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Capitulo I . Introduccion

.L1.-OBJETO Y PLAN DE TRABAJO

La presente Memoria forma parte de una linea de investigacion mas amplia , conformada
por los directores de la misma y que podria resumirse como orientada hacia el estudio y disefio
de nueva metodologia electroanalitica para la determinacion de oligoelementos en matrices (en
particular fluidos ) de naturaleza biolégica. En esta oportunidad, concretamente, se ha dirigido
la atencion al cobre ( dentro de los primeros ) y al liquido cefalorraquideo ( LCR) ( dentro de los
segundos ) .

En forma resumida, los principales problemas con que se enfrenta el presente trabajo son
los siguientes :

a) La presencia de cobre en concentraciones extraordinariamente pequefias, para cuya
determinacion no existen técnicas analiticas adecuadas , ni por su sensibilidad, rapidez,
economia, cantidad de muestra necesaria, etc. , limitaciones mucho més acusadas si se considera
la naturaleza de las muestras en estudio, tales como liquido cefalorraquideo ( LCR ), etc.

b) La presencia de materia organica ( M.O. ) en las muestras, que interfiere gravemente
en las técnicas electroanaliticas que se pretenden aplicar, especialmente cuando el objeto final
son los andlisis “in situ” e “in vivo” y por lo tanto no se puede recurrir a la mineralizacion de las
muestras.

c) El vacio bibliografico encontrado, consecuencia sin duda y en primer lugar por la
elevada dificultad intrinseca del tema abordado.

De los tres aspectos enumerados , probablemente sea el segundo el que , por ser el menos
estudiado, presente en estos momentos un mayor calado analitico y, por consiguiente, merezca
mayor atencion y comentario. Es bien conocido que la materia organica ( M.O.) presente en
los fluidos bioldgicos participa en mayor o menor proporcion en fenémenos de adsorcion sobre
superficies de mercurio e igualmente son de dominio general las excepcionales propiedades que
este metal aporta cuando se utiliza como electrodo de trabajo en técnicas electroanaliticas. Lo
primero ha motivado frecuentes abandonos del mercurio con fines analiticos, dado que la
adsorcion incontrolada de materia organica en su superficie, la consiguiente disminucion de ésta
y en general su comportamiento irregular, no solo disminuye la sensibilidad analitica sino

también ( 'y lo que es mas grave ) proporciona resultados erraticos de imposible interpretacion.
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Capitulo I . Introduccion

Lo segundo justifica la insistencia de algunos investigadores por estudiar en profundidad el
mecanismo de adsorcion de la M.O. sobre mercurio para, de esta manera, aumentar el campo de
aplicacion de los electrodos de mercurio ( gotas, pelicula, amalgama, etc. ) al andlisis de analitos
ahora interferidos ( iones metalicos y otros ) o al de las propias sustancias interferentes.
Sanchez Misiego y colaboradores han llevado a cabo estudios que abordan esta tematica,
algunos de ellos publicados (1, 2 ) y otros por publicar, utilizando como analito el cobre presente
en agua de mar. Podra discutirse si el agua de mar puede o no calificarse como fluido bioldgico,
pero lo cierto es que tiene nexos de unién cientificamente muy interesantes con los aceptados
universalmente como fluidos bioldgicos: plasma, LCR, sudor, orina, saliva, etc. Por ejemplo, en
su seno se desarrolla una parte importante de los seres vivos ( animales y vegetales ), los cuales
obtienen de ella la principal parte de sus alimentos, presenta una composicion salina que a su vez
condiciona una presion osmotica compatible con los seres vivos que en ella se desarrollan,
presenta recursos fisico- quimicos que garantizan la necesaria termorregulacion o la constancia
de pH ( también ligeramente alcalino, a semejanza de la mayoria de los fluidos bioldgicos ), etc.
El agua de mar también posee una amplia variedad de M.O., que en buena proporcion
interactla con los iones metéalicos en ella presentes; pero , a diferencia con los fluidos biolégicos,
su contenido en esta M.O. es bastante menor, de tal manera que los estudios indicados de
Sanchez Misiego y colaboradores han constituido a manera de puente de unién entre las
matrices exentas de materia organica ( bien en origen o después de mineralizar ) y las matrices
aqui conocidas como fluidos biol6gicos. Asi, se ha demostrado que el cobre presente en el agua
de mar ( monovalente y divalente, y al menos parcialmente ligado a la materia organica ) se
libera en su totalidad si se modifica el medio hasta valores suficientemente acidos ( pH =2 con
HCI) o en presencia de etilendiamina (EN) hasta pH superiores a 9; en otras palabras, anulando
la capacidad complejante de la M.O., ( que es el recurso mas frecuente), o compitiendo con ésta
acudiendo para ello a una sustancia de mayor capacidad complejante. Se comprobé igualmente
gue estos procesos son quimicamente reversibles y cuantitativos y que la sensibilidad del método
electroanalitico estd muy condicionada a que el proceso de redisolucion lleve al cobre hasta Cu
() o Cu (II) y, muy especialmente, a que dicho proceso de redisolucion sea 0 no
electroquimicamente reversible
(‘esto ultimo solo aplicable a técnicas en que el barrido de potenciales no sea lineal ). En cuanto

a la M.O., se concluyd que el cobre incorporado en adiciones estandar ofrece similar
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comportamiento al cobre presente en el agua de mar, de manera que dicha M.O., actla sin
discriminar su origen. Y de otro lado se demostrd que su presencia no afecta significativamente
ni a la sensibilidad ni a la repetitividad de los resultados, si se les compara con los obtenidos con
matrices sintéticas de agua de mar, pero sin M.O.; lo que debe interpretarse como que los
anunciados fenémenos de adsorcién no constituyen interferencia cuando se opera en las
condiciones indicadas.

Pero no ocurre lo mismo cuando se sustituye el agua de mar por plasma sanguineo, por
ejemplo. En este caso las sefiales de redisolucibn son mucho menores e inconstantes,
comprobandose que el electrodo de mercurio se deteriora con el tiempo progresivamente, de
manera especial si se opera con pelicula. La explicacion de esta fenomenologia se encuentra en
que ahora la concentracién de M.O. es mucho mayor y su adsorcion sobre la superficie de
mercurio es lo suficientemente cuantiosa como para interferir; de hecho, cuando se opera con
agua de mar en la que se ha enriquecido entre 10 y 50 veces su contenido organico, los
fendmenos observados son similares ( 3) . Si se da la vuelta a toda esta descripcién se deduce
que “ la interferencia causada por el material organico cuando se opera con electrodos de

mercurio deberia eliminarse diluyendo la matriz lo suficiente ” ; obviamente esto no es tan

sencillo, sobre todo cuando el analito esta a nivel de traza, pero en todo caso ahora el problema
seria otro: encontrar procedimientos lo suficientemente sensibles.

Caminando por esta via, en la presente Memoria se acude a condiciones ( reactivos ) que
operan en medios moderadamente alcalinos, que propician que el proceso de redisolucion
involucre dos electrones ( Cu® = Cu®") y que sea electroquimicamente reversible; todo ello
aplicado a un tipo de matriz perteneciente al grupo de fluidos biolégicos y con un contenido en
M.O. moderadamente bajo; podria decirse que intermedio entre el agua de mar y otros fluidos
bioldgicos, de forma que se afiadiria un nuevo eslabon a la cadena de estudios que se van
conformando: muestras sintéticas o mineralizadas, agua de mar,...LCR... , otros fluidos
bioldgicos.

Desde el punto de vista de las técnicas electroanaliticas, se ha recurrido a las mas
sensibles, bien porque admiten preconcentracion ( voltamperometrias en sus variantes DPP y
SWV ), bien porque dicha preconcentracion la tienen incorporada “per se” ( potenciometria de
redisolucién). Por las razones expuestas, la electrodica empleada ha sido siempre de mercurio

( gota o pelicula) y los reactivos modificadores estuvieron circunscritos a los de la familia o
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derivados de la etilendiamina, ya que otros reactivos ensayados han resultado no eficaces o
requieren estudios que exceden el objeto de esta Memoria.

En definitiva, el OBJETO del presente trabajo, se centra en los siguientes puntos :

1.- Aportar nuevos conocimientos al fendmeno interferente que supone la presencia de
M.O. en las matrices objeto de andlisis mediante técnicas electroanaliticas que usan electrodos
de mercurio.

2.- Incorporar al procedimiento analitico nuevas estrategias que permitan el empleo del
mercurio como material electrodico en técnicas electroanaliticas aplicadas al analisis directo de
oligoelementos en fluidos bioldgicos.

3.- Disefiar nueva metodologia analitica aplicable al control de cobre en LCR, como
aportacion al diagndstico y seguimiento de enfermedades relacionadas con dicho parametro,

como la de Wilson.
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.2.- EL COBRE EN LA VIDA

1.2.1.- Introduccion

Ademas de los elementos quimicos mayoritarios ( desde C, H, O, hastaCa, P, Na,
K, y Mg ), el cuerpo humano contiene cantidades traza de la mayor parte de los elementos del
Sistema Periddico ( S. P.). Enla Tabla 1.2.1.1. se resumen algunos datos sobre contenido total,
absorcion y excrecion de 23 elementos traza; se trata de valores medios correspondientes a
mediciones realizadas en diversos érganos, tejidos y liquidos corporales de sujetos de unos 70
Kg de peso corporal (4) .

Muchos de estos elementos traza son considerados esenciales para la vida,
conservacion de la salud y reproduccion; se conocen con cierta precision sus funciones como
cofactores enzimaticos o como electrolitos en los liquidos corporales, asi como su importancia
en los sistemas de transporte de oxigeno 0 como componentes de macromoléculas que no tienen
accion enzimatica.

La lista de elementos quimicos con funcion biolégica ha ido ampliandose
progresivamente; ello ha sido posible gracias a la puesta a punto de técnicas adecuadas para

realizar analisis en muestras organicas ( alimentos o tejidos ) altamente purificadas, es decir,

descontaminadas de elementos quimicos procedentes del medio ambiente ( de origen
extraorganico ); todo lo cual ha permitido, a su vez, estudiar el efecto de deficiencias de
elementos traza especificos sobre numerosos aspectos fisioldgicos, tanto en animales y plantas
como en seres humanos.

Algunos investigadores especialistas en el estudio de la significacion bioldgica de los
elementos traza sugieren que, probablemente, todos los elementos del S.P. tienen ( 0 se
descubrira que tienen) alguna funcidn fisioldgica. De todas formas, ciertos elementos tales como
Cd, Pb y As estan ya muy caracterizados por sus propiedades téxicas y nocivas sobre el
metabolismo humano. Puede decirse que con las solas excepciones del Fe y I, la importancia
fisioldgica de los demas elementos traza presentes en la dieta se estd empezando a conocer
recientemente. De hecho ciertas alteraciones de determinadas funciones fisioldgicas se
comienzan a asociar con deficiencias nutricionales de elementos traza especificos; por ejemplo,

fldor y caries dental, cromo e intolerancia a la glucosa, cobre e hipercolesterolemia, etc. En este

Capl/5



Capitulo I . Introduccion

sentido, conviene siempre tener muy en cuenta los efectos de los tratamientos tecnoldgicos
utilizados en la industria alimentaria ( refinados, liofilizados, etc. ) sobre el contenido de
elementos traza ( u oligoelementos ) que, en dltima instancia, son consumidos por los

individuos, para bien o para mal.
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TABLA1.2.1.1.
ELEMENTOS TRAZA PRESENTES EN LOS SERES HUMANOS.

Elemento Contenido medio Facilidad de Concentracion en Organos de Ruta de excrecion
(enorden de en el cuerpo absorcion a partir plasma (pg/dl) acumulacion principal
abundancia) (70Kg) (mg) de la dieta (%) principal

Hierro 3500-4500 5-15 100 Higado,Bazo Bilis
Flaor 2600-4000 40-100 20-100 Dentadura Orina
Cinc 1600-2300 31-51 100 Piel,Huesos Pancreas,Bilis
Silicio 1100 1-4 500 Piel -
Plomo 122 5 15-40 Hueso Bilis
Aluminio 50-150 0.1 13-17 Pulmén Orina
Cobre 60-80 30-60 100 Higado Bilis
Boro 48 99 - Hueso Orina
Cadmio 30-38 25 0.1-0.7 Rifion,Higado Orina
Bario 22 1-15 10-20 ¢ Piel ? Orina
Selenio 21 35-85 7-30 ¢ Rifibn ? Orina
Germanio 20 Facil - Bazo Orina
lodo 10-20 100 2-4 Tiroides Orina
Estafio 14 2 - Higado,Bazo, Orina
Pulmén
Arsénico 8-20 5 10-64 ¢Piel,Cabello? Orina,Bilis
Manganeso 12-16 3-4 1-2 Higado,Hueso Bilis
Molibdeno 9-16 40-100 1-3 ¢Higado? Orina
Mercurio 13 5-10 0.5-1 Rifién -
Vanadio 10 0.1-1.5 0.5-2.3 (Grasa? Orina
Titanio 9 1-2 - Pulmén Orina
Niquel 5-10 3-6 2-4 Piel,Higado Orina
Cromo 1-5 1 0.15 Bazo,Corazén Orina
Cobalto 1.1-15 63-97 0.007-6 Higado,Grasa Orina
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El cobre, lo mismo que el cinc y otros muchos elementos traza, se encuentra en altas
concentraciones en la porcion germinal de las semillas de los cereales integrales. Ademas, son
buenas fuentes de cobre las leguminosas, higado, crustaceos y moluscos. Por el contrario, la
carne, leche, derivados lacteos, cereales descascarillados y productos de panaderia, son alimentos
relativamente pobres en cobre.

Los sistemas bioldgicos han hecho buen uso de las propiedades del cobre, especialmente
su capacidad para aceptar y donar electrones ( es decir, como participante en reacciones de
oxidacion-reduccion ) mientras forma complejo con alguna proteina; de hecho, los iones del
cobre forman facilmente complejos con los aminoacidos, generalmente mas estables que los que
éstos forman con otros iones metélicos.

El cobre normalmente se encuentra como un constituyente de proteinas, no como ion
libre, sino formando parte principalmente de enzimas, y son esas relaciones " proteinas- cobre
/ enzimas " las que estan implicadas en funciones metabolicas vitales.

En términos de valores medios, el ser humano adulto contiene del orden de entre 50-80
0 70-100 mg de cobre total en su organismo, segun los autores. Por lo tanto su concentracion
corporal es notablemente inferior a la del hierro o cinc . (5). La toma media de cobre es 2-5
mg/dia y de esta cantidad se absorbe alrededor de una tercera parte. Para mantener un balance
normal, deben ocurrir pérdidas de aproximadamente 0,6-1,6 mg/dia, ademas de las pérdidas
fecales de Cu no absorbido. EI 80% del total de Cu se elimina por la bilis, 0,5-1,3 mg/dia. El
resto, 0,1-0,3 mg, se pierde a través de la orina y el sudor.

Por lo que respecta a su distribucion corporal, en la Tabla 1.2.1.2. (4) se indica que en
el ser humano los niveles de cobre mas elevados pueden medirse en higado y en cabello; otros
organos que tienen altas concentraciones de cobre son el cerebro y el corazén, mientras que las
concentraciones en otros 6rganos o tejidos son considerablemente mas bajas y relativamente
similares entre si. Desde el punto de vista de masa corporal, se puede considerar que el higado,
tejido muscular y sangre, albergan la mayor cantidad de cobre del organismo, aunque pueden
encontrarse cantidades menores del elemento en otras células y tejidos . Curiosamente, hay una
alta concentracion de cobre en el higado fetal durante los tres Gltimos meses del embarazo, y s6lo

alrededor del cuarto afio del nifio el cobre en higado revierte a los niveles normales de adultos.
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Por su parte, los niveles de cobre en sangre total de individuos sanos estan normalmente
en el rango de 1,1-1,5 mg/l, aunque estos valores pueden fluctuar con la edad, ejercicio y

condicién de salud. (6 ).

TABLA 1.2.1.2.
CONCENTRACIONES DE HIERRO Y COBRE EN VARIOS ORGANOS DE
INDIVIDUOS ADULTOS

Hierro (pg/g) Porcentaje de Cobre (pg/g) Porcentaje de
contenido corporal contenido corporal

Sangre 500 70 1.2 8
Higado 180 8 7 13

Rifion 16 0.1 2.7 1
Corazén 20 0.1 34 1
Cerebro 33 14 4.6 9

Bazo 70 0.2 1.2 0.1
Pulmén 19 0.5 1.6 2
Musculo 9 6? 11 38
Cabello - - 15

Médula 6sea 300 57?

Todos los fluidos del cuerpo contienen complejos de cobre, encontrandose altas
concentraciones en bilis, la cual proporciona el mejor camino excretor para el cobre. Por otra

parte, la orina contiene muy bajos niveles de cobre.
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1.2.2.- Funciones fisioldgicas

La gran importancia del cobre se pone de manifiesto cuando se consideran las enzimas
que requieren el mismo. Las enzimas del cobre estan extensamente distribuidas dentro del
cuerpo; ellas cumplen varias y diversas funciones, que incluyen catéalisis tanto de oxidacion-
reduccion como de proteccién a nivel celular junto a radicales superdxido. Al menos diez
enzimas son conocidas por ser sus funciones dependientes de cobre, y si disminuye la funcion

de alguna de ellas probablemente se produzcan defectos en el metabolismo.

Citocromo-c-oxidasa: es el componente terminal de la cadena transportadora de

electrones de la membrana interna de la mitocondria en todas las células de mamiferos y es
requerida por las células para producir toda la energia necesaria para conducir las reacciones

bioquimicas que requieren energia.

Dopamina-[3-hidroxilasa: es esencial para la conversion de Dopamina —~NorAdrenalina,

una hormona neural que juega un importante papel en la transmision de impulsos nerviosos.

Lisil-oxidasa: es necesaria para los enlaces de elastina y colageno durante la formacion,

mantenimiento y reparacion del tejido conectivo.

Superoxido dismutasa:( ver Figura 1.2.2.1. ) ( 4 ) se requiere para prevenir la

acumulacion de radicales superéxido que causan dafio celular; la enzima responsable es una

metaloenzima de cobre-cinc encontrada en el citosol de todas las células.

Ceruloplasmina, proteina que aloja la mayor cantidad de cobre extracelular

( plasmético y del liquido intersticial ), ejerce una cierta actividad oxidasa ( muy débil e
inespecifica ), pero que puede tener importancia en los procesos de transferencia del hierro
contenido en los depositos celulares a la molécula de transferrina, la cual transporta hierro a la

médula dsea y a otros lugares del organismo que precisan del elemento.
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Esta funcion de la ceruloplasmina explica, en parte, que las sintomatologias de las
anemias por deficiencia de hierro y por deficiencia de cobre, sean muy parecidas.
El cobre también es requerido por un nimero de aminas oxidasas que son responsables
de fallos de aminas.
La relacion del cobre con todo este sistema tan variado de enzimas significa que
alteraciones en el metabolismo del cobre tienen importantes efectos: en general en relacion al

aprovechamiento de energia y , mas especificamente, en el sistema nervioso y en el tejido

conectivo.
FIGURA 1.2.2.1.
REACCIONES CATALIZADAS POR ENZIMAS QUE CONTIENEN COBRE EN
MAMIFEROS
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Ademas, el cobre es esencial para el crecimiento saludable y la reproduccion de un gran
nimero de plantas, debido a su existencia como constituyente de varias proteinas,
principalmente enzimas, las cuales tienen variadas pero importantes funciones metabdlicas. Estas
proteinas que contienen cobre (proteinas de cobre o enzimas de cobre ) tienen funciones clave
en: respiracion, fotosintesis, lignificacion y metabolismo de fenol, sintesis de proteinas y

regulacion de auxinas ( hormonas de crecimiento ).

Como con otros micronutrientes, el metabolismo de las plantas se deteriora cuando el
contenido en cobre esta por encima o por debajo de unos valores establecidos, debido a la gran

influencia que tiene en variados procesos.
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1.2.3.- Funciones bioldgicas

El cobre esta implicado en determinadas e importantes funciones a nivel bioldgico, entre

las que cabe destacar las siguientes :

Sintesis de Hemoglobina: EI descubrimiento, en ratas, de que el cobre y sélo él evita la

anemia resistente al hierro ha sido seguido en otros trabajos que revelan la notable
interdependencia entre cobre e hierro. En cerdos, por ejemplo, se ha comprobado que una
deficiencia de cobre puede indicar una defectuosa absorcion de hierro por el tracto
gastrointestinal. La ceruloplasmina, proteina de cobre, juega un papel principal en la
movilizacién del hierro desde las células del reticulo endotelial. En ovejas y ganado vacuno, la
deficiencia de cobre lleva a la acumulacion de hierro en higado y a una inferior extension en otros

organos, por ejemplo el bazo.

