:107M de reactiu i una solucié B 7.13-107°M de reactiu.
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Hom ha anat fent mesuraments durant un interval de temps de 7 dies
per a la mostra A i de 2 dies per a la mostra B, i ha quedat comprovat
que, al llarg de tot el temps en qué s’ha estudiat, les solucions A i B de
pamoat disodic es mantenen estables. Queda clar, doncs, que les solu-
cions mare de reactiu es poden conservar inalterades durant periodes
llargs, si el medi és basic.

4.4. Variaci6 de la intensitat de fluorescéncia de les solucions de reac-
tiu respecte a la temperatura i el temps d’escalfament

A fi de veure si la temperatura influeix sobre la fluorescéncia de les
solucions de pamoat de sodi, ha estat preparada una solucié d’aquest,
de concentracié, 1.43-10°M, amb una proporcié dioxa: aigua 1:4 i
un pH ajustat a 12. Una aliquota de la solucié ha estat escalfada a 64°C
durant 10 min, i una altra a 80°C durant 15 min. Després de refredar-ho
a la temperatura ambient, hom ha determinat llur fluorescéncia, la qual
ha estat comparada amb I'obtinguda amb solucions idéntiques sense
escalfament previ. En tots els casos hom ha obtingut un valor d’intensi-
tat de fluorescéncia al voltant de 76 + 2%, la qual cosa indica que no hi
ha variacié ostensible de la intensitat de fluorescéncia, abans i després
de tenir la soluci6 en incubacié. Per tant, com que un augment de la
temperatura no modifica apreciablement la fluorescéncia de les solu-
cions, a partir d’ara totes les lectures de fluorescéncia han estat dutes
a terme a temperatura ambient, sense incubacié preévia.

4.5. Variacié de la intensitat de fluorescéncia respecte a la relacié
dioxa: aigua

A fi de portar a terme I’estudi de la possible variaci6 de la intensitat
de fluorescencia segons la quantitat de dioxa present, hom ha preparat

TAULA 1

Variacié de la intensitat de fluorescéncia respecte a la proporcié dioxa: aigua.
Creactiu = 1.43:10°M; pH = 10; Aex = 366 nm; Aem = 523 nm

dioxa: aigua If
1:4 55
253 73
3:2 93
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tres solucions de reactiu amb una relacié dioxa: aigua d’1:4, 2:31 3:2,
respectivament.

Els resultats obtinguts (taula I) mostren que, per a una concentracio
de reactiu determinada i a an pH donat, en augmentar la relaci6 dioxa:
aigua, augmenta el valor de la intensitat de fluorescéncia.

4.6. Variacié de la intensitat de fluorescéncia respecte al pH

Per a estudiar la influéncia de I’acidesa sobre la intensitat de fluo-
rescéncia, hom ha preparat una série de solucions de reactiu, el pH de
les quals ha estat ajustat a diversos valors entre 3 i 12 amb diferents
quantitats d’acid clorhidric 103 M o d’hidroxid de sodi 102 M, i a
valors més alts de pH, amb solucions 1M i 3M d’hidroxid de sodi.
Aquest estudi ha estat dut a terme per a 4 diferents relacions dioxa:
aigua, les quals han estat les segiients: 1:4, 2:3, 3:21i 4:1.

A la figura 7 sén representats els valors d’intensitat de fluorescéncia
obtinguts, respecte al pH, per a cadascuna de les relacions dioxa: aigua
utilitzades.

1201
100
80
60
40

20

2 4 6 8 10 12 1 pH

Fig. 7. Variaci6 de la intensitat de fluorescéncia del reactiu amb el pH, per a dife-
rents proporcions dioxa: aigua. creactiu = 1.43-10°M; proporcié dioxa: aigua:
O—1:4;8 —2:3;8 — 3:2: 0 —4:1,
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Dels resultats obtinguts, hom dedueix que, per a totes les relacions
de dioxa en aigua estudiades, la fluorescéncia del reactiu augmenta en
augmentar el pH, fins a arribar a un valor maxim constant. Per a con-
centracions altes d’hidroxid de sodi, de I'ordre d’1M, el valor de la in-
tensitat de fluorescéncia torna a disminuir.