Pigmentacion y textura de pelo: Uno de los signos mas facilmente reconocibles de la

deficiencia de cobre en animales son el cambio en el color y la textura del pelo. EI fundamento
quimico del cambio de color es una alteracion en el metabolismo de la tirosina, un precursor de

la melanina.

Funcién nerviosa: Diversos trastornos del sistema nervioso central incluyendo ataxia,

temblor, ataque clénico, hipomielinizacion o desmielinizacion y reducidos niveles de
esfingolipidos son sintométicos de deficiencia de cobre en muchos animales. Animales de
experimentacion con dietas deficientes en cobre muestran lesiones necroticas en cerebro.

La funcion del cobre en el cerebro es asociada probablemente con dopamina y
noradrenalina, las cuales se encuentran en concentraciones mas bajas de lo normal en el tronco
cerebral de corderos y ratas con deficiencias de cobre. Bajas concentraciones de dopamina y
adrenalina se asocian en humanos con la enfermedad del Parkinson, una enfermedad

caracterizada por temblores moderados y alteraciones motoras.
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Proteccion frente a radicales superoxido: La dismutacion de aniones superdxido por

enzimas superdxidodismutasas de cobre y cinc, potencialmente proporciona menos aniones

superdxido nocivos por convertirlos en H,0, menos reactiva.

Tejido conectivo: Se descubrid en 1961 ( 7 ) que el cobre juega un papel importante en

la maduracion del tejido conectivo por via de la enzima lisil-oxidasa, una enzima encontrada casi
exclusivamente en este tejido. Los 6rganos mas vulnerables en tejido conectivo son : sistema

cardiovascular, huesos y pulmones.

Integridad cardiovascular: Probablemente la indicacion més importante de la deficiencia
de cobre es la que afecta a la integridad y elasticidad de las arterias, de considerable significacion
en la etiologia de enfermedades cardiovasculares. Asi, se ha observado en animales ( pollos,
cerdos, gatos, ratas, etc ) que una deficiencia de cobre puede provocar la debilitacién repentina
y ruptura de una arteria principal, incluso del corazén. En humanos, esta alteracion arterial es

frecuentemente el suceso terminal en pacientes con enfermedad de Menkes.

Huesos: Los huesos de animales con deficiencia de cobre son mas frégiles de lo normal.
Esta anormalidad se ha detectado en diferentes especies animales, asi como en pacientes con
enfermedad de Menkes. Por ejemplo, un sintoma comun de la deficiencia de cobre en ovejas es
un aumento de la incidencia de fracturas espontaneas de huesos. El defecto parece estar asociado
con los componentes organicos y no con el material cristalino del hueso; se cree que la causa son
las defectuosas uniones del colageno ya que el colageno total en huesos deficientes en cobre

suele estar inafectado.

Pulmones: La funcién normal del pulmén depende de las células del parénquima del
pulmdn apoyadas por el colageno extracelular y elastina. Se ha observado que el enfisema
pulmonar en animales puede ser debido a fallos en su formacion originados a su vez por

deficiencias de cobre.
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Inmunocompetencia: En trabajos recientes se han encontrado que, en animales con dieta

pobre en cobre, aparecen importantes reducciones en el nimero de células de anticuerpos, lo que

facilita la posibilidad de adquirir infeccion por Salmonella Typhimuriun. ( 8 ).

El cobre ha sido recientemente asociado con el metabolismo lipidico, lo que induce a

pensar que el metabolismo de lipidos puede ser mas sensible a los cambios de estado del cobre
que a la anemia. Trabajos en ratas, han mostrado que la deficiencia de cobre puede aumentar de
forma importante el colesterol en plasma. Ademas, hay modificaciones en la unién de colesterol
a diferentes tipos de lipoproteinas que estan asociadas con un aumento de riesgo de
arterioesclerosis, una enfermedad en la cual se almacenan sustancias grasas en las paredes
arteriales. La evidencia que asocia lipido y metabolismo de cobre viene de la identificacion de
agentes (9 ) que pueden:
-- Aumentar el colesterol en plasma e inhibir la absorcién de cobre.

-- Disminuir el colesterol en plasma y mejorar la absorcion de cobre .
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1.2.4.- Deficiencia y toxicidad

La eficacia con la que tiene lugar la absorcion de cobre varia ampliamente no sélo entre

tipos de animales, sino entre sus diferentes razas, incluso esta influenciado por la composicion
dietética. ( 10 ). De hecho, el poco cobre presente en la leche es muy bien absorbido por los
animales, alcanzando una eficacia del 50% o superior; tal eficaz utilizacion del cobre, combinada
con las normalmente altas reservas en el higado de animales recién nacidos, protege a los
animales jovenes de las consecuencias de las antedichas bajas concentraciones de cobre en la
leche.

En resumen: No es posible juzgar la adecuacion de la dieta de cobre simplemente
atendiendo a la ingesta del mismo, puesto que no todo este cobre es absorbido: Se estima que la
fraccidn absorbida oscila entre el 25 y cerca del 60%.

La absorcion de cobre ocurre principalmente en el medio &cido del estomago e intestino
superior, probablemente formando complejos con aminoéacidos y péptidos ( 5 ), y puede ser
disminuida con iones calcio, potasio y amonio en concentraciones relativamente altas.

Ademas, molibdeno y azufre son dos de los mas importantes factores de la dieta
identificados, que reducen la eficacia de la absorcion de cobre. ( 11,12 ) . Los mecanismos
implicados no son del todo conocidos pero , con independencia de los mismos, es importante
considerar los contenidos de ambos, molibdeno y azufre, en dietas cuando se intenta predecir la
suficiencia de diferentes ingestas de cobre.

Se handesarrollado ecuaciones, basadas en datos procedentes de experimentos con ovejas
y dietas con diferentes contenidos en Mo y S, para predecir la eficacia de la absorcion de cobre;
la validez de tales ecuaciones parece depender de la naturaleza de la dieta tanto como de los
contenidos de Mo y S, y puede aplicarse solamente por encima de un rango particular de
contenido en molibdeno. Asi una dieta tan pequefia como 1 mg de molibdeno por Kg puede

limitar la utilizacion del cobre para el crecimiento de ganado (12) .
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En cuanto a la influencia que puede ejercer el hierro , se observé que dietas que contienen
mas de 350 mg/ Kg de hierro en materia seca pueden inhibir notablemente la utilizacién de cobre
por el ganado, aunque no han sido demostrados sintomas clinicos asociados. En general, parece
gue materia seca que contiene cerca de 800 mg de Fe/ Kg puede tener el mismo efecto
inhibitorio sobre la retencidn de cobre que el causado por 5 mg/ Kg de molibdeno.

Igualmente, altas cantidades de cinc y cadmio, a niveles presentes en el ambiente, pueden
inducir la deficiencia de cobre en rumiantes. Durante algin tiempo se ha sabido que cinc y
cadmio en exceso son complejados con proteinas ricas en cisteina ( metalotioneinas ), las cuales
también tienen capacidad de complejar cobre. Parece que cinc y cadmio en exceso podria

estimular la formacién de metalotioneinas, las cuales aislarian también cobre.

Por otra parte, las situaciones deficitarias de cobre son relativamente frecuentes, como

se deduce de las determinaciones de cobre realizadas en suero de individuos pertenecientes a “
poblaciones normales ” (113).

Los principales sintomas que aparecen como consecuencia de la deficiencia de cobre son:
concentraciones menores de cobre y ceruloplasmina en suero, un tipo de anemia similar a la que
se presenta por deficiencia de hierro, neutropenia y degeneracion del tejido vascular ( con
hemorragia ) por una inadecuada sintesis de elastina y, quizas también, de colageno.

Las situaciones corporales deficitarias de cobre son originadas casi siempre por
insuficiente aporte del cation en la dieta. También puede estar causada por pérdidas excesivas
del elemento, lo que por ejemplo puede suceder en individuos sometidos a tratamientos de
didlisis renal.

En individuos adultos deficitarios de cobre, la administracion oral de sulfato de cobre

( hasta 2 mg/ comprimido ) constituye la terapia adecuada para restablecer los niveles
plasmaticos normales del cation.

Todos los micronutrientes se presentan en tejidos animales y plantas en muy bajas
concentraciones ( ppm ) y elementos tales como cobre, hierro, cinc y manganeso pueden a veces
interactuar en los lugares de absorcion o utilizacién y, posiblemente, durante el transporte y
almacenamiento. Como resultado de ello, el exceso relativo de alguno de dichos elementos puede

inducir desérdenes metabdlicos que a menudo se presentan como una deficiencia de otros
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cationes metalicos. Por lo tanto, no se debe considerar al cobre ( 0 a ningn otro micronutriente)
aisladamente porque macroelementos y otros elementos traza pueden tener efectos acusados en
su relacion ingesta / absorcién y utilizacion en plantas y animales.

En general, cuando el cobre penetra en el organismo por via oral su toxicidad es
relativamente pequefia, tanto en los seres humanos como en los animales.

A diferencia del hierro y del cinc, la biodisponibilidad del cobre contenido en la dieta es
muy alta. La acumulacion de cobre en los tejidos empieza a ser significativa cuando la cantidad
del elemento en la dieta es de 200 a 500 veces superior a los valores normales. E incluso en estos
casos, la toxicidad del cobre es causada no tanto por el propio catidn, cuanto porque el cobre
interfiere en la absorciony distribucién corporal de otros iones metéalicos, particularmente, hierro
y cinc.

Ya se ha dicho que los problemas de toxicidad de cobre en animales dependen mucho de
la dieta ingerida no sélo de cobre, sino también de molibdeno, azufre, cinc, cadmio e hierro,
todos los cuales actan como antagonistas de la absorcién de cobre y su retencion en el
organismo; por ejemplo, la reduccion en el contenido de molibdeno de la dieta puede producir
toxicidad por cobre. Sin embargo, esto ocurre solamente cuando en la dieta predominan especies

ricas en cobre y pobres en molibdeno, tales como el trébol subterréneo.
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1.2.5.- Enfermedades relacionadas

Hay estudios que indican que el cobre puede tener gran significancia en diversas
enfermedades de adultos. El primer estudio de balance de cobre, presentado por Tompsett en
1936, mostro que los adultos normalmente eliminan diariamente entre 2,0-2,5 mg de cobre en
heces, orina, piel, saliva y menstruo. Este rango estd actualmente en linea con la dietética
recomendada ( 2,0-3,0 mg de cobre por dia) por la OMS y la National Research Council (USA)
(14). Durante el embarazo la necesidad se cree que esta en el rango de 3-4 mg por dia. ( 15).

Se ha encontrado que diversas enfermedades en el hombre estan asociadas con elevados
niveles de cobre en suero lo cual indica claramente la intervencion y probablemente la
importancia del cobre en la salud humana. ( 16 ); en esta linea se contempla un amplio repertorio
de enfermedades tales como: enfermedad de Addison, anemia aplésica, sindrome de Banti,
algunos carcinomas, desérdenes del sistema nervioso central, diabetes, enfermedad de Hodgkin,
anemia por deficiencia de hierro, leucemia, malaria, esquizofrenia y anemia perniciosa. Sin
embargo, los mecanismos implicados en la elevacion de cobre en suero no se conocen.

Hay enfermedades innatas , tales como las enfermedades de Wilson y de Menkes, que

consisten en alteraciones que afectan al metabolismo del cobre en sentidos opuestos.

La enfermedad de Menkes se debe a una alteracion asociada al cromosoma X de los

varones, aparece antes del tercer mes y por lo general termina con la vida del nifio antes del sexto
afio. Se manifiesta por un conjunto de sintomas caracteristicos de deficiencia de cobre; esta
originada por la incapacidad intestinal y hepatica ( mas o menos acentuada ) para transportar el
cation. En esta enfermedad se ha observado que el cobre se acumula en otras células tales como
los fibroblastos. Aln no se conoce su curacién y los intentos de control de la enfermedad han

resultado decepcionantes. ( 17).
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Desafortunadamente, el cobre administrado oralmente a los pacientes con esta
enfermedad es muy pobremente absorbido, ya que el cobre tiende a acumularse en las celdas
mucosales. Y por otra parte, la terapia de cobre intravenosa sélo tiene un éxito parcial en el

tratamiento de la enfermedad ( 18)..

Por su parte,_la enfermedad de Wilson no suele diagnosticarse hasta bien entrada la

adolescencia, pues no es hasta entonces cuando comienzan a aparecer los sintomas derivados de
la acumulacién tdxica de cobre en higado, rifion, cornea y sistema nervioso central, con la
consiguiente reduccion de la excreccion corporal del cation. La enfermedad, ademés, se
caracteriza por una menor biosintesis hepatica de ceruloplasmina.

El tratamiento terapéutico a base de agentes quelantes de cobre puede ser eficaz,
mejorando las expectativas de vida, sobre todo si la enfermedad se encuentra en sus primeros

estadios y los efectos téxicos de la misma todavia no son excesivamente marcados.

El cancer origina una alteracion muy marcada en la distribucion corporal y metabdlica
del cobre. Estudios realizados en animales y en seres humanos revelan que en patologias
cancerosas estan elevadas las concentraciones séricas de ceruloplasmina y cobre; se produce una
disminucion del turnover corporal del cobre; los niveles del catién en higado y rifion son méas
bajos y, al menos, en ratas, se produce un incremento de la absorcién intestinal de cobre.( 13).

La velocidad de sintesis de ceruloplasmina, asi como la propia estructura de la misma
proteina, esta alterada y se producen modificaciones en los mecanismos de distribucion y
metabolismo del cobre. Por otra parte, en seres humanos que consumen dietas en las que la

relacion Cu/Zn es baja, se ha podido observar una mayor incidencia de cancer de estébmago .

En estados inflamatorios es frecuente que las concentraciones séricas de cobre y

ceruloplasmina estén aumentadas de un 20 a un 30% , lo que podria sugerir un efecto positivo
del cobre y de la ceruloplasmina en el proceso de curacion de heridas y en la restauracion del

tejido conectivo de la zona dafiada en la que se desarrolld el proceso inflamatorio.

Cap /20



Capitulo I . Introduccion

Yase hadescrito, en parrafos anteriores, la importancia de la ceruloplasmina como fuente
proveedora de cobre a todas las células , y como proteina de crucial importancia. Las
observaciones clinicas relativas a las variaciones de la concentracion de ceruloplasmina sérica
son de gran valor en el diagndstico de patologias asociadas con las distintas funciones de esta
curiosa o,-glicoproteina, que es mucho més que una simple biomolécula transportadora de

cobre.

EnlaTabla1.2.5.1. (13 ) se resumen las principales situaciones corporales en las que es
posible establecer una conexion entre las concentraciones séricas de cobre y de ceruloplasmina.
Se observa, que la determinacién de los niveles séricos de la glicoproteina puede ser de gran
utilidad en el diagnostico y valoracion clinica de determinadas enfermedades. En este sentido
cabe sefialar que, clinicamente, siempre es preferible determinar especificamente la
ceruloplasmina sérica ( enzimaticamente o por radioinmunoensayo ), que la concentracion total

de cobre en suero.
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TABLA 1.25.1.
CONCENTRACIONES SERICAS DE COBRE Y DE CERULOPLASMINA EN
SITUACIONES DIVERSAS

Situacion Cambios en las concentraciones séricas de

cobre y ceruloplasmina

Condiciones normales
Menstruacion
Fase proliferativa
Fase luteinica
Embarazo
Segundo trimestre
Tercer trimestre
Uso de anticonceptivos orales
Con estrogenos
Con s6lo progestogenos
Fumador
Enfermedad infecciosa
Bronquitis
Hepatitis
Aguda
Cronica
Tuberculosis
Fiebre tifoidea
Vacuna virica (equina )
Enfermedad no infecciosa
EPOC
Epilepsia
Fibroadenoma
Enfermedad fibroquistica mama
Didlisis renal ( cronica)

Cirrosis hepatica

No cambio ( Cu)

No cambio ( Cu)

190 % (Cp)

1135 % (Cp)

174%(Cu)
No cambio (Cp)

121 % (CpO)

137%(CpO)

122%(Cp)
No cambio (Cp)
147%(Cu)
133%(Cu)

127%(Cu)

137%(CpO)
114%-53% (Cu)

142 % (CpO)

178 % (CpO)

No cambio (Cp)

Capl/22



Capitulo I . Introduccion

Biliar 169%-92% (Cp/Cu)
No biliar 122%(Cp)
Esclerosis multiple 118% (CpO)
Infarto de miocardio (agudo ) 122%-230% (Cu/CpO)

Psoriasis 129%(Cu)

Insuficiencia renal Pequefia var. (Cp/Cu)
Cirugia ( no de cancer ) 124%(Cu)
Ulceras / pélipos 133% (CpO)
Enfermedad de Wilson 165% (Cp)

Des6rdenes relacionados con los medicamentos

Sindrome de abstinencia de alcohol 115%(Cu)
Terapia de metadona 191%(Cp)

Cp = Ceruloplasmina, medida inmunoldgicamente.
CpO = Ceruloplasmina, medida como actividad oxidasa.

Cu = Concentracion sérica de cobre.

A continuacion se estudiara en profundidad la principal enfermedad originada por exceso

de cobre, y objeto y fin de nuestros estudios : la enfermedad de Wilson.
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1.2.6.- Enfermedad de Wilson

En 1912 Samuel Wilson, neurd6logo americano, publicO una monografia con la
descripcién completa de una enfermedad degenerativa caracterizada principalmente por la
destruccion de higado y tejido nervioso, incluyendo regiones lenticulares del cerebro.
Wilson llamé a su enfermedad “degeneracidn lenticular progresiva” y, aunque no la relaciond
con el metabolismo del cobre, sospechaba la probable presencia de un agente téxico. Un afio
después se identificd el téxico como el cobre, cuando fueron encontradas cantidades excesivas
de este metal en el higado, aunque la literatura no recogio nuevas noticias de este factor hasta
1.929, cuando se descubrieron grandes cantidades de cobre en cerebro y en higado de pacientes
con enfermedad de Wilson.(19).

Antes de los afios 50, la enfermedad de Wilson era fatal; el curso de la enfermedad
variaba entre los pacientes; a veces se dafiaba el higado y sus manifestaciones, tales como la
ictericia, fatiga, dolor abdominal, precedidos de desordenes neuroldgicos, a la vez que, amenudo,
habla defectuosa y torpeza, anunciaban el ataque de la enfermedad.

En 1.956 se descubri6 que la penicilamina podria detener el acimulo de cobre, invirtiendo
el curso de la enfermedad y restaurando las expectativas normales de vida. La dosis terapeutica
normal de Penicilamina es 1 g/dia tomados con el estdmago vacio para aumentar la absorcion;
aungue la capacidad quelante de los isémeros D y L de la penicilamina presumiblemente es la
misma, el farmaco se administra en la forma D, pues se ha comprobado que en nifios y adultos
jovenes el isomero L interfiere en la accion de la piridoxina.

También se recomienda evitar alimentos ricos en Cu, como higado, chocolate, nueces,
setas, melazas, guisantes, brécoles y mariscos. Por otro lado, algunos autores sugieren ademas
tomar pequefias cantidades de sulfuro de potasio via oral para bloquear la absorcion de Cu.

Ya se ha hablado anteriormente de las proteinas del cobre presentes en los mamiferos,
de sus funciones y de sus propiedades; pero ninguna de estas proteinas, excepto la
ceruloplasmina, presentan niveles anormales en pacientes con Wilson; la atencion se ha centrado,

pues, en esta proteina, como principal sospechosa de la acumulacién de Cu en el organismo.
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La CERULOPLASMINA tiene un P.M. : 132.000 dalton y contiene 6-8% de

carbohidratos. Estd compuesta por una cadena simple de polipéptidos con 1.065 aminoacidos.
El contenido de Cu de la ceruloplasmina es 0,3%, que se corresponde con 6 atomos de Cu por
molécula.

La ceruloplasmina tiene actividad oxidasa hacia varios componentes, incluyendo aminas
aromaticas, fenoles, cisteina, acido ascorbico y el ion ferroso. No se conoce si esta capacidad
general de oxidacién es significativa fisiologicamente; parece segura su participacion en la
movilizacién del hierro, desde sus dep6sitos como ferritina y hemosiderina, hasta la transferrina,
que es la proteina que lo transporta en plasma.

En ferritina, hemosiderinay transferrina, el hierro esta en estado férrico. Se cree que, para
atravesar las membranas de las células de los depdsitos, el metal debe estar reducido al estado
ferroso. La capacidad ferroxidasa de la ceruloplasmina interviene en la reoxidacion del hierro al

estado férrico en la superficie de las células del depésito para poderse incorporar a la transferrina.

La concentracion normal de ceruloplasmina en adultos esté entre 200-400 mg/l de sangre.

Sobre el 90% del Cu que se encuentra en plasma, esta unido a la ceruloplasmina, y el resto, 60-

120 pg/l se une mayoritariamente a la albimina y algo a histidina 6 glutamina.

En un 90% de pacientes con Wilson, los niveles de ceruloplasmina en suero estdn mas

bajos que los normales. En algunos casos la proteina esta practicamente ausente. Normalmente,

sobre 0,5 mg de Cu al dia se usan en la sintesis y catabolismo de ceruloplasmina. Eventualmente,
la acumulacion de Cu excede la capacidad de deposito del higado, vertiéndose al torrente

sanguineo, y precipitando en zonas como cerebro, rifion y ojos.

La falta de ceruloplasmina es la causa principal del acimulo de cobre, aunque

alrededor de un 5% de pacientes con enfermedad de Wilson tienen normales los niveles de

ceruloplasmina.
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Desde el punto de vista genético, la enfermedad de Wilson es una alteracion heredada.
El gen defectuoso es recesivo y ocurre con una frecuencia préxima a 1 en cada 90 personas, sin
preferencia por ningln grupo racial.

El gen defectuoso se localiza en el cromosoma 13 y debe estar involucrado en la
regulacion de otros metales pesados también, porque el Cu no es el Unico metal que se acumula
en los pacientes con enfermedad de Wilson.

Los signos clinicos de la enfermedad, consisten en la acumulacion toxica de Cu en
higado, cerebro y otros 6rganos. Es caracteristica la deficiencia de la proteina plasmatica
transportadora del metal, la ceruloplasmina. Los efectos toxicos del Cu en el higado pueden
manifestarse como hepatitis aguda, cirrosis del higado o hepatosplenomegalia asintomatica. Las
manifestaciones iniciales son extrahepaticas. Los primeros signos clinicos en la mayoria de los
pacientes son trastornos neuroldgicos o psiquiatricos y siempre se observan anillos de Kayser-
Fleischer. Estos depositos de cobre verdes o dorados en la membrana de Descemet de la cdrnea
no interfieren nunca con la visién, pero siempre indican que se ha liberado cobre hepatico y hay
dafo cerebral.

Las principales manifestaciones neurolégicas son trastornos del movimiento,
particularmente temblor de movimiento o de reposo. Son comunes la espasticidad, rigidez, corea,
salivacion, disfagia y disartria. Son evidentes las alteraciones psiquiatricas, en parte debidas a
efectos toxicos del cobre sobre el cerebro.

Desde un punto de vista patogénico el defecto metabdlico en la enfermedad de Wilson
es la incapacidad de mantener un balance de cobre cercano a cero. En circunstancias normales
todo el cobre tisular existe como elemento prostético de las proteinas con cobre, tales como:
citocromo-oxidasa, tirosinasa , superoxido dismutasa y ceruloplasmina. Normalmente
existe poca o ninguna cantidad de cobre libre ( cobre no proteinico ). En la enfermedad de
Wilson hay mas cobre que el que puede unirse especificamente a las proteinas con cobre; este
cobre es tan toxico entonces como el exceso de hierro, cinc, mercurio o plomo. Probablemente
la toxicidad de estos cationes se debe en gran parte a combinaciones anormales con proteinas que

normalmente no contienen metales.
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En el cerebro el cobre en exceso se distribuye en forma ubicua. La necrosis de las
neuronas puede ser precedida por la aparicion de células de Opalski y de Alzheimer tipo I1; sin
embargo, ninguna es especifica de la enfermedad de Wilson. El aumento de cobre en los rifiones
produce muy poco o ningin cambio estructural y comunmente no se altera la funcion renal.

Como ya se ha dicho, la enfermedad de Wilson tiene su origen o fundamento en una
disminucion anormal de la cantidad de ceruloplasmina, proteina encargada de transportar el cobre
en la sangre y en el cerebro. A nivel cerebral , el fluido mas importante y caracteristico es el
liquido cefalorraquideo ( LCR ) o fluido cerebroespinal, que se forma y circula por los
ventriculos cerebrales y meninges. Si disminuye genéticamente la cantidad de la proteina
(ceruloplasmina) que transporta, controla y retiene el cobre, éste queda libre en cuantia mucho
mas elevada que la normal en situaciones no patoldgicas, convirtiéndose en un material toxico;
precisamente, este incremento en la cantidad de cobre libre en el LCR es la causa de los signos
clinicos de la enfermedad y, a su vez, constituye un parametro utilizado para el diagnéstico y
control evolutivo de la enfermedad de Wilson. Asi, mientras que en personas sanas la presencia
de Cu en LCR no suele superar las 100 ppb, en personas con esta enfermedad son frecuentes
niveles del orden de 200 ppb.

El Gnico antecedente en Espafia de andlisis de cobre en LCR se debe a la Dra. Suquia
Mdgica ( 20 ) , quien en su Tesis Doctoral hace una breve incursion en el tema; acudiendo al
método de aspiracidn directa y siguiendo técnicas de absorcién atémica, establece como limite

de deteccién 35 ppb de cobre.
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1.3.- TECNICAS USADAS EN EL ANALISIS DE ELEMENTOS TRAZA
(COBRE)

Vista la importancia de la presencia de cobre, no s6lo en humanos sino también en
animales y plantas, se procedid a revisar los métodos mas adecuados para su determinacion.
Existen diferentes métodos analiticos suficientemente sensibles para medir concentraciones tan
pequefias como las que dan caracter a los elementos traza ; cada uno de ellos aporta
sensibilidades especialmente grandes segun qué elementos, en qué tipos de matrices y segun en
qué tipo de condiciones, de manera que no resulta posible relacionar elementos concretos con
métodos analiticos concretos. De ahi la importancia de conocer las caracteristicas mas generales
de cada uno de éstos, de forma que se disponga de criterios para seleccionar el método idéneo
para cada problema planteado, tomando en todo caso, entre los criterios de seleccion, parametros

que hagan referencia al limite de deteccion, al limite de confianza y a la economia.

1.3.1.- Espectrometria de absorcion

La espectrometria de absorcion es un método para analisis elemental, especialmente para
muestras en disolucién. Es muy sensible, puede detectar elementos en el rango de unas pocas
ppm ( atomizacion por llama ) o en el rango de unas pocas ppb ( atomizacion electrotérmica ),
no siendo importante en la mayoria de los casos en qué forma molecular se encuentre el metal
puesto que mide la concentracion total, en todas las formas moleculares de la muestra. La técnica
en si es muy selectiva; de hecho, el andlisis del metal se puede llevar a cabo en presencia de
otros muchos elementos sin, normalmente, tener que separar el elemento analizado de los otros
de la muestra, con la ventaja que esto supone pues simplifica el proceso, ahorra tiempo y evita
errores.

Desde el punto de vista instrumental, la espectrofotometria de absorcion atémica ha
contado con los primeros instrumentos comerciales modernos para el analisis de trazas de
elementos. Posteriormente, instrumentaciones para otros métodos, como la Fluorescencia de

rayos X y la Espectrometria de 1.C.P., han sido también bastante difundidos. De todas formas,
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todavia la espectrofotometria de absorcion atdmica en todas sus variantes ( llama, electrotérmico,
generacion de hidruros y zeeman ) sigue siendo un método comdnmente utilizado.

En estos métodos la preparacion de las muestras es uno de los factores criticos que
determinan la calidad del resultado de los analisis : cualquier error en la preparacion, se reflejara
en los resultados. Por este motivo, la mayoria de las muestras no pueden ser analizadas tal y
como se obtuvieron y necesitan algin tratamiento previo al analisis propiamente dicho. Incluso
si la muestra original esta en fase liquida , con frecuencia es necesario un pretratamiento, como
dilucién, preconcentracion, extraccion, ... . El pretratamiento de muestras puede incluir el uso de
resinas quelantes y/o extraccidn, con objeto de obviar elementos que puedan interferir o para
separar los elementos buscados. De otra parte, debe indicarse que el sistema de atomizacion es
clave en aspectos de interés analitico tan relevantes como la sensibilidad, limite de deteccidn,
precision y exactitud de las determinaciones.

La Atomizacion por Ilama es uno de los métodos de atomizacion usados en los analisis
por absorcién atémica. Para cada elemento hay varios rangos éptimos de trabajo a diferentes
longitudes de onda, que en el caso del cobre son : 2-8 pg/ml a 324.7 nm ; 6-24 pg/ml a 327.4
nmy 70-280 pg/ml a 222.6 nm.

La Atomizacion electrotérmica se utiliza en numerosas variantes, entre las cuales hay que
destacar: Horno de grafito, Tubo de carbono, Atomizacion en tubo de grafito,......

La funcion de ambas atomizaciones ( por llama y electrotérmica ) es la generacion de
atomos de analito libres y en condiciones para ser excitados a la longitud de onda determinada.
La Atomizacion por llama es simple, reproducible y se obtienen buenos resultados, pero tiene
una limitacion: la sensibilidad. Para un gran nimero de elementos, las técnicas de horno son mas
sensibles que las de llama y permite determinar concentraciones cientos de veces mas pequefias

que aquellas que son posibles determinar por llama, aunque el andlisis es mucho mas largo.
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Una parte de los factores que pueden causar sefiales analiticas de las muestras diferentes
a las que presentan las disoluciones estandar son fisicos: asi, la viscosidad, causada por ejemplo
por una diferente temperatura entre muestra y estandar. EI cobre en disolucién acuosa puede dar
lugar a curvas de calibrado con pendiente muy diferente a la producida por cobre en disolvente
organico. De tal forma que si la disolucién acuosa contiene una cierta cantidad de sales
inorganicas o de algun material organico, la misma cantidad deberia ser afiadida a los estandares.
Por ejemplo, para el analisis de cantidades traza de cobre en suero, el Cu es lixiviado con &cido
tricloroacético al 12.5 % ; por lo tanto, los estandares también deberan contener 12.5 % de dicho
acido, (21).

Hay otro tipo de interferencias que estan en funcion de como interacttian en determinadas
proporciones las concentraciones de elemento y analito. Por ejemplo, el analisis de 0.5% de
cobre en acero necesita de la separacion previa del hierro, generalmente por extraccién, o de la
preparacion de disoluciones patron con el mismo contenido en hierro que la muestra.

Contrariamente a los espectrometros de emision o espectrometros ICP, que pueden leer
sefiales de muchos elementos simultaneamente, los espectrometros de absorcion atémica son
secuenciales, midiendo cada elemento a un tiempo. Este sistema secuencial hace los analisis
mucho mas largos en tiempo, factor que debe ser tenido en cuenta en cuanto al rendimiento o

costo por elemento calculado.
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1.3.2.- Espectrometria de emision

Espectrometria de emision atémica:

Esté basada en los aspectos “dpticos” de emisidn caracteristicos de los &tomos excitados
y es la técnica utilizada desde mas antiguo. En la espectrometria de emision dptica la radiacion
emitida por el analito se lleva con la ayuda de un sistema de iluminacién al espectrometro, en
el cual se resuelve dicha radiacion, se mide la intensidad a la longitud de onda seleccionada y
la sefial obtenida se lleva a un computador, desde el cual se suele controlar también el plasma
y el espectrometro.

En la espectrometria de emisidn Gptica, las intensidades de las lineas de la red espectral
se utilizan como sefiales analiticas y son proporcionales a la concentracion del analito. Los
limites de deteccion se determinan a partir del fondo espectral y sus fluctuaciones. Probablemente
el condicionante fundamental en las prestaciones analiticas de estas técnicas y, por lo tanto, en
su desarrollo haya residido en las fuentes de excitacion ; de hecho, las fuentes calificadas de
tradicionales ( llama, arco y chispa ) introducen limitaciones que han llevado al disefio de otros
sistemas de excitacion mas eficaces, entre los que el mas popular ha sido el denominado de
plasma acoplado inductivamente ( ICP ). El plasma asi obtenido puede ser objeto de analisis
espectroscépico de emisién atdmica o acoplarse a un espectrometro de masas para recoger

informacion analitica del correspondiente espectro de masas.

El ICP-Espectrometria de emision atémica ( ICP- AES) es un muy poderoso método

para determinar, tanto de forma simultanea como secuencial, elementos traza en disolucién. La
precision analitica asequible con esta técnica es alta ; asi, cuando se determinan niveles de
concentraciéon de 10 a 20 veces los limites de deteccion, se consiguen desviaciones estandar
relativas del orden del 1%.

ICP- AES tiene un amplio rango de aplicaciones , por ejemplo en el campo de muestras
geoldgicas, pero un interesante y quizas su principal campo de aplicacion resida en el analisis
de
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muestras relacionadas con el medio ambiente. Basado en el trabajo de Garbarino y Taylor para

analisis de aguas (22), se hanpropuesto métodos para analizar aguas residuales (23), (24)
en los que se trata la descomposicion de la muestra, los rangos analiticos y las interferencias
espectrales para 22 elementos.

El uso de diferentes técnicas de preconcentracion para el analisis de aguas naturales ha
resultado de especial importancia; éstas, por ejemplo, pueden estar basadas en extraccion
liquido- liquido de complejos ( 25, 26 ), en coprecipitacion por ejemplo con In(OH), (27 ) o
absorcion sobre acetato de celulosa (28).

Otra importante serie de aplicaciones de ICP-AES se encuentra en el campo de las
muestras bioldgicas. Asi se ha demostrado que elementos como Ca, Fe, Cu, Mg, Nay K pueden
ser determinados simultaneamente en suero humano. Esta aplicacion es valida incluso cuando
se trata de microcantidades de suero, las cuales después de una dilucién 1: 5, permiten el analisis
directo de 50 pl de muestra ( 29 ). En estos casos las microcantidades de las muestras
bioldgicas, se evaporan en una varilla de carbon o en un horno de grafito e incluso la insercion

directa es también muy utilizada , consiguiéndose limites de deteccidn inferiores al nanogramo.

El 1CP-Espectrometria de Masas ( ICP-MS ) , empleando fuentes idnicas a vacio

moderado ( del orden de mbar ) y presion atmosférica, se inicid en los afios sesenta vy
experimentd un gran avance con el trabajo de Houk y col. ( 30 ), los cuales hicieron uso de
plasma acoplado inductivamente como fuente idnica ( ICP- MS).

Ya en su primer trabajo, estos autores mostraron satisfactoriamente que el poder de
deteccion de ICP- MS era superior y que las interferencias espectrales, especialmente a masas
mas altas, eran mas pequefias si se las compara con las correspondientes de ICP-AES.

La técnica ICP- MS tiene todas las ventajas presentadas por la técnica ICP- AES,
incluyendo posibilidades para un calibrado facil con soluciones sintéticas o por adicion estandar
asi como posibilidades para una rapida determinacién de multielementos y su poder de deteccion
es mucho mas alto que en ICP- AES. Asi, para muestras bioldgicas y médicas, la técnica ICP-
MS permite ampliar considerablemente el nimero de elementos que pueden ser determinados
directamente en fluidos corporales. De hecho, en suero y a través de la técnica ICP- AES solo

pudo determinarse directamente Na, Ca, Mg, Fe, Cu y Zn, mientras que la técnica ICP- MS
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permite el estudio de muchos mas elementos traza en muestras clinicas ( 31 ) ( se determiné
Mg, Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zny Se en proteinas) .

Por otro lado, se obtuvieron resultados muy concordes con otras técnicas cuando se
analizaron en orina elementos tales como Pb, Cd, Hg y Tl. Igualmente se utiliz6 esta técnica
( ICP- MS)) para la determinacion de Pb en sangre ( 32 ) y estudios de biodisponibilidad de Pb
(33).

En andlisis medioambiental ha ocurrido también algo parecido. En agua de mar, el
contenido en sales es demasiado alto y es necesario aislar los elementos a determinar mediante
procedimientos tales como extraccion liquido- liquido o técnicas de absorcion. Beauchemin y
col.( 34) describieron un método para determinar Ni, Cu, Zn, Mo, Cd, Pb y U. En agua de rio
se determind directamente Na, Mg, K, Ca, Al, V, Cr, Mn, Cu, Zn, Sr, Mo, Sh, Bay U, mientras
que Co, Ni, Cdy Pb se midieron posteriormente previo tratamiento (35). El limite de deteccion

para ICP-AES esta entre 1-20 ng/ml y para ICP- MS es del orden de sub-ng/ml.
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1.3.3.- Activacion neutrénica

1.3.3.1.- Andlisis instrumental ( INAA)

El analisis quimico por activacion esta basado en las propiedades de los ntcleos atdmicos
y no en los electrones ; se trata pues de un andlisis elemental ; es decir, determina el contenido
de diferentes elementos, pero no puede decir en qué forma quimica ( compuestos, estados de
oxidacion, etc. ) estan. El fundamento del analisis se basa en una reaccién entre el elemento a
analizar y proyectiles nucleares ( neutrones o pequefias particulas cargadas aceleradas, por
ejemplo protones, deuterones, *He o particulas & , o fotones gamma ). La reaccion puede

escribirse en la misma forma que una reaccion quimica:

Blanco + Proyectil — Producto ligero + Producto pesado

La informacidn analitica radica en la medida de la cantidad de producto ( pesado o ligero)
después de someter a la muestra a un flujo de proyectiles conocido durante un tiempo conocido.
Estas cantidades de producto son muy pequefas, de tal manera que para su medida hay que
recurrir a métodos nucleares, ya que los métodos quimicos son insuficientemente sensibles. Otra
de las caracteristicas de estas técnicas es que las medidas del producto deben hacerse al poco
tiempo de su formacion ( incluso la formacion y la medida se hacen simultdneamente a veces
) ya que la energia radiada por el producto y hasta la identidad de ésta pueden evolucionar
rapidamente. En otras ocasiones ( sobre todo cuando el producto pesado es el radiactivo ) la
medida de la radiactividad puede demorarse. Cada elemento ofrece un determinado
comportamiento frente a cada tipo de proyectil, de manera que la eleccidn de éste es un primer
aspecto de selectividad de estas técnicas ; por otra parte, la radiactividad de cada producto pesado
también presenta determinadas caracteristicas, lo que posibilita el analisis simultdneo de muchos
componentes. No obstante lo dicho, con frecuencia hay que acudir a una separacion previa a la
medida de la radiactividad ; cuando esto ocurre la técnica se llama Analisis Radioquimico por
Activacion ( RAA ), mientras que si la discriminacion se realiza sélo aplicando la diferenciacion
entre los tipos de radiacion la técnica recibe el nombre de Andlisis Instrumental por Activacion
(1AA).
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Dentro de las modalidades posibles del 1AA, la méas desarrollada es la que utiliza
neutrones como proyectiles, mientras que la informacién se basa en la radiacion gamma
caracteristica de cada radionuclido, discriminada y medida con ayuda de un espectrémetro de
rayos gamma (INAA). Cabe indicar igualmente que del INAA existen, a su vez, numerosas
variantes, cada una de ellas con su campo de aplicacién recomendado.

El INAA es una de las técnicas mas sencillas para el analisis de elementos traza. Las
muestras se introducen en botes de polietileno o polipropileno para irradiacion corta, o en viales
de cuarzo introducidos a su vez en un bote de aluminio para prolongada irradiacién. No pueden
usarse viales de vidrio o botes de PVC puesto que se vuelven muy radiactivos debido a la
formacion de *Cl o **Na, respectivamente. En general, el INAA no es recomendable para la
determinacion de elementos traza, puesto que la radiactividad de los elementos mayoritarios lo
impide. De ahi que aun teniendo el Cu un limite de deteccidn bastante inferior al ng , no pueda

analizarse en concentraciones inferiores a ppm.

1.3.3.2.- Andlisis radioquimico ( RNAA)

Mientras que la técnica INAA es mas popular que la RNAA, debido a su simplicidad,
esta Ultima permite determinar concentraciones mucho menores que aquélla, puesto que las
interferencias de otros radiondcleos se reducen considerablemente. Esto obliga, por contra, a
procedimientos mas complejos, pues mientras que la técnica INAA incluye solamente medidas
de activacion y actividad, la RNNA incluye también disolucién de la muestra y separacién del
analito. En algunos casos, las interferencias pueden eliminarse por decaimiento de la radiacion
(“enfriamiento”) y entonces la técnica INAA puede ser utilizada , pero lo mas frecuente es que
no se pueda acudir a esta estrategia, bien porgue los radioniclidos tengan vidas mas cortas que
las interferencias , bien porque el tiempo de enfriamiento sea tan grande que no tenga interés

practico.
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Eluso de separaciones radioquimicas en analisis de activacion de neutrones complementa

el analisis por INAA, permitiendo la medida de elementos adicionales de baja concentracion.
Por ejemplo, Chatt y col. ( 36 ) , midieron la concentracion de elementos traza en muestras de
alimentos, por INAA, tales como As, Br, Ca, Cl, Co, Cr, Fe, I, K, Mg, Mn, Na, Rb, Sc, Se, Sn
y Zn, mientras que por RNAA pudieron medir también la concentracion de Au, Cu, Hg, Mo,
y Sh.
De igual modo, Zeisler y col. ( 37 ) , en su analisis de elementos traza en higado humano,
midieron muchos elementos por INAA, pero para alguno de ellos tuvieron que usar RNAA.
Yinsong y col. ( 38 ) determinaron elementos traza tales como Br, Ca, Cl, Cr, Na, ...etc en pelo
humano y algunos 6rganos internos utilizando INAA, mientras que para la determinacion de As,
Cd, Cu, Hgy Zn utilizaron RNAA. En resumen, en orden a conseguir la sensibilidad definitiva
para la técnica INAA, es frecuentemente necesario separar el o los elementos de interés de otros
radiondcleos de la muestra.