A pH baixos, la intensitat de fluorescéncia del reactiu, a les condi-
cions de treball de l’espectrofotofluorimetre, és negligible. El pH al
qual la intensitat de fluorescéncia comenca a augmentar depén de la
relacié dioxa: aigua de treball. Com més alta és la relacid dioxa: aigua
utilitzada, més alt ha d’ésser el pH perqué el reactiu doni un valor
d’intensitat de fluorescéncia apreciable.

Els valors de pH als quals la fluorescéncia comenca a ésser notable,
coincideixen amb I'ordre de magnitud dels pK de dissociacié acida dels
acids carboxilics, els quals pK, d’altra banda, en medis aigua: dioxa
augmenten en augmentar el contingut en dioxa.'?

Hom pot dir, per tant, que aquest estudi de la variaci6 de la intensi-
tat de fluorescencia amb I'acidesa posa de manifest que la forma mole-
cular (no desprotonada) de I'acid pamoic no és fluorescent, i que la
fluorescéncia depén de la forma idnica en que ambdos grups carboxil
s’han desprotonat. Daltra banda, el fet que la fluorescéncia disminuei-
xi en medis que contenen hidroxid de sodi a concentracié superior
a IM, posa de manifest que la forma totalment desprotonada de l'acid
pamoic ¢ més feblement fluorescent. A aquestes concentracions
d’hidroxid de sodi també sofreixen desprotonacié els grups hidroxil
fenolics, que tenen valors de pK, de 13.39 a 25°C i forga ionica 0.1
per a I'acid salicilic,® o de 13,50 a 30°C i forca ionica 0.2 per a I'acid
3-hidroxi-2-naftoic.?!

5. ESTABLIMENT D'UN METODE ESPECTROFOTOFLUORIMETRIC PER A
LA DETERMINACIO DE PETITES QUANTITATS D’ALUMINI(III)

5.1. Eleccid de larelacié dioxa: aigua de treball

El complex de I'acid pamoic amb lalumini és, igual que el reactiu
sol, insoluble en aigua 1 soluble en dioxa i en mescles dioxa: aigua. Per
aquest motiu, i amb la intencié de dur a terme la determinacié en un
medi homogeni, hom ha decidit de treballar amb mescles dioxa: aigua.

En l'estudi de la influéncia de 1’acidesa sobre la intensitat de fluo-
rescencia del reactiu, hom ha observat que, com més elevada és la pro-
porcio de dioxa respecte a Iaigua, més alt és el pH al qual el reactiu
comenca a ¢sser fluorescent i, per tant, una proporcié alta de dioxa
sera avantatjosa ja que el reactiu sera poc fluorescent als pH feblement
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acids als quals el complex és fluorescent. A més, és necessiria també
una proporci6 alta de dioxa per a mantenir tot el reactiu en solucié.

Ara bé, un inconvenient de treballar amb proporcions altes de
dioxa respecte a l'aigua és la poca solubilitat de les sals inorganica en
aquests medis i, com a consequeéncia, la dificultat que plante_jaré per a
I'analisi d’alumini en mostres on hi hagi una gran concentracié de sals.

Tenint en compte tots aquests factors, hom ha escollit una relacié
dioxa: aigua de treball de 7:3.

5.2. Tecnica de preparacié de les solucions de mesura

Els assaigs han estat duts a terme amb solucions de mesurament
preparades en matrassos aforats de 10 ml, en els quals 'ordre d’addici6
ha estat el segiient: en primer lloc hom hi ha introduit un cert volum de
solucié d’alumini, a continuacié hi han estat afegits 7 ml de dioxa a
fi d’obtenir la composicié del solvent ja establerta (dioxa: aigua 7:3,
viv), després, hom hi ha afegit el reactiu ila quantitat d’acid clorhidric
necessaria per tal de portar a terme I'ajust del pH, i finalment ha estat
arrasat amb aigua destil-lada.

5.3, Espectres d’excitacio i de fluorescéncia

A les figures 8 i 9 hom déna els espectres d’excitaci6 i de fluores-
cencia corresponents a una solucié del complex de l'alumini amb
I"acid pamoic i, sobreposats, els corresponents al reactiu sol, obtinguts
amb les mateixes condicions de treball.