Una de las etapas mas importantes ( y obligada ) del RNAA es la disolucién de las

muestras , por lo que merece especial atencion. Asi, las muestras irradiadas durante mucho
tiempo, pueden haber sufrido una considerable radiolisis, primando la formacion de productos
gaseosos. Es aconsejable, por esta razén, enfriar el recipiente irradiado antes de abrirlo. La
mayoria de las radiaciones largas se hacen en ampollas de cuarzo ( se elige cuarzo, porque
contiene muy pocos elementos activables mientras que el vidrio contiene sodio y, por lo tanto,
las ampollas de metal y/o de vidrio son demasiado radiactivas y peligrosas). Es importante
recordar, que se estan disolviendo y separando materiales radiactivos.

Por regla general las muestras biologicas pueden ser mineralizadas por diferentes
meétodos, los cuales se pueden dividir en dos grupos: Incineracidn por via seca y digestion por
via himeda. Debido a la simplicidad del método y a su aplicabilidad a gran nmero de muestras,
se usa principalmente la incineracion por via seca ( en hornos a temperaturas que oscilan entre
400°y 700°C.) . Este tipo de digestién permite determinar Mn, Cu, Zn, Sh, Na y Hg aungue no

son completamente recuperados.( 39 ).

Mas popular que la incineracion por via seca para el caso de la técnica RNAA, es la

digestion por via himeda. Es frecuente la rapidez con que se disuelve el material bioldgico por
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ebullicién con &cido nitrico y perclérico o sulfdrico o ambos a la vez. El acido sulfurico se afiade
a veces para reducir el peligro de explosion debida al acido perclérico. También hay que tener
cuidado y no permitir que la mezcla en ebullicidn se evapore hasta sequedad. Por estos motivos
, la mayoria de los laboratorios evitan el uso de perclorico y nitrico , 0 mezclas de nitrico y
sulfdrico. La incorporacion del horno microondas para el calentamiento de muestras con
mezclas &cidas suele llevar a una répida disolucién , entre 5y 10 minutos.( 40 ). En muchos
laboratorios la técnica mas usual consiste en calentar la muestra ( 100- 500 mg ) con una mezcla
acida durante toda la noche a aproximadamente 140-170°C en una bomba de descomposicién de
teflon a alta presién, o bien en un sistema de reflujo.

La otra etapa caracteristica del RNAA se refiere a las separaciones radioguimicas. Estas

pueden ser agrupadas siguiendo diferentes criterios, por ejemplo, métodos de separacion, areas

de aplicacion, o separaciones totales frente a separaciones de pocos elementos, o segln los
elementos separados. Parece que desde un punto de vista practico, la mejor eleccion de
clasificacion es segun el area de aplicacion.

Los principales métodos de separacién son:

1°.- Separacién en columnas.

2°.- Extraccion con solvente.

3°.- Precipitacion.

4° - Destilacion.

El método méas popular es la separacion en columnas. El uso de columnas que realizan
extraccion en fase solido- liquido, es preferible a la extraccion liquido- liquido debido a su
rapidez, alta eficacia, facilidad de manejo y menor peligro de radiaciones de riesgo y
contaminacion radioactiva.

En muestras bioldgicas y para separar Cu, Dybczynski y col. ( 41 ) disolvieron las
muestras en una mezcla nitrico- perclorico con vanadio (IVV) como catalizador de oxidacion.
después de ajustado el pH la disolucion fue cargada en una columna LIX 70 y la columna fue
eluida con NaNO, 1M + NH,PO, 0.24My pH proximo a 3.4 ; de esta forma el Cu es retenido
en la columnay posteriormente eluido con HCI4M. Rajadhyaksshay Turel (42 ) separaron Cu
de la solucion del material digerido por extraccion subestequiométrica con cloroformo que

contenia 2- mercaptobenzotiazol. Whitley y col. ( 43 ) extrajeron Cu de la fase acuosa con
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neocuprina en cloroformo. Cortés y col. ( 44 ) mineralizaron el material biolégico con HNO;, +
H,0,, evaporaron a sequedad y disolvieron el residuo en HCI 6M. El #*Na fue retirado por una
columna HAP; para asegurar que todo el Cu esta en estado de oxidacion +1 se afiade Na,SO,

y para precipitarlo como CuCNS se afiade una disolucion de KSCN.
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1.3.4.- Técnicas electroanaliticas

1.3.4.1.- Técnicas voltamperométricas

La voltamperometria engloba un grupo de métodos electroanaliticos en los que la
informacion sobre el analito se obtiene a partir de medidas de la intensidad de corriente que fluye
en una celda de electrdlisis , cuando se aplica una diferencia de potencial a un sistema de
electrodos adecuado.

Historicamente, la voltamperometria se desarrollé a partir de la polarografia, que fue
descubierta por el quimico checoslovaco Jaroslav Heyrovsky a principios de 1920 (45 ), cuando
estudiaba las propiedades que poseia el electrodo de gotas de mercurio ( EGM ) . Actualmente,
la polarografia es s6lo una rama de la voltamperometria, a pesar de que ésta se desarroll6 a partir
de aquélla.

En lineas muy generales, la voltamperometia se basa en aplicar una sefial de excitacion
a un electrodo de trabajo que se encuentra en una celda electroquimica. Esta sefial es,
simplemente, un potencial variable que provoca una respuesta de intensidad de corriente
caracteristica en la que se basa el método. Existe una amplia gama de formas de generar las
sefales a las que se puede someter al electrodo de trabajo, lo que da lugar a la variedad de
técnicas voltamperométricas existentes. En la Figura 1.3.4.1.1. pueden observarse las formas mas

comunes de las sefiales de excitacion utilizadas en voltamperometria :

- La sefal clasica es el barrido lineal (a). Es un barrido de potencial de corriente continua
, que aumenta linealmente en funcion del tiempo, registrandose la intensidad desarrollada.

-Las sefales de excitacion de impulsos ( by ¢ ). Las intensidades de corriente se miden
a diferentes tiempos durante la vida de estos impulsos.

- Laondade formatriangular (d) , donde el potencial primero aumenta linealmente hasta

un maximo para después disminuir con una pendiente del mismo valor numérico hasta su
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valor original ; este proceso se puede repetir numerosas veces.

FIGURA 1.3.4.1.1.
SENALES DE EXCITACION EN VOLTAMPEROMETRIA
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Actualmente, las técnicas voltamperométricas utilizan un sistema de tres electrodos, que
se sumergen en una celda que contiene una disolucion del analito en un electrolito soporte, no
electroactivo. El primero es el electrodo de trabajo, que se caracteriza porque su potencial se hace
variar con el tiempo y debe ser facilmente polarizable, lo cual se consigue mediante electrodos
de pequefio tamafio. El segundo elemento es el electrodo de referencia, cuyo potencial no varia
mientras se realiza la medicion. En tercer lugar esta el electrodo auxiliar, también denominado
contralelectrodo, que suele ser de platino y cuya funcién es permitir que ocurra el proceso de
electrolisis entre él y el electrodo de trabajo, liberando de esta responsabilidad al electrodo de
referencia.

Durante los afios 60, la polarografia de corriente continua se convirtié en una técnica
decadente en los laboratorios analiticos debido, fundamentalmente, a la baja velocidad del
método, unos limites de deteccién insuficientes, al uso de aparatos inadecuados y a una
presentacion de los datos obtenidos poco habitual. Estas limitaciones se superaron con creces con
los métodos de impulsos, basados en la superposicién de pulsos de corriente sobre la rampa de
corriente continua.Se pueden observar cuatro variantes ( 46 ) :

a) Voltamperometria normal de impulsos.

b) Voltamperometria diferencial de impulsos.

c) Voltamperometria normal diferencial de impulos.

d) Voltamperometria de onda cuadrada.

De estas cuatro variantes , la segunda y la cuarta son las utilizadas en este trabajo, por lo
que se las dedica un tiempo especial.

La Voltamperometria diferencial de impulsos esta basada en el hecho de que tras un

cambio repentino en el potencial aplicado, que origina un aumento en la corriente faradaica y en
la corriente capacitiva por encima de los valores correspondientes a la rampa de corriente

continua, la corriente capacitiva decae mucho mas rapidamente que la corriente faradaica.
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La diferencia entre las intensidades integradas se registra originando un voltamperograma

en forma de pico, como el que aparece en la Figura 1.3..4.1.2.

FIGURA 1.3.4.1.2.
VOLTAMPEROGRAMA DIFERENCIAL DE IMPULSOS.
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Estas curvas en forma de pico que proporciona la voltamperometria diferencial de impulsos,
tanto en reacciones reversibles como irreversibles, se acercan mucho a la forma tedrica. Asi, se
obtiene un area diferencial consistente en un pico de corriente cuya altura es directamente
proporcional a la concentracion de analito. Se puede aumentar la intensidad de pico
incrementando la amplitud del impulso, pero si este aumento es excesivo puede producir
distorsiones en el pico que afecten al célculo de la medida de la curva.

En general, en la voltamperometria diferencial de impulsos se procede superponiendo un
impulso de potencial constante a cada paso de una escalera de potencial, concretamente, al final
de cada escalon. Las concentraciones de las especies en la superficie del electrodo vienen
determinadas por la escalera de potencial. La forma de registrar las muestras de corriente es

tomando una de ellas justo antes de aplicar el impulso y la segunda justo al final del impulso
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como se puede observar en la Figura 1.3.4.1.3. , donde se muestra la sefial utilizada en
instrumentos analdgicos ( a ) , que se obtiene por superposicion de un impulso periddico a un
barrido lineal y la sefial empleada en instrumentos digitales ( b ), que implica la combinacion de
un impulso de salida con una sefial en escalera.
FIGURA 1.3.4.1.3.
SENALES DE EXCITACION EN VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE
IMPULSOS

En la practica, el tiempo que dura el impulso de potencial suele ser de 50 ms y, cuando
se persiguen fines analiticos, los impulsos suelen ser del orden de 100mV, obvidndose la
limitacion impuesta por esta técnica de utilizar Unicamente bajas amplitudes de impulso. Con
esta diferencia se logra un aumento en la respuesta al potencial que debe compensar la pérdida
de resolucion y el incremento de corriente de carga, factores que, en Gltima instancia, limitaban
el minimo de concentracion detectable. El valor 6ptimo del impulso de potencial aplicado suele
encontrarse en el intervalo de 50-100 mV, no siendo aconsejable utilizar valores mayores porque
se llega a empeorar la respuesta.

El aumento de sensibilidad obtenido con esta técnica respecto a la polarografia clasica
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se atribuye a dos fendmenos: el aumento de la corriente faradaica y la disminucion de la corriente
no faradaica. Cuando una especie electroactiva esta presente en la capa de disolucién alrededor
del electrodo ( interfase ) y el potencial aumenta subitamente, se produce un aumento de
corriente que bajara la concentracion de especie hasta el nivel exigido por el nuevo potencial.
Una vez alcanzada la concentracion de equilibrio, para el potencial determinado, la corriente
decae hasta un nivel suficiente para contrarrestar la difusion. La medicion de la corriente se
realiza antes de que este aumento haya decaido totalmente.

La corriente medida incluye dos componentes:

- La corriente que se encarga de disminuir la concentracion en la capa de difusion

(interfase ) hasta el valor exigido por la ecuacion de Nernst.

- La corriente maxima de difusion.

Por otra parte, la corriente capacitiva, surgida al imponer el impulso, decrece
exponencialmente con el tiempo, por lo que es practicamente cero al final de la vida de la gota,
cuando el area de su superficie varia muy poco. Si se mide en ese momento, la corriente residual
es virtualmente eliminada y se consigue una relacion sefial- ruido maxima, mejorando asi la
sensibilidad. Hay que sefialar que cuando la gota se desprende, la disolucion vuelve a ser
homogénea respecto al analito y, en consecuencia, a cualquier potencial dado, se observa el
mismo aumento de intensidad para cada impulso de potencial.

La limitacién fundamental de esta técnica estriba en su aplicabilidad, debido a la lentitud
caracteristica en la cinética de transferencia de electrones ( irreversibilidad ). Este factor queda
reflejado en una respuesta del analito al potencial aplicado menor de la esperada tericamente
y, por tanto, un aumento del limite de deteccion. También se detecta un aumento en la anchura
de los picos, o sea, una menor resolucion de éstos, lo cual no interesa. Por Gltimo, indicar que
esta lentitud origina una gran dependencia del proceso electroquimico con respecto a otras
especies presentes en la disolucion. Asi, cuando hay que analizar muestras con estas
caracteristicas, como puede ser el caso de las muestras bioldgicas, hay que tener en cuenta que
la matriz existente puede alterar la respuesta dada por el analito de interés. Generalmente, los
limites de deteccidn con esta técnica son dos o tres 6rdenes de magnitud mas bajos que los de la

polarografia clasica y se sittan en el rango de 107 M a 10 M.
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Generalmente, las aplicaciones cuantitativas de la voltamperometria diferencial de
impulsos se basan en la obtencién de curvas de calibrado, en las que se representan las alturas
de los picos en funcién de la concentracion del analito. En algunos casos se puede utilizar el
método de la adicion estandar en vez de curvas de calibrado. En ambos casos es esencial que la
composicion de los estandares sea lo mas parecida posible a la composicion de la muestra, tanto
en las concentraciones de analito como en el pH. Asi, se pueden obtener precisiones y exactitudes

relativas en el intervalo del 1 al 3% para concentraciones 107 M y mayores.

En la voltamperometria de onda cuadrada ( Figura 1.3.4.1.4.) la sefial de excitacion se

compone de una escalera de potencial con una altura de escalén de un valor AEs, a la que se
superpone en cada escalon un impulso de voltaje de valor 2Esw. Dicho impulso se aplica al
comenzar cada paso o escalon y durante la mitad del tiempo de duracién de éste ( periodo T ).
La corriente originada como respuesta al potencial aplicado se mide al final del medio ciclo
directo y del medio ciclo inverso.

Habitualmente, cada escalén dura unos 5 ms y la amplitud AEs, que suma cada paso de
la escalera, suele poseer un valor de 10 mV. La magnitud de impulso , 2Esw, suele ser 50 mV.
Asi, para realizar un barrido de potencial que cubra 1 V, s6lo son necesarios 0.5 segundos. Segun
esto, es facil deducir que una de las ventajas afiadidas de esta técnica es la rapidez con la que se

obtiene un voltamperograma.
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FIGURA 1.3.4.1.4.
SENAL DE EXCITACION EN VOLTAMPEROMETRIA DE ONDA CUADRADA
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En un impulso, una reaccion electroquimica reversible queda sometida a suficiente
potencial como para que se origine la reduccion en el impulso directo ( I, ) y se oxide
rapidamente en el impulso inverso (1, ) . En consecuencia, el impulso de avance originara una
corriente catddica o de reduccion de intensidad I, , y el impulso inverso dara lugar a una corriente
anddica o de oxidacion de intensidad 1, . Generalmente, se representa de forma gréafica ( Al ),
la diferencia 1,-1,, obteniéndose asi los voltamperogramas . Dicha diferencia es directamente
proporcional a la concentracién del analito ( especie oxidada ) .

Debido a la velocidad de la medida puede conseguirse aumentar la precision del analisis
realizando un promedio de los resultados de diversos barridos voltamperométricos. Se han
conseguido limites de deteccion para esta técnica en el rango de 107 - 10® M. También ofrece

ventajas el acoplamiento a un detector de HPLC, constituyendo ésto un ejemplo de disposicion
de técnicas en serie.
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1.3.4.2.- Técnicas con preconcentracion

* Voltamperometrias

La electroanalitica ha desarrollado técnicas de preconcentracién propias, es decir, basadas
en su propia naturaleza y fundamento y con unas caracteristicas especialmente provechosas desde
el punto de vista analitico. Aqui radica una de las vias para minimizar el cociente Ic / If ;
aumentar If a base de concentrar la especie electroactiva presente en la disolucion problema (
mejor, una parte representativa de ésta ) en un pequefio espacio , bien en la superficie de un
electrodo sélido o en una gota o pelicula de mercurio.

Esta etapa de preconcentracion ofrece diferentes modalidades, que se pueden resumir en
dos : por via electrolitica ( con o sin estimulo de potencial ) y por via adsortiva, es decir, por
motivaciones electrostaticas pero sin que se produzca transferencia de electrones. La etapa final
o0 de medida consiste en un barrido de potenciales durante el cual ocurre la redisolucion de la o
las sustancias acumuladas en el electrodo, utilizando para ello técnicas voltamperométricas tales
como la de barrido lineal, diferencial de impulsos, de onda cuadrada, etc.

La preconcentracion conlleva un nuevo incremento de sensibilidad de otros 2 o 3 drdenes
de magnitud, por lo que es factible operar con concentraciones de analito 10° M o incluso
inferiores ; sensibilidades que son comparables , por lo tanto, a las de otras técnicas no
electroanaliticas caracterizadas por su gran sensibilidad.

Una cualidad més de estas técnicas de redisolucion se configura en el procedimiento de
preconcentracion del mismo, caracterizado por su rapidez, el no necesitar en general la adicion
de reactivos, no requerir cambios de fase ( de ahi que se le haya calificado también de
preconcentracion interna) , etc. ; todo ello frente a otros procedimientos que conllevan aspectos
negativos desde el punto de vista analitico : adicidn de reactivos, precipitacion, eliminacién o
cambio de disolvente, etc .

Los métodos de redisolucién engloban una variedad de procedimientos electroquimicos
gue constan de tres pasos, con una etapa inicial comun caracteristica .

- Etapa de preconcentracién o acumulacion : en todos estos procedimientos el primer paso
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es una preconcentracion del analito sobre el electrodo de trabajo en una disolucion agitada.
Gracias a ello se logra concentrar la especie en un volumen mucho mas reducido, comparado con
el volumen de la disolucién, es decir, la concentracion del analito es mucho mayor en la
superficie del electrodo que en el seno de la disolucion. La transformacion no es cuantitativa, por
lo que para conseguir resultados reproducibles es necesario controlar perfectamente los
parametros hidrodinamicos ( tiempo de concentracion, agitacion , temperatura, area del electrodo
y potencial inicial aplicado ). Esta técnica se puede usar tanto con electrodo de gota de mercurio
suspendida como con ciertos electrodos sélidos.

- Etapa de reposo : después de un tiempo perfectamente medido, se para la electrolisis y

la agitacion, pero se mantiene constante el potencial inicial. Durante este tiempo se consigue
homogeneizar la sustancia sobre el electrodo y recuperar el régimen de difusion.

- Etapa de redisolucion : durante esta fase se determina el analito depositado mediante

un procedimiento voltamperométrico, previa redisolucion del mismo por aplicacion de un barrido
de potenciales en sentido contrario al inicial. Este barrido puede realizarse por diversas técnicas,
aunque las basadas en impulsos son las mas generalizadas porque proporcionan mejores

resultados.

Estas técnicas voltamperométricas de redisolucién ( con acumulacion previa o
preconcentracion ) se pueden clasificar segun la naturaleza de los procesos de acumulacion y
redisolucion en tres grupos.

a) En la voltamperometria de redisolucién anddica ( ASV ) el analito se deposita

electroliticamente sobre el electrodo al aplicarle un potencial constante mas negativo que el de
la especie redox de interés, quedando ésta reducida y acumulada en el electrodo. Al aplicar
posteriormente un barrido de potencial positivo al electrodo, se origina la redisolucion de la
especie en forma oxidada, que provoca una corriente anddica que se registra en forma de
voltamperograma. Para ésto, se pueden usar tanto electrodos sélidos como de mercurio.

b) En la voltamperometria de redisolucion catédica ( CSV ) en primer lugar se aplica al

electrodo de trabajo un potencial méas positivo que el del analito. Existen dos variedades de esta
técnica, dependiendo del tipo de electrodo utilizado. Cuando se emplea un electrodo atacable,

el analito se acumula en su superficie formando una capa de sal poco soluble, compuesta por la

Capl/ 48



Capitulo | : Introduccion

sustancia a determinar y los iones procedentes del electrodo de trabajo ; esto tiene interés para
el analisis tanto de sustancias organicas como inorganicas. Asi, si el material del electrodo es
mercurio, éste se oxida y reacciona con el analito dando una sal poco soluble. Posteriormente se
aplica al electrodo un barrido de potencial negativo, de forma que se redisuelve la sal mercdrica
por reduccion del i6n mercurico, origindndose una corriente catddica que sera representada
graficamente en forma de un voltamperograma. Para obtener resultados reproducibles es
recomendable utilizar electrolitos de fondo de elevada pureza, electrodos de mercurio y eliminar
de forma efectiva el oxigeno de la disolucién a analizar. La segunda variante es la que se realiza
sobre electrodos inertes de carbono o de metales nobles y tiene utilidad para la determinacion de
iones como Mn (I1) o Pb (1), que pueden acumularse por deposicion anddica de sus 6xidos de
valencia superior.

c) La voltamperometria de redisolucion adsortiva ( AdSV ) se diferencia de las anteriores

en que no se lleva a cabo una deposicion electrolitica, sino que se produce una deposicion por
adsorcion fisica del analito sobre el electrodo de trabajo, aunque el proceso de adsorcién se
favorece aplicando al electrodo un potencial algo mas positivo que el propio de la sustancia
electroactiva. Una vez transcurrido el tiempo estimado de adsorcién, se aplica un barrido de
potenciales hacia valores méas negativos al electrodo y durante el barrido de potenciales catddicos
se registra la intensidad, que sera proporcional a la concentracién del analito. Esta variante, en
ocasiones, se ha englobado dentro de la CSV, pues la etapa de redisolucién es la misma. En
cualquiera de estos procesos de redisolucion, la sensibilidad alcanzada depende de la
concentracién de la especie a determinar en el electrodo y, por lo tanto, de la geometria de éste,

asi como de la duracion y rendimiento de la etapa de preconcentracion.
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* Potenciometrias

A las anteriores técnicas voltamperométricas de redisolucion debe incorporarse la
Potenciometria, cuyo fundamento consiste en que el analito se redisuelve por incorporacion de
un oxidante al proceso siguiendo los canones de una valoracion redox; a su vez , el oxidante
puede ser de naturaleza quimica ( Hg®* por ejemplo ) o electroquimica ( una corriente anédica).

Debe matizarse que todas estas técnicas tienen en comun su carécter “ no absoluto ” en
cuanto a que en la etapa de preconcentracion no interviene todo el analito sino una parte
proporcional.  Por el contrario, mientras que en la etapa de redisolucion las técnicas
voltamperométricas siguen siendo “no absolutas” ( sélo se redisuelve una minima parte del
analito concentrado ) , en la Potenciometria es bien diferente ; ahora la redisolucion transcurre
a consecuencia de una oxidacion total o parcialmente quimica y, sobre todo , porque las sefiales
cualitativas y cuantitativas surgen cuando todo el metal amalgamado vuelve a la disolucion ; es
decir, mientras las técnicas voltamperométricas conllevan solo un proceso indicador en el
electrodo de trabajo, en las potenciometrias de redisolucién se dan dos procesos en el electrodo
de trabajo : uno, global, de total oxidacién de la especie preconcentrada y, otro, indicador de que
dicha especie se ha agotado en el electrodo, a través de un cambio ( en este caso, ascenso ) brusco
en el potencial ( similar a lo que ocurre en una valoracién potenciométrica convencional). Los
avances tecnolégicos permiten hoy dia el procesado ( concretamente, una derivacion ) necesario
para transformar la curva “ en S ” tipica de las valoraciones en sefiales en forma de pico , lo que
favorece la sensibilidad y la selectividad de la técnica . Otra de las ventajas de esta técnica es que
no interfiere la presencia de oxigeno en la disolucion ( lo que facilita el analisis) y que tolera
mejor la presencia de materia organica modificadora de la naturaleza de la superficie del

electrodo a través de procesos adsortivos.
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1.3.4.3.- Electrodos de trabajo

El electrodo de trabajo de un sistema electroquimico es aquél cuyo potencial es
controlado automaticamente y varia en funcién del tipo de técnica o analisis que se vaya a
realizar. Su tamarfio suele ser reducido, con vistas a favorecer lo mas posible su capacidad de
polarizacién. El valor del potencial del electrodo de trabajo se expresa respecto al del electrodo
de referencia, que se mantiene constante durante la medida.

El intervalo de potenciales en el que cada uno de estos electrodos puede ser utilizado en
disoluciones acuosas varia y depende del material del electrodo y también de la composicion de
la disolucion en la que vaya a estar sumergido el electrodo.

El disefio de nuevos electrodos, tanto en lo que atafie a su naturaleza como a su
configuracion y tamafio, ha supuesto también un avance decisivo para que los Métodos
Electroanaliticos ocupen hoy dia un lugar importante en el concierto de la metodologia analitica.
De hecho, se han incorporado nuevos materiales : metales, carbono y derivados, mezclas,
electrodos modificados en superficie, electrodos compositos, bioelectrodos y un amplio
repertorio de términos mas o menos asumidos por el entorno cientifico.

En la presente Memoria se ha trabajado exclusivamente con electrodos de mercurio , por

lo que se hara algo mas de hincapié acerca de ellos.

El mercurio, elemento metalico que se encuentra en estado liquido a temperatura
ambiente, constituye uno de los materiales mas apropiados para construir un electrodo de trabajo,
debido a que posee un buen nimero de propiedades muy favorables para esta funcion. La mas
importante, probablemente, sea su elevado sobrepotencial con respecto al hidrégeno, destacando
también la gran uniformidad que presenta cualquier superficie de mercurio y su gran

reproducibilidad, siempre que se encuentre libre de impurezas.
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Los tipos que se utilizan en voltamperometria son :

- Electrodo de gotas de mercurio (EGM o DME : “ Dropping Mercury Electrode ).

- Electrodo de pelicula de mercurio ( EPM o FME : “ Film Mercury Electrode ).

- Electrodo de gota estatica de mercurio ( EGEM o SMDE : “Static Mercury Drop
Electrode™ ).

- Electrodo de gota suspendida de mercurio ( EGSM o HMDE : “ Hanging Mercury
Drop Electrode ).

Ademas de los electrodos de gotas y desde los afios sesenta se vienen utilizando , cada
vez con mas frecuencia, los electrodos de pelicula ; éstos consisten en una fina capa ( 0 conjunto
de microgotas ) de mercurio depositada sobre un soporte solido, generalmente de carbén o
metalico . Su funcionamiento es parecido al de la gota, pero retne una serie de ventajas que le
hacen mas recomendable para determinadas circunstancias ; por ejemplo, su relacion
superficie/volumen es mucho mayor, permite su uso en técnicas hidrodinamicas o como detector
en cromatografia liquida, puede configurarse como ultramicroelectrodo, opera con menos
cantidad de mercurio, etc. Por contra, su superficie activa no siempre es reproducible, lo cual
restringe su uso a procedimientos comparativos con disoluciones patron ; en este sentido debe
indicarse que se ha dedicado mucha atencién por parte de los investigadores a este problema y

que cada vez se va superando mejor ( 2).
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1.3.5.- Otras consideraciones

Aparte de las técnicas analiticas de mayor importancia ya comentadas, existen otras que
también se utilizan para la determinacién de trazas, bien solas o con el apoyo de alguna otra
técnica, bien de separacién o de deteccién . Asi, la determinacion de elementos traza por medio
del analisis cromatogréfico requiere un procedimiento de separacion que permita distinguir las
especies conforme a su composicién elemental ; es decir, en este caso la cromatografia actuaria
como un sensible sistema de deteccion . Esto explica el gran desarrollo de la espectrometria de
emision atdmica con plasma acoplado inductivamente ( ICP-AES ) con deteccion cromatografica
liquida de alta resolucion ( HPLC) ; de hecho han aparecido numerosas publicaciones (47 ) que
colocan a esta técnica como la mejor para la especiacion elemental en muestras reales a nivel
traza, aungue los limites de deteccidon no han quedado claros para muchos elementos . En un
trabajo posterior ( 48 ) y entre otros limites de deteccion se ha fijado el del cobre en 6.8 ppb .
También se ha publicado en un estudio acerca de metaloproteinas de Zn, Cuy Cd en mejillones,
la posibilidad de determinar estos metales a niveles de sub-ppm (49).

Por lo que respecta a la especiacidn quimica , ésta se manifiesta fundamentalmente en dos

campos bien distintos : geosfera y biosfera . En este segundo caso su objetivo principal es
contribuir a elucidar aspectos tales como la trayectoria bioquimica, el diagnéstico médico o la
prospeccion en el caso de materiales fosiles. En las ciencias médicas, el establecimiento de
valores de referencia fidedignos con rangos estrechos para varios elementos traza es decisivo para
tomar medidas terapéuticas en situaciones de deficiencia o de exceso ; a su vez, los controles
analiticos de estos elementos permiten mejores y mas rapidos diagnosticos.

Las técnicas analiticas actuales son capaces de detectar cantidades extremadamente
pequefias de elementos quimicos en la biosfera y su desarrollo es suficiente como para servir de
herramienta de rutina en la determinacion de ultra-trazas. Indudablemente, el progreso
tecnolégico ha contribuido decisivamente a la posible determinacién de elementos traza en
sistemas bioldgicos, y, del mismo modo, las exigencias en cuanto a garantia de la calidad
analitica han motivado el desarrollo y uso de una gran variedad de materiales biolégicos de

referencia . Sin embargo, todavia aparecen datos analiticos incoherentes, lo que limita el avance
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en este campo cientifico y demuestra, a su vez, que el problema no se limita al desarrollo de
técnicas analiticas mas sensibles , sino que es bastante mas complejo (50 ) .

En definitiva, puede afirmarse que el campo de investigacion en torno a los elementos
traza esta todavia muy abierto, es practicamente inagotable y esta limitado solamente por la
imaginacion de los investigadores ; se dice que una prudente mezcla de conocimientos analiticos
y de intuicion bioldgica parece decisiva para el éxito de los citados estudios acerca de elementos
traza ( 50).

Las caracteristicas comunes de los procesos de especiacidon son muestreo,
preconcentracion, separacion quimica y control de calidad. Virtualmente todos los métodos
analiticos son aplicados en especiacién quimica ( 51 ) . En investigaciones bioquimicas, los
métodos mas importantes de preconcentracion y separacion son cromatografia y electroforesis
(52-56 , 56-65) . Ambos se utilizan para identificar proteinas ( 66-72) . Pero la cromatografia
con gel a menudo es preferida cuando se tiene que preparar las alicuotas para analisis de trazas
( 66-68, 68-70 ), aunque también se usa la electroforesis ( 72 ) . Después de la mineralizacion,
el método mas frecuentemente aplicado es el cambio idnico ( 71-75) . Por lo que se refiere a las
técnicas analiticas , el analisis por activacion de neutrones es a menudo preferido para evitar, por
otra parte , la inevitable contaminacion de los agentes mineralizantes. La especiacion de
elementos traza esta basada en una secuencia cada vez mayor de procedimientos que podrian
denominarse intrusos ( o sin tradicién analitica ). Asi, parece evidente que el modelado
computacional para deducir la especiacidn o reparto en una concentracion total determinada es
una primera etapa
( 76-82 ) . Obviamente, para desarrollar esta etapa se necesita un buen conocimiento de las
constantes de estabilidad y un método fidedigno para computar coeficientes de actividad ( 78,
83-85).

Por lo que respecta al uso de métodos electroanaliticos en la especiacion de elementos,
hoy dia esta algo limitado, a pesar de que por su propia esencia estos métodos reinen muy buenas
condiciones para dicha labor. Actualmente se utilizan sobre todo para distinguir entre complejos
“ labiles ” y “no labiles” , entendiéndose para el primer grupo aquellos complejos en los que el
metal esta biodisponible; en el caso del Cu y a modo de ejemplos, se encuentran en el blogue de

labiles los siguientes: Cu-cisteina, Cu-glicina, Cu-NTA, Cu-citrato y Cu-acido tanico ( 86 ).
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La adsorcion de materia organica en los electrodos de Hg interfiere con la mayoria de los
procedimientos electroanaliticos desarrollados ( 86, 87, 88 ) , de ahi la necesidad de eliminar
previamente dicha M.O. ; aunque a veces se recurre a la radiacion UV para descomponer esta
materia organica ( 89 ), no siempre se consiguen los resultados deseados, por lo que el recurso

mas generalizado y eficaz es la mineralizacion &cida.
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Capitulo Il. Estudios voltamperométricos con preconcentracion. EN y derivados

11.1.- INTRODUCCION

Tal como se anuncid en la Introduccion de esta Memoria, se han realizado estudios
comparativos con diferentes reactivos modificadores del medio. La importancia de este tipo de
estudios presenta una doble faceta de gran relevancia :

De una parte , la competencia que estos reactivos entablaran con otros agentes presentes
en la matriz, liberando con ello mayor o menor fraccion del analito , segun la fortaleza relativa
de los diferentes complejos susceptibles de formarse. Esto tiene una gran transcendencia en el
capitulo “especiacion” .

De otra parte, debe considerarse que todos los métodos electroanaliticos basados en
estimulos diferenciales ( voltamperometria de redisolucion anddica de onda cuadrada o
diferencial de impulsos o la potenciometria de redisolucion, por ejemplo ) aportan sefiales
analiticas cuya cuantia depende directamente del grado de reversibilidad electroquimica del
proceso electrodico. Por lo tanto, la sensibilidad del método estard en funcién de todo aquello
que afecta a dicho grado de reversibilidad, como es la naturaleza del medio y, mas

concretamente, del reactivo que acompania a las especies metalicas en los procesos electrodicos.
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Los reactivos seleccionados en este caso fueron :

* ETILENDIAMINA: C,HgN, : 1,2-DIAMINOETANO

H2N \/\

NHo

Etilendiamina

* N-METIL-ETILENDIAMINA : C;H,(N, : N-METIL-1,2-DIAMINOETANO

H2N NN
NH

Me

N-Metil-Etilendiamina

* DIETILENETRIAMINA : C,H;3N; : 2,2'-IMINOBIS ( ETILAMINA)

H
AVNWVALE

H

Dietilentriamina
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Los principales criterios para llegar a esta seleccion fueron :

a) El reactivo cabecera de grupo, la Etilendiamina, (EN ), ha sido muy estudiado y, por
lo tanto, es bien conocido por su capacidad para formar complejos estables con los iones del
cobre, especialmente con el Cu (I1). También se conoce el comportamiento electroquimico del
cobre en medio EN, donde interviene en procesos reversibles , muy aptos por consiguiente para
ser utilizados en técnicas electroanaliticas.

b) Del mismo modo se conoce la capacidad complejante de los otros dos reactivos, N-
Metil-Etilendiamina ( N-MET-EN ) y Dietilentriamina ( DENTRI ), con los iones cuprico. Su
estructura quimica, parecida a la que presenta la EN, hace suponer que sus comportamientos
electroquimicos sean también parecidos.

c) Debe considerarse también la faceta competitiva de estos reactivos frente a la M.O.
presente en la matriz, de tal manera que esto puede dar lugar a un comportamiento diferencial
(‘aunque secuencial ) en cuanto a su capacidad para liberar el cobre de las muestras; todo lo cual
podria facilitar, la interpretacion de los fendmenos observados y, obviamente, aumentar el interés
de los estudios.

El presente estudio persigue en esencia y para cada reactivo las condiciones
experimentales ptimas para la determinacién de cobre en la escala de concentraciones habitual
segun el tipo de muestras que se pretende analizar, aplicando para ello las técnicas
voltamperométricas con etapa previa de preconcentracion, concretamente las modalidades de
onda cuadrada ( SWV ) y diferencial de impulsos ( DPV ). Todo ello sobre muestras exentas de
M.O. ; es decir, se trata de un trabajo obligado y preliminar al que después se abordara

empleando muestras reales de LCR.

Capll/ 58



Capitulo Il. Estudios voltamperométricos con preconcentracion. EN y derivados

11.2.- PARTE EXPERIMENTAL

11.2.1.- Reactivos

-- Disolucién de Etilendiamina 0,15 M , preparada a partir del reactivo para sintesis de
MERCK-Schuchardt, mantenido en camara fria y protegido de la luz. Se caracteriza ademas por:
*d 20°/4°: 0.896 - 0.898 g / ml
*PM : 60.10 g / mol
-- HCI 30% , suprapuro, de MERCK . * : PM : 36.46 g/mol.

-- Disolucion patron de Cobre de 1000mg/l en Cu ( 1) ,a pH =2, mantenida en camara
fria y protegida de la luz, preparada a partir de una disolucion Tritisol ( Merck ) . A partir de ella,
por diluciones, se preparan otras de 100, 1y 0,1 ppm en Cu ( Il ) respectivamente, afiadiendo
HCIO, en cantidad apropiada para mantener este pH.

-- Agua desionizada mediante el sistema MiliQ ( waters system ).

-- Nitrégeno N 50, mantenido a 1 bar de presién, para elimianr el oxigeno de las

disoluciones y proporcionar la formacion de la gota en el electrodo.

-- Disolucién de N-Metil-Etilendiamina ( N-MET-EN ) 0.15 M preparada a partir del
reactivo N-Methylethylene-diamine, 95 % , Aldrich.

-- Disolucion de Dietilenetriamina ( DENTRI ) 0.15 M preparada a partir del reactivo

Diethylenetriamine ( bis [2-Aminoethyl] amine ) , Sigma.
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11.2.2- Aparatos

-- AUTOLAB para la realizacion de estudios voltamperométricos, de Eco-Chemie,
PSTAT 10, con modulo de ECD activo.

-- VA STAND 663, de Metrohm, con un electrodo multimodo de mercurio, electrodo de
referencia de Ag / AgCIl ( KCl sat) y contraelectrodo de carbono vitreo, equipado con agitador
y sonda para el nitrogeno. El electrodo de mercurio se utiliz6 en modo SMDE.

Todos los potenciales que aparecen en este capitulo van referidos al potencial del
electrodo de referencia indicado.

El sistema esta controlado por un PC Intel Pentium 133 MHz , provisto del paquete de

programas GPES version 3.3.

-- Todo el material de vidrio y propileno fue sometido a 60° C en bafio de HCI durante
tres dias ; enjuagado con agua desionizada y en bafio a 60° C de HNO, ( 2 mol/l') durante otros
tres dias ; enjuagado nuevamente con agua desionizada y mantenido en bafio de HNO, hasta su

uso.
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11.2.3.- Procedimiento

Para el estudio de los parametros y medidas que se investigaron siguiendo las técnicas
elegidas de voltamperometria diferencial de impulsos y voltamperometria de onda cuadrada
(DPV y SWV) , se utiliz6 una celda polarogréafica que contenia 5 ml de agua ( previamente
tratada MiliQ ) , una determinada cantidad de electrolito soporte ( generalmente 10l de HCI
1:10 ), y las cantidades de disolucion de concentracion conocida de EN, N- MET- EN y
DENTRI necesarias en cada caso para proporcionar el pH adecuado. Se elimin6 el oxigeno
disuelto mediante el paso de una corriente de N, durante un tiempo de 300 segundos en un
principio, y 30 segundos para las posteriores medidas.

Seguidamente se procede a la acumulacion de la especie electroactiva sobre el electrodo
de mercurio, aplicando un potencial de acumulacion de -1.0 V durante un tiempo de 1 minuto,
durante el cual se mantiene agitada la disolucion. Transcurrido dicho tiempo, y tras 5 segundos
de reposo, tiempo de equilibrio, se realiza el barrido de potencial hacia valores mas positivos,
hasta el completo desarrollo de la onda u ondas de oxidacion. (de -0.6 Va+ 0.1 V).

Después de cada medida se renueva la superficie del electrodo con la consiguiente
formacion de una nueva gota de igual superficie.

Se realizaron sucesivas adiciones de cobre con el objeto de hacer calibrados y obtener las
sefales para los diferentes derivados.

En tanto no se estudie como variable o se indique explicitamente, los parametros y

condiciones utilizados son los que se indican en este Procedimiento General.
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11.3.- ESTUDIOS CON ETILENDIAMINA . ( RESULTADOS , DISCUSION Y
CONCLUSIONES).

11.3.1.- Comportamiento del fondo

Segun lo proyectado en esta Memoria, posteriormente se llevaran a cabo ensayos con
disoluciones en las que presumiblemente la concentracién de cobre sera del orden o inferior a 1
ppb ; lo cual significa que, por muy sensible que sea la técnica y condiciones empleadas, las
sefiales analiticas correspondientes seran muy pequefias ; de ahi la necesidad de evaluar
previamente las sefiales de fondo o blanco; de éstas seran responsables , de una parte, los
reactivos que se van a incorporar a la muestra y, de otra, el propio ruido de fondo achacable al
instrumental utilizado.