El complex presenta un maxim d’excitacié caracteristic a 379 nm
i un maxim d’emissié a 508 nm, longitud d’ona a la qual el reactiu
presenta una certa fluorescencia, que caldra tenir en compte. Per tant,
en totes les determinacions analitiques d’alumini caldra obtenir una
mesura del blanc i restar-la de la del problema.

Els espectres d’excitaci6 i de fluorescéncia corresponents al com-
plex de I'acid pamoic amb I'alumini presenten també un desplacament
de Stokes anormalment alt, de 6700 cm™ . Com que en la formacié del
complex hom substitueix I'hidrogen hidroxilic pel metall, i la transfe-
réncia protonica ja no és possible, en principi hom no hauria d’obtenir
un desplacament de Stokes anormalment alt. Ara bé, en l’estat excitat
la formacié d'un cicle quelat amb I'i6 metal-lic pot tenir un efecte sem-
blant al de la transferéncia protonica, i aixo donaria lloc a aquest des-
placament de Stokes, anormalment alt en el cas dels espectres d’excita-
ci6 i de fluorescéncia del complex.
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Fig. 8. Espectres d’excitaci6 corresponents al complex (1) i al blanc (2), obtinguts
a Aem = 508 nm. cap] = 1.18 pg/ml; creactiu = 2.82:10%M; dioxa: aigua = 7:3;
pH = 4.70.
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Fig. 9. Espectres de fluorescéncia corresponents al complex (1) i al blanc (2),
obtinguts a Aex = 379 nm. cA]=1.18 pg/ml; creactiu = 2.82:10*M; dioxa: aigua =
7:3; pH=4.70.
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5.4. Estabilitat de les solucions de complex amb el temps

L'estudi de la variacié de la intensitat de fluorescéncia amb el
temps mostra, tal com és indicat a la taula II, que el complex es forma
gairebé instantaniament i que és estable, al igual que la solucié de reac-
tiu, al llarg de les 24 hores en que ha estat estudiat.

Els valors d’intensitat de fluorescéncia del complex que figuren a
la taula II sén els que hom obté un cop restat de la lectura de I'instru-
ment el valor corresponent d’intensitat de fluorescéncia del blanc: i
el temps que hom hi cita, es refereix al que ha transcorregut des de la
preparaci6 de les solucions.

Ha estat determinada també, la influéncia de la incubacié a 70°C,
durant 15, 30 i 60 min, sobre la intensitat de fluorescéncia de la solucié
de complex, i hom ha trobat que en cap dels casos no té lloc una varia-
ci6 ostensible de la intensitat de fluorescéncia.

TAULA 11
Estabilitat de les solucions del complex respecte al temps. ca] = 0,473 ug/ml;
Creactiu = 2.82:10™*M; cgulfat de quinina = 1 pg/ml dioxa: aigua = 7:3; pH =4,9;
Aex = 379 nm; )\em = 508 nm

temps Ifblanc lfcomplex
15m 11.4 18.1
45m 12.0 19.5
1h 15m 115 19.6
1h 45m 11.8 19.9
5h 15m 12.7 19.6
6h 15m 117 18.3
24h

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

A fi d’estudiar la influéncia de ’acidesa sobre la intensitat de fluo-
rescéncia del complex, hom ha preparat una série de solucions de com-
plex, a les quals han estat afegides quantitats variables d’acid clorhidric
107 1 107 M, per tal d’aconseguir una gradaci6 del pH entre els valors
3.416.

A cadascun dels resultats obtinguts, hom hi a restat el valor de la
intensitat de fluorescéncia del blanc corresponent, i aix{ han estat
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obtinguts uns valors, representats a la figura 10, que mostren que el
maxim d’intensitat de fluorescéncia per al complex es troba entre
pH=5.051pH = 5.2.

Per a ajustar el pH dins I'interval de pH optim, hom ha pensat
d’utilitzar la solucié amortidora d’acid acétic/acetat de sodi, en comptes
d’utilitzar acid clorhidric com fins ara. Pero ha estat comprovat que,
quan és utilitzada la solucié amortidora d’acid acétic/acetat de sodi,
hom obté valors d’intensitat de fluorescéncia per al complex molt
menors que quan és utilitzat acid clorhidric, adhuc després d’haver
escalfat la solucié. Aquesta disminucié pot ésser deguda a la formacié
d’un complex no fluorescent entre l'acetat i I’alumini, que competeix
amb el complex de I’alumini amb I’acid pamoic, o bé, a la formaci6
d’un complex mixt alumini-pamoat-acetat.