A tenor de los ensayos previstos serd necesario HCI ( normalmente 10 pl del reactivo
sefialado en su momento ) y EN ( en general se operara con varios cientos de ! de disolucion
de EN 0.15 M) . Otro de los criterios utilizados posteriormente para fijar la cantidad idénea de
EN es el pH (aproximadamente 9) y el potencial de los picos de redisolucién ( aproximadamente
-390 mV) . Por todo ello, los estudios de evaluacion de fondo se han llevado a cabo con los tres

tipos de disoluciones siguientes :

Disolucion a): 10 ml agua ( miliQ ), 100 pl HCI 1:10, y 500 wl EN 0,15 M

pH = 7
Disolucion b) : Disolucién a) +200 plEN0,15M = pH =8

Disolucion c) : Disolucion b) + 300 pIEN0,15M = pH =9
Como puede observarse, se ha operado con cantidades de HCI y de EN muy superiores

a las normalmente utilizadas, al objeto de poner de manifiesto la aportacién de estos reactivos

a la sefial de redisolucion de manera mas fehaciente.
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De otra parte, las condiciones de trabajo ( especialmente durante la etapa de

preconcentracion ) constituyen otro de los factores mas influyentes en la configuracion del ruido

de fondo . Por ello, en los experimentos a desarrollar se han incorporado también como variables

en estudio tanto el potencial como el tiempo de deposicidn ; de este ultimo se han seleccionado

cuatro valores de uso habitual en este tipo de analisis, mientras que del primero se ha estudiado

el potencial de uso mas frecuente y otros dos , ligeramente superior e inferior respectivamente.

Los resultados obtenidos utilizando la variante DPV se han resumido en la Tabla11.3.1.1.,

mientras que en la Figura 11.3.1.1. aparece su correspondiente representacion.

TABLA

11.3.1.1.

COMPORTAMIENTO DEL FONDO. DPV

1 Edep =-0.8 V 2 Edep=-10V |3 Edep=-1.2V
T.(min)f-E(mV) |1(nA) -E(mV) |1 (nA) -E(mV) | 1(nA)
a - - 258 0.39 - -
05 | b 258 0.75 366 0.75 353 0.43
c 405 0.81 400 0.77 392 0.74
a 263 0.38 261 0.71 - -
1 b 368 1.36 363 1.17 361 0.94
c 395 1.61 400 1.33 392 1.19
a 261 0.90 253 1.23 251 1.42
2 b 363 2.02 373 1.89 356 1.88
c 392 2.74 388 2.42 380 1.91
a 258 2.26 256 3.06 256 3.39
S b 363 4.59 363 4.92 358 4.14
c 395 5.83 388 5.28 373 4.33
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Participacion de EN y potencial y tiempo de deposicion.

Eac=-0.8V

Eac=-10V

Eac=-1.2V

I (nA)

1 (nA)

I (nA)

FIGURA
COMPORTAMIENTO DEL FONDO . DPV.

11.3.1.1.
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Las Conclusiones que se pueden deducir de este estudio son las siguientes :

* Los valores del pH para cada disolucion son los normales, si se considera la cantidad
de EN necesaria para neutralizar la acidez del HCI.

* Las sefiales obtenidas corresponden fundamentalmente a pequefias impurezas de cobre,
como se deduce de los potenciales de pico ( su evolucion con el pH y con la presencia de mas
0 menos EN ) y de sus intensidades ( evolucion ante pequefias adiciones de cobre ).

* La constancia de los E de pico de redisolucion para cada disolucion es la esperada , toda
vez que su rango de dispersidn alcanza unos pocos milivoltios :

Disoluciéna) : E =-257 #3mV.

Disolucién b) : E=-362 +4 mV.

Disolucién b) : E =-392 +6 mV.

* La evolucion de estos E de pico desde las disoluciones a hasta las ¢ es la prevista :
cuanto mayor es el exceso de EN se observan potenciales mas negativos.

* La evolucion de | desde las disoluciones a hasta las ¢ también encaja en lo previsible:A
medida que aumenta el exceso de EN, el proceso electroquimico se torna mas reversible y se
observan intensidades mayores.

* En ambos casos los incrementos son mayores cuando se pasa de disoluciones a =$ b
que cuando se pasa de disoluciones b =# ¢, lo que indica que en las disoluciones b la mayor
parte del Cu* esta ya bajo control de la EN

* Los Eac ensayados proporcionan sefiales de redisolucion muy parecidas , tanto en
desarrollo (1) como en ubicacion ( E ) , denotandose en todo caso y en conjunto una mayor
estabilidad y desarrollo de las sefiales cuando se deposita a -1.0 V', por lo que este parametro se
fijo en el citado valor.

* En cuanto a la incidencia de los diferentes Tac , se constata que la evolucién de | es
conforme a lo previsto , advirtiéndose mayor coherencia con la teoria en las disoluciones c ,

probablemente porque en éstas se haya alcanzado una situacion de maxima estabilidad.
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Siguiendo el mismo protocolo procedimental se hicieron estudios paralelos aplicando la

técnica SWV . Las disoluciones preparadas para ello fueron :

Disolucion a) : 10 ml agua ( miliQ ), 100 ul HCI 1:10, y 500 pl EN 0,15 M
l
pH=7 = E=-273+x3mVv

Disoluci6n b) : Disolucién a) +200 WlEN0,15M = pH =8 = E=-376 +2mV

Disoluci6n ¢) : Disolucién b) +300 WIEN0,15M = pH =9 — E =-406 +2mV

Los resultados obtenidos se han resumido en la Tabla 11.3.1.2. y en la Figura 11.3.1.2.
En principio se llega a conclusiones muy parecidas a las descritas cuando se utiliza DPV, si bien
en este caso cabe indicar que la cuantia de las sefiales es ahora de un orden de magnitud mayor,
lo cual permite establecer a su vez dos consideraciones ; en primer lugar que la mayor aportacion
al ruido de fondo se debe probablemente a impurezas de cobre ( presentes en los reactivos, en
las paredes de las celdas o en el mismo mercurio que configura el electrodo de trabajo), ya que
es bien conocido por estudios precedentes que en las condiciones de trabajo y cuando el analito
es cobre, la técnica SWV es de un orden de magnitud mas sensible que la DPV. En segundo
término y a tenor del incremento de | cuando se adiciona cobre a la disolucién, puede
establecerse que, operando con 100 pl de HCI 1:10 y 1000 pl de EN 0.15 M, la sefial de fondo
equivale a una concentracion de cobre del orden de 0.5 ppb ; dado que lo normal es trabajar con
cantidades de reactivos sensiblemente inferiores, puede concluirse que también podran

determinarse concentraciones de cobre sensiblemente inferiores a 0.5 ppb.
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COMPORTAMIENTO DEL FONDO .

TABLA

11.3.1.2.

SWV.

1 Edep=-08v

2 Edep=-10V

3 Edep=-12V

T.(min)|-E(mV) [I(nA)]-E(mV) [I(nA) -E(mV) [I(nA)
a - - 441 2.04 270 2.94

0.5 b 378 9.40 375 11.6 378 11.9
c 402 9.56 407 10.6 407 11.2

a - - 266 5.41 273 5.88

1 b 373 16.0 378 17.9 375 17.5
c 405 14.8 402 18.2 405 19.3

a 278 6.36 273 11.4 275 12.1

2 b 375 29.8 375 331 375 331
c 407 28.1 407 33.4 407 35.0

a 275 24.3 270 28.3 273 30.3

3 b 375 70.7 375 76.9 375 79.0
c 407 70.6 407 79.4 407 86.2
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Eac=-0.8V

Eac=-1.0V

Eac=1.2V

FIGURA 11.3.1.2.
COMPORTAMIENTO DEL FONDO. SWV.

Participacion de EN y potencial y tiempo de deposicion.
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11.3.2.- Estudio del tiempo de acumulacion

La previsible necesidad de tener que trabajar con concentraciones de cobre inferiores a
1 ppb ha obligado a replantear estudios acerca de la incidencia de este parametro; sabido es que
uno de los parametros mas influyentes en la sensibilidad de estas técnicas de redisolucion es el
tiempo de acumulacion de metal ( analito ) en la superficie del electrodo. Obviamente , cuanto
mayor es el tiempo de electrodeposicion mayor es la concentracién del metal en la amalgama y
mayor la magnitud de la sefial analitica . Por lo tanto, se trata de un pardmetro decisivo en la
concrecion de la sensibilidad ; no obstante y paralelamente a la magnitud de la sefial analitica,
también aumentan otros fenémenos que contribuyen al ruido o fondo, de forma que no es
recomendable desde el punto de vista analitico aumentar indefinidamente el tiempo de
acumulacion; ello con independencia de que el tiempo del analisis en principio debe tomarse
como un factor negativo y, por consiguiente, con inclinacién a minimizar.

De otra parte , la circunstancia de que de las técnicas voltamperométricas ( DPV y SWV)
empleadas en este trabajo sea la segunda la intrinsecamente mas sensible ha motivado que el
presente estudio se haya circunscrito especialmente a la primera de las citadas técnicas, es decir
a DPV, por ser la que en mayor medida puede necesitar de este recurso instrumental.

Como se ha indicado, se estudio la influencia del tiempo de acumulacion con intencién
de disminuir en lo posible el limite de deteccion. A tal efecto se realizaron los experimentos para
diferentes concentraciones de Cu ( 11') y, para cada una de ellas, se estudiaron los tiempos de
acumulacién : 5, 4, 3, 2 y 1 minuto respectivamente.

El estudio se inici6 operando con concentraciones de Cu ( Il ) de 5, 3y 2 ppb, pero
posteriormente se centrd en 1 ppb de Cu (11) en celda, de manera que fue con esta concentracion
de cobre con la que se profundiz6, realizando diferentes series para cada tiempo de acumulacion,
lo que permite evaluar la reproducibilidad de las sefiales y la respuesta de los electrodos. Se
realizaron una serie de calibrados para cada tiempo de acumulacién estudiado. Igualmente, se

realizé el estudio con 0 ppb Cu (11') en celda.
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EXPERIMENTOS CON 5ppb Cu(ll)

Se prepar6 una celda para el estudio voltamperométrico por DPV que contenia 10 ml de
agua (mili Q ), 10 pl HCI 1:10 y 500 pl EN 0.15 M. Sobre esta disolucion se afiadieron 50 il
Cu (1) 1 ppm ( suponen realmente en celda 4.75 ppb de Cu ( 11 ) ). Se midieron las sefiales a

diferentes tiempos de acumulacion, resultando los datos que se presentan en la Tabla11.3.2.1.

TABLA 11.3.2.1.

Experimentos para 5 ppb de Cu ( 11). Diferentes tiempos acumulacién.

DPV
Tac ( min) 5 4 3 2 1
Ip (nA) 18.54 14.44 10.67 6.718 3.242
Ep(V) -0.395 -0.395 -0.397 -0.397 -0.397

Tras la obtencion de la medida para el tiempo de acumulacién de 1 minuto, se procedio
a la realizacion de un calibrado, realizando tres adiciones de 60 pl Cu (11) 1 ppm cada una de
ellas, por tanto suponen incrementos proximosa 6 ppb Cu (I1). Los resultados se presentan

enla Tabla 11.3.2.2. y se representan en la Figura 11.3.2.1 .

TABLA 11.3.2.2.
Calibrado para5 ppb Cu (I1l1). Tac =1 minuto . DPV

I Cu (1) (ppb) | (nA) I

Sefial inicial Muestra 3.412

12 adicién 6 7.723

22 adicion 12 12.13

32 adicion 18 16.11

Sefial : 5 ppb Cu (11') . Adiciones : cada una de 6 ppb Cu ( I1).
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FIGURA 11.3.2.1

Estudio del tiempo de acumulacién

Calibrado para 5 ppb Cu ( I1). Tac = 1 minuto.

DPV
20
~Cu ()
e
15 |- -
~ T
£ 10 - _—
= o
. | -
A
0 ////// Il Il Il ‘ Il Il Il Il Il ‘ Il Il Il Il Il ‘ Il ‘ Il
1 6 11 16 21
Cu (1) (ppb)

De este calibrado, para 5 ppb Cu ( Il )(realmente en celda suponen 4.75 ppb Cu ( I1))

y con un tiempo de deposicion de 1 minuto, se obtienen los siguientes resultados:

A = 3.4686

B =0.7083

r=0.9998
Recuperacion = 4.8 ppb Cu (II).

Cap 1 /71



Capitulo I1. Estudios voltamperométricos con preconcentracion. EN y derivados

EXPERIMENTOS CON 3ppb Cu(ll)

Se prepar6 una celda para el estudio voltamperométrico por DPV que contenia 10 ml de
agua (mili Q ), 10 pl HCI 1:10 y 400 pl EN 0.15 M. Sobre esta disolucion se afiadieron 30 il
Cu (1) 1 ppm ( suponen realmente en celda 2.90 ppb de Cu (11) ). Se midieron las sefiales que
aparecian en los voltamperogramas a diferentes tiempos de acumulacion, seglin se presenta en
la Tabla 11.3.2.3.

TABLA 11.3.2.3.

Experimentos para 3 ppb de Cu ( 11). Diferentes tiempos acumulacién.

DPV
Tac (min) 5 4 3 2 1
Ip (nA) 14.05 11.28 8.456 5.604 2.544
Ep(V) -0.388 -0.388 -0.388 -0.388 -0.385

Tras la obtencion de la medida para el tiempo de acumulacién de 1 minuto, se procedio
a la realizacion de un calibrado, realizando tres adiciones de 50 pul Cu (1) 1 ppm cada una de
ellas, por tanto suponen incrementos proximos a 5 ppb Cu ( 11). Los resultados se presentan en

la Tabla 11.3.2.4. y se representan en la Figura 11.3.2.2 .
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TABLA 11.3.2.4.

Calibrado para 3 ppb Cu ( I1). Tac = 1 minuto. DPV

Sefial inicial

I Cu (1) (ppb) | (nA) I

2.544

12 adicién

5.616

22 adicion

9.659

32 adicion

Sefial : 3 ppb Cu (11'). Adiciones : cada una de 5 ppb Cu ( I1).

FIGURA

Estudio tiempo de acumulaciéon

11.3.2.2.

13.61

Calibrado para 3 ppb Cu ( 11). Tac = 1 minuto .

DPV

20

—Cu (Il
15 - )
£ 10
5 | e
s
o L=
0 10 15

Cu (1) (ppb)

20
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De este calibrado, para 3 ppb Cu ( Il )(realmente en celda suponen 2.90 ppb Cu ( I1))

y con un tiempo de deposicién de 1 minuto, se obtienen los siguientes resultados :

A=22711

B =0.7448

r=0.9993
Recuperacion = 3.04 ppb Cu ( 11).

EXPERIMENTOS CON 2ppb Cu(ll)

Se prepar6 una celda para el estudio voltamperométrico por DPV que contenia 10 ml de
agua (mili Q ), 10 I HCI 1:10 y 400 pl EN 0.15 M. Sobre esta disolucion se afiadieron 20 ul
Cu (1) 1 ppm (suponen realmente en celda 1.93 ppb de Cu (1) ). Se midieron las sefiales que
aparecian en los voltamperogramas a diferentes tiempos de acumulacién, segln se presenta en
la Tabla 11.3.2.5 .

TABLA 11.3.2.5.

Experimentos para 2 ppb de Cu ( 11). Diferentes tiempos acumulacién.

DPV
Tac (min) 5 4 3 2 1
Ip (nA) 8.199 6.308 4.595 2.875 1.481
Ep(V) -0.385 -0.385 -0.385 -0.385 -0.383
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Traslao

btencién de la medida para el tiempo de acumulacion de 1 minuto, se procedio,

como en los casos anteriores, a la realizacion de un calibrado, realizando tres adiciones de 30 pl

Cu (11') 1 ppm cada una de ellas, por tanto suponen incrementos proximos a 3 ppb Cu (I1). Los

resultados se presentan en la Tabla 11.3.2.6. 'y se representan en la Figura 11.3.2.3.

TABLA 11.3.2.6.
Calibrado para 2 ppb Cu ( I1). Tac = 1 minuto. DPV

I Cu (1) (ppb) | (nA) I

Sefial inicial 1.481
12 adicién 3.755

22 adicion 5.692
32 adicion 8.156

Sefial : 2 ppb Cu ( 11'). Adiciones : cada una de 3 ppb Cu ( I1)

DPV
12

10

1(nA)

FIGURA 11.3.2.3.

Estudio tiempo de acumulaciéon

Calibrado para 2 ppb Cu ( 11). Tac = 1 minuto .

/ ‘ ‘ ‘ ‘ I | I I | I
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De este calibrado, para 2 ppb Cu ( I1) ( realmente en celda suponen 1.93 ppb Cu (11))

y con un tiempo de deposicion de 1 minuto, se obtienen los siguientes resultados:

A =14767
B =0.7320
r=0.9991

Recuperacion = 2.0 ppb Cu (II)

EXPERIMENTOS CON 1 ppbCu (Il)

Se prepararon disoluciones en la celda que contenian 10 ml agua ( mili Q ), 10 pl HCI
1:10y 300 pl EN 0.15 M. Sobre ellas se afiadieron 10 il Cu (1) de 1 ppm ( que suponen en
celda realmente 0.97 ppb Cu ( 11') ). Se realizaron tres adiciones de 20 pl Cu (11') de 1 ppm
(supone aproximadamente 2 ppb Cu ( I1) en celda cada adicion ). Los resultados obtenidos para
estos calibrados se presentan en la Tabla 11.3.2.7. ; en esta Tabla se ha incorporado una columna
con los valores de las pendientes de hipotéticas representaciones | vs [ Cu ], al objeto de facilitar
la comparacion de los resultados ; circunstancia que se pone de manifiesto ain mejor en la Gltima
columna de la Tabla, en la que se han incluido los valores de dichas pendientes esta vez
relativizadas por los tiempos de acumulacion empleados en cada caso. Las medidas de las
sefales, para cada tiempo y adicion, se presentan en la Tabla 11.3.2.8 . En la Tabla 11.3.2.9. se
presenta un resumen de todos los ensayos con los valores medios obtenidos en cada apartado.
A continuacion , en la Figura 11.3.2.4. y a modo de ejemplos, se han incorporado algunos de los
voltamperogramas resultantes.

Del mismo modo y a manera de resumen, en la Figura 11.3.2.5. se han representado las
rectas de calibrado para diferentes tiempos de acumulacion, donde se ve el elevado grado de

linealidad de todos y cada uno de ellos.
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TABLA 11.3.2.7. INFLUENCIA DEL Tac ([Cu (11)] =1 ppb). DPV.

Tiempo acum.(min) [ Cobre Recup. (ppb) r P (nA/ppb) | Pr(nA/ppb/min)
0.90 0.9986 2.82 0.564
0.86 0.9988 3.08 0.619
° 1.08 0.9994 2.93 0587
1.03 0.9999 2.88 0577
0.96 0.9999 2.88 0576
0.96 0.9998 257 0.642
0.96 0.9999 2.55 0.636
4 0.96 0.9999 2.54 0.635
0.97 0.9998 2.55 0.636
0.96 0.9999 257 0.643
0.97 0.9999 1.98 0.659
0.96 0.9999 1.97 0.656
3 0.97 0.9999 1.96 0.655
0.94 0.9999 2.03 0.677
0.97 0.9999 1.99 0.663
0.93 0.9998 2.06 0.679
0.97 0.9999 151 0.755
0.98 0.9997 1.46 0.728
2 0.97 0.9993 1.43 0.712
0.97 0.9999 1.45 0.726
1.00 0.9998 1.38 0.690
0.97 0.9997 0.726 0.726
0.97 0.9999 0.744 0.744
! 1.00 0.9998 0.727 0.727
1.00 0.9978 0.709 0.709
0.98 0.9999 0.767 0.767
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TABLA

11.3.2.8.

SENALES PARA LOS CALIBRADOS . DPV.
1 ppb Cu (1), Diferentes tiempos.

(3 adiciones de 2 ppb de Cu ( 11))

Tiempo acum I (nA) I (nA) I (nA) I (nA)
(minutos) Senial 12 adicion 2% adicion 32 adicion
(1 ppb Cu(ll) | (2 ppbCu(ll)) | (2 ppb Cu(ll)) | (2 ppb Cu(ll))
2.632 8.097 13.08 19.54
3.046 8.374 14.92 21.52
5 3.000 9.241 15.23 20.60
2.996 8.755 14.44 20.30
2.767 8.507 14.30 20.04
2.449 7.653 12.51 17.85
2.447 7.519 12.62 17.75
4 2.480 7.455 12.59 17.71
2.521 7.544 12.45 17.79
2.513 7.582 12.72 17.95
1.928 5.881 9.827 13.79
1.991 5.848 10.17 14.21
3 1.887 5.800 9.756 13.68
1.951 5.803 9.706 13.74
1.965 5.890 9.906 13.90
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1.452 4.377 7.247 10.32
1.501 4.275 7.139 10.24
2 1.385 4.193 6.744 9.835
1.441 4.261 7.256 10.15
1.423 4.140 6.815 9.713
0.7352 2.100 3.637 5.065
0.7325 2.216 3.717 5.224
1 0.7578 2.264 3.714 5.123
0.7348 2.021 3.711 4.900
0.7671 2.279 3.786 5.370
TABLA 11.3.2.9.
INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACUMULACION ( Resumen ).
1 ppb Cu (11). DPV. Valores medios .
Tiempo ac. N° de Recuper. r Pend. Pend. rel.
(min) Experim. (ppb) (nA/ppb) [ (nA/ppb/min
)
) 5 0.95 0.9993 2.92 0.584
4 5 0.96 0.9999 2.56 0.639
3 5 0.93 0.9998 2.00 0.667
2 5 0.98 0.9997 1.45 0.723
1 5 0.98 0.9994 0.736 0.736
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FIGURA 11.3.2.4.
VOLTAMPEROGRAMAS OBTENIDOS PARA 1 ppb Cu (I1).
Tiempo de acumulacion 5 minutos
DPV.

(Ver Tabla 11.3.2.8)

FIGURA 11.3.2.4. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 4 minutos
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FIGURA 11.3.2.4. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 3 minutos
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FIGURA 11.3.2.4. ( Continuacion)
Tiempo de acumulacién 1 minuto.
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RECTAS DE CALIBRADO OBTENIDAS PARA 1 ppb Cu (I1).
Diferentes tiempos de acumulacién.

I (nA)

9 10

7 8

Cu (1) (ppb)
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EXPERIMENTOS CON_Oppb Cu (I1)

Al objeto de corroborar las conclusiones obtenidas en el apartado 11.3.1. , se repiti6 el
estudio precedente , pero esta vez sin afiadir cobre en un principio ; es decir, segin la
terminologia empleada se operd con 0 ppb de cobre.

Se prepard una celda que contenia 10 ml de agua (miliQ ), 10 pIHCI 1:10y 300 pl EN
0.15 M. Esta disolucion se consider6 como muestra, se midieron las sefiales a diferentes tiempos

de acumulacion, resultando los datos que aparecen en la Tabla 11.3.2.10.

TABLA 11.3.2.10.

Experimentos para 0 ppb Cu ( I1) . Diferentes tiempos acumulacion.

DPV
Tac (min) 5 4 3 2 1
Ip (nA) 0.7335 0.6112 0.5019 0.3322 0.1367
Ep(V) -0.375 -0.378 -0.373 -0.378 -0.383

Tras la obtencion de la medida para el tiempo de acumulacién de 1 minuto, se procedio
a la realizacion de un calibrado, realizando tres adiciones de 10 pl Cu (1) 1 ppm cada una de
ellas, suponiendo por tanto cada una aproximadamente 1 ppb Cu ( 11 ). Los resultados se

presentan en la Tabla 11.3.2.11. y se representan en la Figura 11.3.2.6.
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TABLA 11.3.2.11.

Calibrado para 0 ppb Cu ( I1). Tac = 1 minuto. DPV

I Cu (I1) (ppb) I | (nA) I

Sefial inicial

0.1367

12 adicién

0.7437

22 adicion

1.561

32 adicion

2.304

Sefial : O ppb Cu (11') . Adiciones : cada una de 1 ppb Cu (I1).

FIGURA 11.3.2.6.

Estudio del tiempo de acumulacién.

Calibrado para 0 ppb Cu ( 11') . Tac = 1 minuto.

DPV

—=Cu (Il

1(nA)

Cu () (ppb)
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De este calibrado, para 0 ppb Cu ( Il ) y con un tiempo de deposicion de 1 minuto, se

obtienen los siguientes resultados :

A =0.0885
B =0.7319
r=10.9984

Recuperacion = 0.1 ppb Cu (II)

Finalmente, en la Tabla 11.3.2.12 se han incluido los principales datos obtenidos en los
estudios realizados en este apartado mientras que en la Figura 11.3.2.7 se han representado dichos

datos.
TABLA 11.3.2.12.

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACUMULACION. (CUADRO RESUMEN)
DPV

Cu?'] puesto

Tac (min) 5 ppb 3 ppb 2 ppb 1 ppb 0 ppb

1 3.242 2.544 1.481 0.767 0.137

2 6.718 5.604 2.875 1.567 0.332

3 10.67 8.456 4.595 2.389 0.502

4 14.44 11.28 6.308 3.096 0.611

5 18.54 14.05 8.199 3.904 0.734

Pend (nA/min) 3.75 2.90 1.70 0.784 0.15

Pend (nA/min ppb) 0.75 0.97 0.85 0.78 -
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FIGURA 11.3.2.7.

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACUMULACION
(Ver Tabla11.3.2.12)

30

=5 ppb Cu (1)
" 33 ppb Cu (1)
20 - =2 ppb Cu(Il)
==L ppb Cu (1)
O ppb Cu(Il)

25

15 |

1(nA)

10 -

Tiempo acumulacién ( min )

De este estudio en torno a la variable instrumental tiempo de acumulacion pueden
obtenerse las siguientes conclusiones :

- Los resultados son en todos los aspectos coherentes con las previsiones tedricas. Asi,
la magnitud de las sefiales aumenta a medida que lo hace el tiempo de acumulacién, circunstancia
por la cual esta variable sera muy a tener en cuenta cuando interese incrementar la sensibilidad
del método porque las muestras reales objeto de analisis asi lo exijan.

- También se observa un elevado grado de proporcionalidad ( ver los valores de las
pendientes relativas en la Tabla 11.3.2.12 ) entre las variables antes citadas ( intensidad y tiempo
de acumulacién), lo cual permite concluir que al aumentar el tiempo de acumulacién no aparecen
fendmenos parasitos que obliguen a limitar esta variable.

- Los calibrados obtenidos aportan una calidad analitica muy elevada , lo que permite
concluir que al menos en el rango estudiado el tiempo de acumulacién no constituye restriccion

alguna para los estudios a realizar posteriormente.
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11.3.3.- Estudio del potencial de acumulacién

Estudio en DPV

Se estudio la influencia del potencial de acumulacion, de manera que se pudiera elegir
asi el mas apropiado para obtener los voltamperogramas en las mejores condiciones analiticas
en funcién de los anlisis a realizar.

Para la realizacion de este estudio se prepararon disoluciones que contenian 10 ml agua
(miliQ), 10 ul HCI 1:10 y 500 pl EN 0.15 M.  Sobre esta disolucion se afiadieron 50 pl de
disolucion de Cu (1) de 1 ppm, lo que supone en celda del orden 5 ppb de Cu ( I1). Se midieron
las sefales obtenidas para un tiempo de acumulacién de 1 minuto, a diferentes potenciales de
deposicion. El estudio consisti6 en dos series totalmente diferentes, con el fin de evaluar la
reproducibilidad de las medidas. En una primera parte, se utilizé la técnica DPV, presentandose
algunos de los voltamperogramas registrados en la Figura 11.3.3.1.

Los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla 11.3.3.1. y aparecen representados en
la Figura 11.3.3.2.
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FIGURA 11.3.3.1.
VOLTAMPEROGRAMAS A DIFERENTES Eac (DPV).

Eac=-0.7V Eac=-0.8V
Eac=-09V Eac=-1.0V
Eac=-1.1V Eac=-12V
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TABLA 11.3.3.1.

INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION. (DPV).

(S5ppbdeCu(ll))

E acum. (V) Ep(V) Ip (nA) Ep (V) Ip (nA)
-0.7 -0.397 3.397 -0.395 3.450
-0.8 -0.397 3.494 -0.395 3.570
-0.9 -0.397 3.461 -0.395 3.447
-1.0 -0.395 3.619 -0.395 3.663
-1.1 -0.395 3.490 -0.392 3.593
-1.2 -0.397 3.430 -0.395 3.460

GRAFICA 11.3.3.1.
INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION.
(Ver Tablall.3.3.1)
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La observacion de todo este material permite concluir , en primer lugar, que en todos los
casos los voltamperogramas registrados estan bien conformados y, en segundo, que los resultados
son practicamente iguales en las dos experiencias. Desde el punto de vista del principal objetivo

de este apartado se concluye lo siguiente :

* Los Ep de los voltamperogramas son significativamente constantes; es decir, no se ven
afectados por la variable en estudio.

* Las Ip varian muy poco en el intervalo del potencial de acumulacion estudiado . No
obstante , se observa un ligero maximo cuando se usa Eac =- 1.0V .

* Con independencia de que hubiera algin cambio en el comportamiento de esta variable
al pasar a muestras reales, el Eac mas aconsejable y que se aplicara en estudios posteriores es -1.0
V.
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Estudio en SWV

Los estudios anteriores se han repetido siguiendo la técnica SWV, utilizando para ello
disoluciones y procedimiento totalmente iguales a los descritos , con la l6gica excepcidn de los
parametros especificos de la técnica, cuyos valores fueron los habituales.

Al igual que se realiz6 con DPV, se estudio la influencia del potencial de acumulacion
para elegir el mas adecuado, trabajando en SWV y realizando una purga con Nitrégeno durante
60 segundos para eliminar el oxigeno presente. Se realizd una preconcentracioén durante un
tiempo de 1 minuto de acumulacion.

Con independencia de la atencién especial que se le presta en otro apartado se ha querido
ensayar aqui la diferencia que pueda existir al operar con disoluciones en contacto con el aire
(con oxigeno ) o desoxigenadas ; sabido es que el oxigeno puede interferir 0 no en procesos
electroanaliticos, segun las circunstancias y segun la técnica aplicada ; obviamente, uno de los
factores mas influyentes en estos fendmenos es el potencial impuesto al electrodo, es decir, la
variable estudiada en este apartado. Por tal motivo, después de cada estudio en atmdsfera abierta
se ha pasado N, a las disoluciones durante 5 minutos y se ha repetido el estudio, esta vez en
ausencia de oxigeno.

En la Figura 11.3.3.2, en la Tabla 11.3.3.2 y en la Gréfica 11.3.3.2. , se ha incluido
informacion semejante a la dada al usar DPV, pero en esta ocasion utilizando disoluciones previo
paso de nitrégeno.

Y enlaFigurall.3.3.3.,enlaTabla11.3.3.3. yen la Grafica 11.3.3.3. aparece informacion
paralela a la anterior , obtenida con las mismas disoluciones y técnica SWV , pero en esta ocasion
utilizando disoluciones en contacto con el aire.

En términos generales, las conclusiones aplicables a la técnica SWV son las mismas que
las descritas para DPV. Ademas, debe enfatizarse el hecho de que la sensibilidad es ahora
significativamente mayor (corroborando con ello lo dicho en el apartado anterior ) y que la

presencia 0 no de oxigeno en la disolucion no ejerce influencia alguna en los resultados.
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FIGURA 11.3.3.2.
VOLTAMPEROGRAMAS A DIFERENTES Eac (SWV, con N,)

Eac=-0.7V Eac=-08V
Eac=-09V Eac=-10V
Eac=-1.1V Eac=-12V
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TABLA 11.3.3.2.
INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION. (SWV, con N,)
(S5ppbdeCu(ll))

E acum. (V) Ep(V) Ip (nA) Ep (V) Ip (nA)
-0.7 -0.383 26.08 -0.390 28.80
-0.8 -0.380 27.32 -0.392 29.69
-0.9 -0.380 27.05 -0.390 29.45
-1.0 -0.380 28.58 -0.392 30.19
-11 -0.380 28.04 -0.392 29.92
-1.2 -0.383 27.28 -0.390 29.98

GRAFICA 11.3.3.2.
INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION
( Ver Tabla 11.3.3.2)
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FIGURA 11.3.3.3.
VOLTAMPEROGRAMAS A DIFERENTES Eac (SWV, sinN,)

Eac=-0.7V Eac=-08V
Eac=-09V Eac=-10V
Eac=-1.1V Eac=-12V
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TABLA 11.3.3.3.

INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION (SWV, sinN,)

E acum. (V Ep(V | nA Ep(V | nA
-0.7 -0.383 24.94 -0.388 26.89
-0.8 -0.380 26.40 -0.385 27.13
-0.9 -0.380 27.24 -0.385 28.10
-1.0 -0.380 28.82 -0.385 29.42
-1.1 -0.380 28.58 -0.385 28.95
-1.2 -0.380 28.65 -0.385 29.27

GRAFICA 11.3.3.3.
INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION
(Ver Tabla11.3.3.3)
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11.3.4.- Influencia de la presencia de oxigeno

Cuando se utiliza como técnica electroanalitica la potenciometria de redisolucion anddica
se ofrecen dos opciones para el oxigeno presente en la disolucién de la muestra : bien se
mantiene en la disolucidn y se usa como reactivo oxidante o , en caso contrario, debe retirarse
previamente a la etapa de concentracion del analito. Por el contrario, la mayor parte de la técnicas
voltamperométricas que entrafian algun proceso catodico tienen el inconveniente de que la
presencia de oxigeno en la disolucion del analito supone una interferencia que, obviamente,
necesita eliminarse ; esto obliga a introducir en el proceso una primera etapa destinada a
desairear durante varios minutos la disolucion, lo cual supone dos inconvenientes ; de una parte,
alarga el tiempo ( al menos lo duplica ) del analisis y, de otra, aumenta la probabilidad de
cualquier evolucién quimica ( no deseada ) del analito .

No obstante lo dicho, en las técnicas basadas en SWV la incidencia de la reduccion del
oxigeno suele ser lo suficientemente pequefia como para poder prescindir de la etapa de
desaireacion, con la consiguiente simplificacién en el procedimiento analitico. En todo caso,
considerando que el analisis de trazas implica trabajar en condiciones limite de sensibilidad
(circunstancia que concurre en la presente Memoria ) ha parecido oportuno y necesario efectuar
un estudio especifico para dilucidar si procede o0 no eliminar la antedicha etapa de desaireacion.

Para ello se han realizado dos estudios paralelos ( sin pasar nitrégeno y pasandolo ) con
las mismas disoluciones . Se ha partido de disoluciones con 1 ppb de Cu (11) y se han afiadido
progresivamente cantidades de disolucién madre de Cu (I1) que supusieron cada una de ellas un
incremento en la concentracion del metal de 2 ppb. Teniendo en cuenta que la presencia de
oxigeno podria influir en mayor medida durante la etapa de acumulacion ( catodica ) , se ha
aplicado a cada una de las disoluciones anteriores diferentes tiempos de concentracion ( 1, 2, 3,
4y 5 minutos ). El resto de condiciones operacionales ha sido el habitual.

Cuando no se pasa nhitrdgeno se obtienen voltamperogramas como los de la Figura 11.3.4.1. .
Cada serie se ha repetido 5 veces y en la Tabla 11.3.4.1. se exponen los resultados. A modo de

ejemplo en la Grafica I1.3.4.1. se han representado los datos correspondientes a una de las series.
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FIGURA 11.3.4.1.
VOLTAMPEROGRAMAS OBTENIDOS PARA 1 ppb Cu(ll).

Tiempo de acumulaciéon 5 minutos

(SWVsinN,)

Famc

FIGURA 11.3.4.1. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 4 minutos
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FIGURA 11.3.4.1. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 3 minutos
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FIGURA 11.3.4.1. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 2 minutos
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FIGURA 11.3.4.1. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 1 minuto
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TABLA 11.3.4.1.
CALIBRADOS : paral ppbde Cu () y adiciones de 2 ppb.

(SWV. Sin N,)
1(nA)
Tiempo acum. Sefial 12 adicion 22 adicion 3% adicion Recup (ppb) r
( minutos) (1ppb)

25.47 68.33 102.2 1715 0.87 0.9991

26.68 68.12 110.4 165.4 0.96 0.9974

> 24.74 69.39 1125 164.5 0.94 0.9992
24.64 69.79 118.4 167.4 0.92 0.9998

25.14 77.04 125.0 179.3 0.92 0.9998

18.86 56.49 92.14 132.6 0.92 0.9997

23.28 70.32 116.9 160.5 0.97 0.9998

4 22.25 67.24 107.3 153.0 0.97 0.9997
21.71 60.88 97.40 145.5 0.92 0.9982

20.50 59.07 99.46 135.8 0.99 0.9998

19.29 54.92 92.77 129.9 0.94 0.9999

16.78 52.53 88.30 120.7 0.93 0.9997

3 18.36 58.83 93.96 131.2 0.97 0.9996
17.77 55.61 93.56 125.2 0.98 0.9991

19.44 57.95 99.97 135.0 0.95 0.9994

12.49 34.67 56.41 78.22 1.07 0.9999

12.68 39.85 67.40 90.22 0.96 0.9991

2 11.44 33.24 56.95 79.34 0.91 0.9999
12.64 36.76 60.34 85.70 0.95 0.9999

13.24 42.42 70.15 95.89 0.95 0.9997

9.122 27.23 44.66 61.93 0.98 0.9999

9.062 24.12 41.48 58.86 0.93 0.9995

! 7.881 23.60 41.57 55.73 0.92 0.9991
9.888 28.19 48.05 65.83 0.97 0.9998

9.891 31.39 48.72 66.07 11 0.9985
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GRAFICA 11.3.4.1.
RECTAS DE CALIBRADO PARA 1 ppb Cu (I1).
Diferentes tiempos de acumulacion.
(SWV . SinN,)
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Los estudios paralelos a los anteriores, previo paso de nitrdgeno a través de la disolucion,
aportaron informacion que ha tratado de resumirse en la Figura 11.3.4.2. , Tabla 11.3.4.2. y

Gréfica 11.3.4.2. , aplicando la misma estructura con que se oper0 en la etapa anterior

FIGURA 11.3.4.2.

VOLTAMPEROGRAMAS OBTENIDOS PARA 1 ppb Cu(ll).

Tiempo de acumulaciéon 5 minutos

(SWV conN,)
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FIGURA 11.3.4.2. ( Continuacion)

Tiempo de acumulacion 4 minutos
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FIGURA 11.3.4.2. ( Continuacion)

Tiempo de acumulaciéon 3 minutos
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FIGURA 11.3.4.2. ( Continuacion )

Tiempo de acumulacién 2 minutos
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FIGURA 11.3.4.2. ( Continuacion )

Tiempo de acumulacién 1 minuto
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TABLA

11.3.4.2.
CALIBRADOS : para 1 ppb de Cu(ll) y adiciones de 2 ppb.

(SWV.ConN,)

1(nA)
Tiempo acum Sefial 12 adicion 22 adicion 32 adicion Recup (ppb) r
(minutos) (1 ppbCu(ll))
26.58 79.03 132.9 184.9 0.93 0.9999
27.01 79.60 133.7 186.7 0.93 0.9999
° 27.80 81.38 135.7 190.0 0.94 0.9999
25.96 75.72 125.6 176.9 0.94 0.9999
29.05 85.69 143.0 200.6 0.93 0.9999
22.44 64.17 106.4 152.0 0.93 0.9998
23.14 66.43 110.5 154.7 0.96 0.9999
) 23.36 69.19 1134 159.9 0.95 0.9999
23.10 69.36 114.7 161.6 0.93 0.9999
23.74 73.44 120.6 168.7 0.93 0.9999
19.35 53.50 92.21 128.2 0.94 0.9997
18.27 53.91 88.87 126.3 0.93 0.9999
: 18.35 55.66 93.38 128.5 0.94 0.9998
18.08 54.54 91.18 127.0 0.93 0.9999
19.03 57.72 97.48 134.6 0.93 0.9999
14.35 41.58 69.07 96.61 0.96 0.9999
15.16 44.89 74.69 105.4 0.93 0.9999
? 14.63 42.05 71.12 99.78 0.93 0.9999
13.90 41.60 67.93 96.92 0.93 0.9998
15.06 44.50 72.24 103.5 0.94 0.9997
9.734 27.64 44.70 64.18 0.97 0.9996
7.919 22.10 37.14 52.44 0.95 0.9998
' 7.753 22.16 35.96 51.83 0.95 0.9996
9.281 24.99 41.39 59.31 0.97 0.9995
8.838 25.19 41.94 59.25 0.95 0.9999
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GRAFICA 11.3.4.2.

RECTAS DE CALIBRADO PARA 1 ppb Cu(ll)

Diferentes tiempos de acumulacién.