Altres solucions amortidores assajades, com sén les d’hidrogenfta-
lat o d’hidrogensulfit, tampoc poden ésser utilitzades a causa de I’apa-
rici6 inmediata d’un precipitat en la solucié de complex.

Quan el pH de les solucions és ajustat amb acid nitric, hom obté
valors analegs al cas de I'acid clorhidric, i per tant, I'ajust del pH de les
solucions de complex sera dut a terme amb solucions d’acid clorhidric
o acid nitric, indistintament.

201

10

T T

a 45 5 55 pH

Fig. 10. Variacié de la intensitat de fluorescéncia del complex respecte al pH.
cAl = 0.473 pg/ml; creactiu = 2.82:10°*M; dioxa: aigua = 7:3.

5.6. Variacié de la intensitat de fluorescéncia del complex amb la
quantitat de reactiu

A fi d’estudiar la variacié de la fluorescéncia del complex amb
la quantitat de reactiu, ha estat determinada la fluorescéncia d’una
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série de solucions de complex que contenen quantitats variables de
reactiu. Els mesuraments d’intensitat de fluorescéncia han estat con-
frontats amb un blanc que conté la mateixa quantitat de reactiu que la
solucié a mesurar.

Els resultats obtinguts sén representats a la figura 11, on podem
observar que, a partir d’una relacié6 molar 1/4, els valors d’intensitat
de fluorescencia son independents de la concentraci6 de reactiu, i, per
tant, és suficient de treballar amb un excés molar de 4 6 5 cops de
reactiu respecte a l'alumini per a considerar que el complex ja ha
estat format totalment.

I
__———=0 S
20 7
P
10
1 2 5 4 @ Seriues 15 16
[R}/fa1)

Fig. 11. Variacié de la intensitat de fluorescéncia del complex respecte a la quanti-
tat de reactiu. cA] = 0.473 ug/ml; dioxa: aigua = 7:3; pH = 5.1.

5.7. Variacié de la intensitat de fluorescéncia amb la concentracié
d’alumini

Hom ha mesurat la fluorescéncia d’una série de solucions de com-
plex, en les quals ha estat variada la concentracié d’alumini entre 0.076
pug/ml i 1.7 pg/ml, i hom ha trobat que en tot aquest interval de con-
centracions la relacié entre la intensitat de fluorescéncia i la concentra-
ci6 d’alumini és lineal. Els resultats obtinguts figurem a la taula II1.

A lefecte de millorar el limit de deteccid del métode, ha estat
disminuida la concentracié de reactiu de treball, i, en aquestes condi-
cions, ha estat estudiada la variaci6 de la intensitat de fluorescéncia amb
la concentracié d’alumini, en I'interval de concentracions entre 0.019
1 0.076 ug/ml d’alumini. Els resultats obtinguts (taula IV) indiquen que
la relacié entre la intensitat de fluorescéncia i la concentracié d’alumini
és lineal en aquest interval de concentracions estudiat.
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TAULA 111
Variaci6 de la intensitat de fluorescéncia respecte a la concentracié d’alumini.
Creactiu = 2.82:10™*M; dioxa: aigua = 7:3; pH = 4.7; Aex = 379 nm;
Aem =508 nm; cgylfat de quinina = 1 pg/ml

ug Al/ml If A If (Ife — Ifp)

0 6.76 —

0.076 9.61 2.85
0.11 10.45 3.69
0.38 17.32 10.56
0.57 24.82 18.06
0.76 33.05 26.29
1.33 52.16 45.40
1:7 61.77 55.01

TAULA 1V

Variacié de la intensitat de fluorescéncia respecte a la concentracié d’alumini.
creactiu = 1.12:10°M; pH = 5.1; dioxa: aigua = 7:3; Nex =379 nm; Aem = 508 nm;
Csulfat de quinina = 0.04 ug/ml

ng Al/ml If A I (If — Ifp)
0 13.4 -
19 16.3 2.9
28 22.6 9.2
33 27.9 14.5
43 35.1 21.7

5.8. Tecnica per a la determinacié d’alumini

Com a resultat d’aixo que acabem d’exposar, proposem el métode
seglient per a la determinacié espectrofotofluorimétrica d’alumini(I11):

En un matras aforat de 10 ml, hom introdueix una quantitat cone-
guda de solucio d’alumini(Ill), contenint entre 0.76 i 17 ug d’i6. A
continuaci6 hi afegeix 7 ml de dioxa, i després 1 ml de solucié de reac-
tiu 2.82:107 M. Hom ajusta el pH entre 5.05 i 5.2 amb acid clorhidric
102M i 107 M, i finalment és arrasat amb aigua destil-lada. Hom llegeix
la intensitat de fluorescéncia a Aex = 379 nm i Aem = 508 nm, utilitzant
com a blanc una soluci6 preparada d’igual forma, que no conté alumini.
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El contingut d’alumini és determinat mitjangant una corba de cali-
bratge, obtinguda d’una manera andloga a partir de solucions patro
d’alumini.

A continuacié proposem una modificacié de la técnica descrita,
per als casos en qué hom parteix de mostres amb menor contingut
d’alumini:

En un matras aforat de 50 ml és introduida una quantitat coneguda
de solucié d’alumini(III), contenint entre 0.95 i 2.15 ug d’i6. Després
hom hi afegeix 35 ml de dioxa i 5 ml de solucié de reactiu 1.12:1074 M.
El pH és ajustat entre 5.05 i 5.2 amb acid clorhidric 107 1 107 M, i
finalment hom arrasa amb aigua destil-lada. La lectura d’intensitat de
fluorescéncia i la determinaci6 del contingut d’alumini son dutes a
terme d’una manera analoga a la descrita a la técnica precedent.

6. PARAMETRES DE QUALITAT DEL METODE

6.1. Limit de deteccio

A partir de les normes de la IUPAC,?* ha estat determinada la quan-
titat minima d’alumini detectable pel métode en estudi, la qual hom ha
trobat que és de 19 ng/ml.

6.2. Sensibilitat

La sensibilitat d’un métode fluorimétric és donada per d(If)/dc. Pel
métode establert en aquest treball, hom obté un valor de la sensibilitat
de 31.70 ml/ug, al nivel de ng/ml d’alumini.

6.3. Precision

La precisi¢ del métode és donada, segons indiquen les normes de la
[UPAC,* pel valor de la desviacié estandard relativa dels resultats ob-
tinguts per a una série de solucions de complex, preparades d’una forma
idéntica i independentment. La desviaci6 estandard relativa és definida
com el quocient entre la desviacié estandard i el valor mitja.

Perl métode en estudi, la precisi6 és del 8%.

6.4. Interferéncies

Ha estat estudiada la possible interferéncia que pot provocar la pre-
séncia d’altres elements en la determinacié d’alumini segons el metode
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que proposem. Hom ha escollit, d’'una banda, aquells ions metal-lics
que presenten propietats quimiques analogues a I’alumini, i que sén
el beril'li, el gal'li i I'indi, 1 d’altra banda, aquells ions metal-lics que
com a més freqiients poden acompanyar I’alumini en mostres d’aerosols
atmosferics, on en principi seria aplicable el métode que proposem.
Han estat assajats també aquells ions que formen part de les solucions
auxiliars que hom utilitza.

En primer lloc, han estat determinats els espectres caracterfstics
d’excitacié i de fluorescéncia per als ions que també formen un com-
plex fluorescent amb I’acid pamoic, perd emprant les condicions expe-
rimentals (pH, concentracié de reactiu, composicié del medi) que
indica el metode que ha estat proposat en aquest treball per a la deter-
minaci6 d’alumini. A la taula V figuren els valors de les longituds
d’ona d’excitacié i de fluorescéncia i de la intensitat de fluorescéncia
trobats per a cadascun d’aquests elements. Hom ha trobat que el
Ga(IIl) i sobretot el Be(Il) formen complexos molt fluorescents.

A continuacio, i per a tots els ions estudiats, ha estat determinat
el limit de tolerancia, en pg/ml, en una solucié del complex de I'alumi-
ni amb I'acid pamoic, que conté 0.473 ug/ml d’alumini. Hom considera
que no hi ha interferéncia d’un i6 quan provoca una desviacié de la
intensitat de fluorescéncia menor de + 10%. En alguns casos, pero,
hom observa I'aparici d’un precipitat, abans que el possible i6 inter-
terent provoqui una desviacio de la intensitat de fluorescénciade + 10%.
La concentracio d'i6, a la qual comenga a aparéixer el precipitat, és
considerada com a limit de tolerancia per a aquest i6. A la taula VI
donem els resultats obtinguts, tot especificant la concentracié maxi-
ma tolerada, aix{ com la relaci6 molar i6 interferent/alumini corres-
ponent.

TAULA V

Propietats fluorescents d’alguns complexos metal-lics de I’dcid pamoic assajats.

cio metaldic = 1 ug/ml; creactiu = 2.82:10™ M; csulfat de quinina =1 ug/ml;
pH = 5; dioxa: aigua=7:3

16 metal-lic Nexmax Nemmax If
Al(111) 379 508 47.0
Be(II) 400 462 258.5
Mg(11) 370 520 10.0
Ca(ll) 370 520 11.0
Ga(II) 370 520 40.5
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TAULA VI

Establiment del limit de tolerancia. cA] =0.473 ug/ml; creactiu = 2.82:10*M;
dioxa: aigua = 7:3; pH = 5.05-5.1; Nex = 379 nm; Aem = 508 nm;
csulfat de quinina = 1 ug/ml

limit de tolerancia relacié molar 16
16 interferent (mg/ml) interf./Al
Be (1) <0.1 <05
Ga(III) <0.1 < 0.07
In(II) 1.0 0.45
K(I) 3900* 5000
Ca(I1) 1.0 1.25
Mg(I1) 0.2 0.4
Pb(11) 13.0 3.0
Cu(II) 2.5 2.0
Hg(11) 0.2 0.05
Fe(III) 5.0 4.5
Mn(I1) 0.25 0.23
Zn(1I) 1.0 0.8
NH,* 500* 1400*
Cl- 3550* 5000*
NO; 500* 403+

*No n’han estat assajades concentracions superiors, bé que hom no ha arribat al
limit de tolerancia.

Les interferencies més comunes sén les dels cations Be(I1), Ga(Ill),
Mg(11), Mn(11) i Hg(I1).
7. DETERMINACIO DE L’ESTEQUIOMETRIA DEL COMPLEX I CALCUL
APROXIMAT DE LA SEVA CONSTANT D’ESTABILITAT
Ha estat determinada Dlestequiometria del complex de I’alumini

amb l'acid pamoic, aplicant el métode de les variacions continues'®
i el de la raé molar.'*

7.1. Metode de les variacions continues

El métode de les variacions continues es basa en mesurar la fluores-
céncia d’una serie de solucions de complex, en les que la suma de les
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concentracions d’alumini i de reactiu s’ha mantingut constant i s’ha
anat variant la concentraci6 d’ambdoés. Per a cada concentracio de
reactiu diferent, s’ha preparat la solucié de blanc corresponent, i la
mesura de fluorescéncia pel complex és 'obtinguda respecte la d’aquest
blanc. A la figura 12 es representen els valors d’intensitat de fluores-
céncia obtinguts per a cada relacio cpj/ca] + Creactiu utilitzada, i s’ob-
serva un maxim quan aquesta relacidé és aproximadament 0.5, que
correspon a una relaci6 estequiometrica 1:1 alumini:reactiu.

401
301
204

101

T T

0 0.2 04 06 0.8 1 Xy
1 08 06 04 0.2 0 Xgp

Fig. 12. Métode de les variacions continues. cA] + creactiu = 8.76-107°M; dioxa:
aigua =7:3; pH =5.03.

7.2. Meétode de la rab molar

Hom ha preparat una série de solucions de complex que contenen
totes la mateixa concentracié d’alumini i una concentracié variable
de reactiu, i n’ha estat mesurada la intensitat de fluorescéncia. A ca-
dascun dels valors d’intensitat de fluorescéncia obtinguts, li ha estat
restat el valor d’intensitat de fluorescéncia d’una solucié de blanc
amb la mateixa concentracié de reactiu que la solucié de complex
corresponent, i els valors trobats sén representats a la figura 13. La
interseccié dels dos segments rectilinis, obtinguts mitjangant un estudi
de regressi6 lineal dels punts, coincideix amb una relacié molar alumini/
reactiu d’1/1. Aquest resultat coincideix amb I’obtingut en I'experiment
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anterior, i al complex que es forma hom li pot assignar I'estequiometria
1:1 alumini:reactiu.

o1 2 3 4 § 6 T W&

Fig. 13. Métode de la raé6 molar. cp] = 0.473 ug/ml; dioxa aigua=7:3;pH =5.1.

7.3. Avaluacié aproximada de la constant de formacié del complex

A partir dels resultats obtinguts en el métode de les variacions
continues, i aplicant el métode de Likussar i Boltz,'s ha estat calculada
una constant de formaci6 aproximada del complex. Les linies generals
del métode sén les segiients:

Primerament hom defineix el concepte d’escala normalitzada, que
consisteix a dividir les intensitats de fluorescéncia experimentals per un
terme de maxima intensitat de fluorescéncia, que és la que dona una so-
luci6 que conté un excés de lligand i una concentracié de metall,
(M)max, que correspon al punt estequiométric de la figura 12. La varia-
ble normalitzada, “y", és, doncs:

If, — Ify A lf

= (Ife)max — (It I - (A 1) max (1)

Hom considera I'equaci6 general de formaci6 del complex:

mM + nR = M, R,
amb una constant de formacié:
Kf = [Mm Ry [M]™. [R]™ =

= [Mpy RpJ-(eM-m [My, Rn])-m'<CR'n (M Rn])_n (

o
—
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En aquesta equacio, cp i cr son la concentracio6 total de metall i de
lligand, respectivament.

El valor de la intensitat de fluorescéncia normalitzada pot ésser re-
lacionat amb la concentracié de complex, i hom arriba a:

A If [Mm Rn]

Y= (A If)max " [Mm RuJmax it

La substituci6 d’aquesta equaci6 en I’equaci6 (2) dona lloc a I'ex-
pressio segiient per a la Kf:

Ke = (m+n/k)™F ™oy [(m+ n)Xemy] ™ [(m + n) (1X)ny] ™ (4)
on:
k=cuy+cr i X = cm/k.

En aquesta Gltima expressié de Kf, m, n i Kf tenen valors definits
en el sistema metall-complex donat, mentre que k, X iy sén obtingudes
experimentalment.

Com que l’equacio (4) és aplicada al punt de ym ix, per a trobar el

maxim del métode de les variacions continues I’equacio s’ha de derivar,
i igualar la primera derivada a zero. Hom obté I'expressié6 Xmax = m/

/
1.0 N\
0.8- 4 %

0.6

0.2

T T T t T

02 04 06 08 1 X,

Fig. 14. Métode de les variacions continues aplicant-hi el concepte de I'escala nor-
malitzada.
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m + n, i la substitucié a l’equacio (4) de X iy per Xmax i ymax dona:

Kf=[(m+ n)/k](m + n_l)'m-n'n-n’,vméx' (I-Yméx)-(m *+n) (5)

A la figura 14 és representada y en funci6 de la fraccié molar de
metall, X. Hom obté un maxim al qual correspon un valor d’ordenades
Ymax = .79 i un valor d’abscisses Xmax = 0.5. Coneguts m=n=1,
k=8.76-10" i ymax = 0.79, hom pot aplicar ja ’equaci6é (5), i obté
el resultat segiient: log K¢ = 5.60.

8. AVANTATGES I DESAVANTATGES DEL METODE PROPOSAT EN FRONT
DEL QUE UTILITZA L’ACID 3-HIDROXI-2-NAFTOIC'

Els dos métodes tenen un limit de deteccié i una precisié del mateix
ordre, mentre que la sensibilitat és tres vegades més gran per al metode
que utilitza I’acid 3-hidroxi-2-naftoic com a reactiu analitic, que per al
métode descrit en aquest treball.

Un gran avantatge del métode proposat en aquest treball és la gran
estabilitat del complex format (durant les 24 hores en qué ha estat
estudiat). En canvi, el complex de I’alumini amb I’icid 3-hidroxi-2-
naftoic és molt menys estable, ja que la intensitat de fluorescéncia
augmenta fins 30 minuts després de preparada la solucié de complex,
moment en qué el valor d’intensitat de fluorescéncia passa per un
maxim, i disminueix després d’una forma continua amb el temps, la
qual cosa obliga a fer el mesurament de fluorescéncia en un temps
preestablert, curt i igual per a totes les mostres.

Quant a les interferéncies, cal destacar el fet que el Fe(Ill), que
és una interferéncia del métode que utilitza I"acid 3-hidroxi-2-naftoic,
adhuc en concentracions molt baixes, pot ésser present en quantitats
notables, sense provocar interferéncia, quan hom aplica el meétode
que utilitza I’dcid pamoic com a reactiu. Ara bé, altres cations, com
son Mn(I1), Mg(11) i Ca(Il), que no interfereixen en el métode descrit
per Kirkbright, son, en canvi, una interferéncia en el metode que ha
estat establert en aquest treball.

[Butll. Soc. Cat. Cien.], Vol. V, 1985



34

ANA IZQUIERDO I RIDORSA

BIBLIOGRAFIA

1

(8%}

10.
11,

12,

13.
14.
15
16.

17.
18.
19.
20.
21
22,
23.

G. F. KIRKBRIGHT, T. S. WEST, C. WOODWARD. Anal. Chem. 37 (1),
137-43, (1965).

FOSTER DEE SNELL: “Photometric and Fluorometric Methods of Analy-
sis. Metalls”. Part 1. Novar York, Wiley, (1978).

A. 1. CHERKESOV. Doklady Akad. Nauk. SSSR. (118), 309-11, (1958).
D. B. GLADILOVICH, N. N. GRIGOR’EV, K. P. STOLYAROV. Vestn.
Leningr. Univ., Fiz., Khim. 22 (4), 130-4, (1976).

D. B. GLADILOVICH, N. N. GRIGOR’EV, K. P. STOLYAROV. Vestn.
Leningr. Univ., Fiz., Khim. (1), 120-7, (1977).

D. B. GLADILOVICH, N. N. GRIGOR’EV, K. P. STOLYAROV. Zh. Anal.
Khim. 33 (9), 1763-70 (1978).

D. B. GLADILOVICH, N. N. GRIGOR’EV, K. P. STOLYAROV. Vestn.
Leningr. Univ., Firz, Khim. (3), 109-113, (1978).

N. M. ALYKOV, A. I[. CHERKESOV. Zh. Anal. Khim. 30 (2), 225-31,
1975).

(H. WULLEN, E. STAINIER, M. LUYCKX. J. Pharm. Belg. 21 (7-8), 409-
23, (1966).

J. GARGALLO. Tesi Doctoral.

J. DUNACH, E. CASASSAS. Comunicacié presentada a les “1%% Jornadas

de Analisis Instrumental (1% J.A.1.), Barcelona (1975).

J. DUNACH, E. CASASSAS. Comunicacié presentada a la reuni6 de la
Société de Chimie Physique, Bellaterra, (1975). (compte rendu publicat a

J. Chim. Phys., 72, 959, (1975)).

P. JOB. Ann. Chim. (Paris). 9, 113, (1928).

J.H. YOE, A. JONES. Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 16, 111, (1944).

W. LIKUSSAR, D. F. BOLTZ. Anal. Chem. 43 (10), 1265-72, (1971).
HERCULES: “Fluorescence and Phosphorescence Analysis”. Interscience

Publishers. Pag. 109, (1966).

K. HIROTA. Z. Physik. Chem. 35, 222-33, (1962).

A. WELLER: “Progress in Reaction Kinetics”. Pag. 188-214, (1961).
KWAN-KIT MUI, W.A.E. MCBRYDE. Canad. J. Chem. 52, 1821, (1974).

R. TAULE. En preparacio.

S. G. SCHULMAN, H. GERSHON. J. Inorg. Nucl. Chem. 31, 2467, (1969).
I.UP.A.C.: “Compendium of Analytical Nomenclature”. Pag. 133, (1977).
LUP.A.C.: “Compendium of Analytical Nomenclature”. Ed. Pergamon
Press. Pag. 9, (1978).

[Butll. Soc. Cat. Cien.], Vol. V, 1985