(SWV.ConN,)
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En general se observan los mismos fendmenos en ambas series, de manera que como
principal conclusion de este estudio podria decirse que la introduccion o no en el procedimiento
de una etapa de purga con nitrogeno no influye significativamente en los resultados . No obstante,
debe indicarse que cuando no se utiliza nitrégeno los resultados analiticos son ligeramente
inferiores en calidad ; asi, por ejemplo, las sefiales de redisolucién son algo mas pequefias , los
coeficientes de correlacion son un poco inferiores y los potenciales de pico estan algo mas
dispersos. No obstante lo cual, desde el punto de vista practico no se aprecia diferencia entre
ambas variantes procedimentales; bien es cierto que podria tratar de eliminarse ( 0 al menos
disminuir ) estas pequefias diferencias por medio de modificaciones en el potencial de
acumulacion utilizado, pero no es menos cierto que los estudios efectuados con esta variable
ponen de manifiesto que la disminucién de calidad analitica de los resultados cuando Eac es
distinto de - 1 voltio es superior a la subida de calidad que se pretende, por lo que no es
aconsejable esta estrategia.

Al objeto de disponer de una perspectiva mas completa de las modalidades
voltamperométricas de posible aplicacion a muestras reales, se han repetido las mismas series
aplicando DPV. EnlaTabla11.3.4.3., se han resumido todos los resultados, que se comentan por

si mismos.
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TABLA 11.3.4.3.
CUADRO COMPARATIVO . DIFERENTES TECNICAS.

Tac (min) DPV (con N,) SWV (con N,) SWV (sinN,)
2.362 26.58 25.47
3.046 27.01 26.68
° 3.000 27.80 24.74
2.996 25.96 24.64
2.767 29.05 25.14
2.449 22.44 18.86
2.447 23.14 23.28
4 2.480 23.36 22.25
2.521 23.10 2171
2.513 23.74 23.66
1.928 19.35 19.29
1.991 18.27 16.78
3 1.887 18.35 18.36
1.951 18.08 17.77
1.947 19.03 19.44
1.452 14.35 12.49
1.501 15.16 12.68
2 1.385 14.63 11.44
1441 13.90 12.64
1.423 15.06 13.24
0.7352 9.734 9.122
0.7325 7.919 9.062
! 0.7578 7.753 7.881
0.7348 9.281 9.888
0.7671 8.838 9.891
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11.3.5.- Calibrados para diferentes concentraciones de cobre.

El Gltimo apartado de este capitulo ha ido dedicado al estudio del comportamiento de las
diferentes técnicas en los posibles calibrados de cobre que posteriormente, con muestras reales,
haran falta ; sélo el perfecto conocimiento de este apartado permitira enjuiciar y justificar los
fendmenos observados en estudios semejantes pero con fluidos bioldgicos. Se ha operado en las
condiciones instrumentales y operacionales que, tras los estudios precedentes , parecen 6ptimas.
También se ha procurado cubrir sobradamente el intervalo de concentraciones de cobre con el
que presumiblemente se trabajard mas adelante , tanto por lo que se refiere a cobre inicial como
a las sucesivas adiciones. No se ha introducido en este estudio la variable tiempo de acumulacion
; en primer lugar porque ya se conoce el alcance de sus efectos beneficiosos de cara a la
sensibilidad del método ; y en segundo lugar porque ya se han comentado las facetas negativas
que presenta, especialmente si se considera que no se conocen concretamente sus efectos en
matrices reales ; por todo ello se ha fijado el tiempo de acumulacién en 1 minuto. Finalmente,
habiéndose confirmado en estudios anteriores que la SWV es més sensible que la DPV ( al
menos en las presentes condiciones de trabajo ) , en el presente apartado se ha llegado a
concentraciones mas bajas cuando se aplica SWV. Por lo demas , el resto de condiciones ,
parametros instrumentales y procedimiento general son los habituales, ya indicados
anteriormente.

EnlaTablall.3.5.1. yenlaGrafica11.3.5.1. se han resumido los resultados obtenidos por
DPV. Con estos datos se confirma que el procedimiento seleccionado y la técnica aplicada
permiten resultados analiticos de elevada calidad al menos hasta concentraciones de 1 ppb de

cobre.
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TABLA 11.3.5.1.
CALIBRADOS para diferentes concentraciones de Cu(ll)
(DPV)
Cu (1) puesto Cu(Il) Encontrado r Error
(ppb) adiciones (ppb) %
(ppb)
20 50 21.0 0.9995 5
10 25 9.89 0.9992 -11
5 6 4.84 0.9998 -3.2
3 5 3.45 0.9983 1.49
2 3 2.00 0.9991 -0.2
1 2 1.00 0.9999 0.0
0 1 0.05 0.9996 -

GRAFICA 11.3.5.1.

RECTAS DE CALIBRADO para diferentes concentraciones de Cu(ll)
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Enla Tabla 11.3.5.2. yen la Gréfica 11.3.5.2. se recogen los correspondientes resultados
obtenidos por SWV, incorporando al procedimiento una etapa de desaireacion. A partir de estos
datos puede corroborarse que el procedimiento y técnica aplicados son validos para determinar

cobre al menos hasta concentraciones del orden de 0.2 ppb.

TABLA 11.3.5.2.

CALIBRADOS para diferentes concentraciones de Cu (11)
(SWV .ConN,)

Cu (1) puesto Cu(Il) Encontrado r Error
(ppb) adiciones (ppb) %
(ppb)
S) 6 4.87 0.9987 -2.6
3 S) 2.79 0.9994 -7.0
2 3 1.86 0.9995 -7.0
1 2 0.96 0.9985 -4.0
0.5 1 0.54 0.9987 +8.0
0.2 0.4 0.19 0.9997 -5.0
0 1 0.10 0.9997 -
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GRAFICA 11.35.2.
RECTAS DE CALIBRADO para diferentes concentraciones de Cu(ll)
( Ver Tabla 11.3.5.2 )
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GRAFICA 11.3.5.2. ( Continuacion )
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Por ultimo en la Tabla 11.3.5.3. y en la Gréfica 11.3.5.3. se recogen los resultados
obtenidos en un estudio similar al anterior, pero en el que se ha suprimido la etapa de
desaireacion. Las conclusiones particulares de este estudio coinciden en su totalidad con las
enunciadas en los dos estudios precedentes.

Como comentario de conjunto, puede decirse que las tres variantes de trabajo
seleccionadas son validas para ser aplicadas a las muestras reales, objeto de atencion en la
segunda parte de esta Memoria. Las recuperaciones de cobre son parecidas en los tres casos y en
general superiores al 95 % . Los coeficientes de regresion son elevados ( la media de todos los
valores de r es 0.9996 ). Las sensibilidades son igualmente elevadas y aptas para aplicar
cualquiera de las técnicas en los trabajos programados mas adelante, incluso la DPV; de manera
que acudiendo a tiempos de acumulacion entre 1 y 5 minutos , la determinacién de

concentraciones del orden de 0.1 ppb de cobre, no ofrece dificultad alguna.

TABLA 11.3.5.3.

CALIBRADOS para diferentes concentraciones de Cu (11)

(SWV. SinN,)
Cu (1) puesto Cu(Il) Encontrado r Error
(ppb) adiciones (ppb) %
(ppb)
5 6 4.98 0.9994 -0.4
3 5 2.94 0.9989 -2.0
2 3 2.04 0.9992 +2.0
1 2 0.96 0.9993 -4.0
0.5 1 0.49 0.9999 -2.0
0.2 0.4 0.20 0.9998 0.0
0 1 0.08 0.9991 -
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GRAFICA 11.3.5.3.
RECTAS DE CALIBRADO para diferentes concentraciones de Cu(ll)
( Ver Tabla 11.3.5.3 )
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GRAFICA 11.3.5.3. ( Continuacion )
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11.4.- ESTUDIOS CON DERIVADOS DE LA ETILENDIAMINA.

En el transcurso de este apartado se han realizado estudios con las diferentes variables
que pueden influir en la calidad analitica de los resultados. En todos ellos se han observado
comportamientos que podrian denominarse normales o esperados, que en términos generales y
en sintesis consisten en el aumento de la sefial y su desplazamiento hacia valores menos anddicos
cuando a la disolucion &cida se le afiade la cantidad adecuada de modificador. De manera paralela
se han llevado a cabo los estudios por las modalidades voltamperométricas de redisolucion DPV
y SWV.

Las disoluciones contenian por norma general, 5 ml de H,O, 10 pl de HCI 1:10 y, segln
el caso, 300 pl de EN 0.15 M, 300 pl de DENTRI 0.15 M 0 400 pl de N- MET- EN 0.15 M
(experimentalmente, a través del seguimiento del pH, de los potenciales de pico y del desarrollo
de las sefiales, se ha comprobado que la cantidad idonea del ultimo de los reactivos era algo
superior al resto, sin que se sepa concretamente el motivo) . En todos los casos, las adiciones de
cobre han sido alicuotas de 10 wl de Cu® de 5 ppm, lo que equivale a incrementos de
concentracién proximos a 9.26 ppb por cada adicion. No obstante, por simplicidad y dada su
poca relevancia, en tablas y graficos se ha operado suponiendo incrementos de 10 ppb.

A partir de todos los estudios efectuados, se ha construido un resumen de aquéllos que

se han estimado mas significativos y que se incluyen a continuacion.
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11.4.1.- Resultados con la modalidad DPV
Los parametros instrumentales comunmente utilizados fueron :

Eacondic.=-0.1 V Edep.=-1.0V Tequilibrio = 5s
Tacondic =15s Tdep =1 min Tpurga=5s

El registro se realiz6 a través de un barrido de potenciales desde -0.6 V hasta + 0.1 V
Todos los registros de las curvas de redisolucion aparecen bien conformados, como se
muestra en el ejemplo de la Figura 11.4.1.1. En la Tabla 11.4.1.1. y en las Gréficas I1.4.1.a. ,

11.4.1.b. y 11.4.1.c. se han resumido los resultados méas destacados.

FIGURA 11.411 i:EN,ii:DENTRI
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TABLA 11.4.1.1.
CALIBRADOS PARA DIFERENTES MODIFICADORES.
DPV
a b C
400 pl N-MET-EN 300 !l EN 300 pl DENTRI
[Cu®*]ppb | E(mV I (nA) E(mV) I (nA) E(mV) I(nA)
)
0 -352 9.32 - - - -

10 -324 38.98 -359 34.18 -394 31.46
20 -324 73.41 -369 61.91 -394 52.62
30 -324 110.7 -364 92.02 -389 82.78
40 -324 147.2 -364 130.2 -389 114.0
50 -319 181.8 -369 162.7 -389 139.3

Factor de conversion de concentraciones de Cu?* ( Suponiendo V = 5.4ml)
1.0 plx5ppm=5.4mlx Cppb ==0 5.0/5.4=0.926.

a) N- MET- EN : 1 =6.115+3.778 C; r=0.9994
b) EN : | =-0.665+3.49C; r=0.9990
c) DENTRI : | =0.435+3.01C; r=0.9978

De su observacion a primera vista, se deduce en todos los casos y para cada reactivo

constancia en los potenciales y aceptable linealidad en las intensidades.
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I (nA)

I(nA)

GRAFICA 11.4.1.a.
(Ver Tabla 11.4.1.1)
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GRAFICA Il.4.1.c.
(Ver Tabla11.4.1.1)
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11.4.2.- Resultados con la modalidad SWV

Los parametros instrumentales comunmente utilizados fueron :

Eacondic.=-0.1 V Edep.=-1.0V Tequilibrio = 5s
Tacondic =15s Tdep =1 min Tpurga=5s

Frecuencia = 50 Hz

De manera similar a lo ocurrido en DPV, los registros obtenidos con SWV estan bien
desarrollados, como se pone de manifiesto en el ejemplo de la Figura 11.4.2.1. En la Tabla
11.4.2.1 y en las Gréficas 11.4.2.a. , 11.4.2.b. y 11.4.2.c. se han resumido los resultados méas

destacados.

FIGURA 11.4.2.1 I:EN, ii:N-MET-EN
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TABLA 11.4.2.1.

CALIBRADOS PARA DIFERENTES MODIFICADORES

SWv
a b C
400 pl N-MET-EN 300 !l EN 300 pl DENTRI

[Cu®ppb [ E(mV) I (nA) E(mV) I (nA) E(mV) I (nA)

0 - - - - - -

10 -314 190.2 -334 145.7 -369 136.1

20 -324 449.2 -329 291.1 -374 294.9

30 -324 686.2 -334 500.7 -374 426.2

40 -324 938.7 -329 689.9 -374 571.8

50 -324 1256 -334 833.4 -374 751.6

Factor de conversion de concentraciones de Cu?* ( Suponiendo V = 5.4ml)
1.0 plx5ppm=5.4mlx Cppb ==0 5.0/5.4=0.926.

a) N- MET- EN : 1=-39.2+270C; r=0.9976
b) EN : | =-19.1+185C; r=0.9980
c) DENTRI : | =-774+16.0C; r=0.9990

De forma semejante a lo comentado al usar la modalidad DPV, en este caso se observa

practica constancia en los potenciales de pico para cada reactivo y una variacion

considerablemente lineal entre concentraciones de cobre e intensidades de pico.
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GRAFICA 11.4.2.a.
(Ver Tabla 11.4.2.1)
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GRAFICA I1.4.2.c.
(Ver Tabla 11.4.2.1)
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11.4.3.- Estudio conjunto por DPV y SWV

Los resultados obtenidos en los dos subapartados precedentes, ponen de manifiesto

fendmenos bastante similares , tanto si se comparan los reactivos entre si, como si se pone

atencion en las dos técnicas utilizadas. Por ello y para facilitar algo mas la discusion y obtencion

de conclusiones, en la Tabla 11.4.3.1. se ha concentrado toda la informacion que podria calificarse

de til para estos efectos.

TABLA 11.4.3.1.

CAPACIDADES ANALITICAS DE LAS TECNICAS DPV y SWV

N-MET-EN EN DENTRI
-E(mV) 320 365 392
a(nA) 6.1 -0.67 0.44
DPP
b (nA/ppb) 3.8 35 3.0
r 0.9994 0.9990 0.9978
-E(mV) 322 332 374
a(nA) -39.2 -19.1 -7.7
SWV
b (nA/ppb) 27 19 16
r 0.9976 0.9980 0.9990
-E 321 348 383
r 0.9985 0.9985 0.9984
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Siguiendo la variante DPV y por lo que respecta a los potenciales de las sefiales de
redisolucion puede decirse que , en general, los tres reactivos complejan fuertemente el Cu®*
toda vez que en los tres casos hay un importante desplazamiento hacia valores mas negativos
cuando se afiade el reactivo. Pero en todo caso se va a mayor estabilizacion de los citados
complejos seguin la secuencia N - MET- EN - EN -~ DENTRI ; puesto que en este sentido son
mayores los desplazamientos del potencial.

Por lo que se puede deducir de las intensidades , hay que indicar que el aumento de las
sefales tras la adicion de cualquiera de los tres reactivos obliga a concluir, en primer lugar que
el proceso de redisolucion involucra 2 electrones y que es desde el punto de vista electroquimico
altamente reversible. Si se diferencia entre los tres reactivos, parece obvio que la sensibilidad
disminuye segun el orden indicado anteriormente ; es decir, que las mayores sefiales las facilita
la N- MET - EN ; si se aplica este fendmeno a las consideraciones tedricas ya expuestas hay que
decir que el sistema Cu®*/ Cu® es electroquimicamente reversible en los tres medios, pero lo es
algo mas en N- MET- EN .

En definitiva y desde un punto de vista analitico-practico puede decirse que atendiendo
a la sensibilidad debe emplearse N - MET - EN ; pero por lo que representa el modificador a
efectos de liberacion del cobre de la M.O. que forma parte de la muestra real, se hace algo mas
recomendable el uso de DENTRI. Bajo ambos criterios, la EN ocupa lugares intermedios, las
diferencias entre los reactivos no son especialmente importantes y los coeficientes de regresion
avalan calidades del método significativamente elevadas.

Cuando se observan los datos correspondientes a SWV, los comentarios y conclusiones
que de ellos se derivan son rigurosamente los mismos que los enumerados para DPV. Por lo
tanto, sobra su repeticion , pasando a realizar un estudio comparado entre ambas técnicas.

La observacion de potenciales y calidad analitico-estadistica de los resultados (veanse
valores de r ) permite concluir que en estos aspectos ambas técnicas son muy parecidas. Pero no
ocurre lo mismo al considerar el pardmetro “sensibilidad” . Sabido es que DPV y SWV son
técnicas que , en general, aportan sensibilidades parecidas y que, segun los casos, unas veces es

mas sensible la primera de dichas técnicas y otras veces lo es la segunda . Y sabido es también
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que estas normalmente limitadas diferencias suelen venir condicionadas por el grado de
reversibilidad electroquimica del proceso electrddico, dado que la variante SWV se ve
ligeramente mas afectada que la DPV por esta circunstancia. Segun los datos experimentales de
que se dispone, puede confirmarse que estando todos los procesos ( entodos los medios ) dotados
de un elevado indice de reversibilidad ( como se deduce de las altas sensibilidades ), el medio N-
MET-EN es el que presenta el indice de reversibilidad mayor ( como se deduce de que la
sensibilidad se multiplique por 7.1 al pasar de DPV a SWV, mientras que en el caso de la EN
dicho factor sea s6lo 5.4 y 5.3 para la DENTRI.) .

De otra parte y como ya se ha comentado con anterioridad, operar con SWV significa
poder prescindir de la etapa preliminar de desaireacion de las disoluciones , lo cual significa y
abrevia sustancialmente los analisis , ya de por si mas rapidos con SWV. Por lo tanto y segun
estas Ultimas consideraciones de tipo practico, parece mas aconsejable la variante SWV que la
DPV.

De todo lo anterior puede concluirse que, mientras las exigencias del analisis no decidan
otra alternativa o los resultados de los estudios con muestras reales no indiquen otra cosa,
considerando también el costo de los reactivos estudiados, su manejabilidad y el conocimiento

que se tiene de los mismos, parece mas recomendable el empleo de EN.
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111.1.- INTRODUCCION

Como es facilmente deducible de los objetivos iniciales de esta Memoria, ésta tiene un
fuerte contenido de metodologia analitica. En consonancia con lo anterior, la principal atencion
se ha dirigido al estudio de las condiciones experimentales de trabajo, cuya optimizacion haga
posible resultados de mayor calidad analitica : limite de deteccién, reproducibilidad y
especificidad del método. En este apartado, la técnica seleccionada ha sido la potenciometria de
redisolucion.

La mejora de las condiciones de trabajo en esta técnica es una actividad bastante
compleja, toda vez que influyen en ella maltiples factores dependientes entre si. En primera
instancia, se han llevado a cabo estudios dirigidos a conseguir films de Hg lo maximo de estables
y reproducibles, dado que estas caracteristicas son las mas conflictivas de su empleo y donde
menos conocimientos fisico-quimicos se poseen. Fruto de estos estudios, inspirados en otros
realizados anteriormente por los directores del presente trabajo (2 ), se ha disefiado un medio
de operacion ( pH, composicion de la disolucion y concentracion de Hg* ) , unas condiciones
de acondicionamiento de la superficie de carbono vitrificado previa a la formacién del film, y una
programacion de potenciales y tiempos de electrodeposicién, que ha dado lugar a electrodos de
Hg con grados de estabilidad y reproducibilidad superiores a los conocidos.

Por lo que respectaa los aspectos concretos estudiados en este apartado, podrian centrarse
en los tres siguientes : la modificacion del medio a través de la adicion de reactivos que permitan
( al menos potencialmente ) ventajas en los analisis “in situ” e “in vivo” , como es la posibilidad
de operar en presencia de oxigeno ( al aire ), en tiempos de analisis minimos, o la medida de
sefiales especialmente pequefias, etc ; y el disefio de estrategias encaminadas a eliminar o
minimizar la incompatibilidad perenne entre la materia organica siempre presente en fluidos
vivos y el electrodo de mercurio, que hasta la fecha es el mas idoneo para este tipo de estudios

electroquimicos.
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I1l. 2.- PARTE EXPERIMENTAL

111.2.1.- Reactivos

Los reactivos utilizados en este caso para determinar cobre, han sido en definitiva los
mismos que los usados en el capitulo anterior ; en primer lugar por los motivos apuntados
entonces, tanto de tipo quimico como electroquimico, y, en segundo, porque asi se facilita la
comparacién de los resultados obtenidos por las diferentes técnicas electroanaliticas empleadas.

Es decir, los reactivos han sido los indicados en el apartado 11.2.1.

* ETILENDIAMINA : C,HgN, : 1.2-DIAMINOETANO.
* N-METIL-ETILENDIAMINA : C;H (N, : N-METIL-1,2-DIAMINOETANO
* DIETLIENETRIAMINA : C,H;3N; 1 2,2'-IMINOBIS ( ETILAMINA)

Ademas se empleé disolucion platting 8 g / | de Hg?* preparada disolviendo la cantidad
necesaria de HgCl, ( suprapuro Merk ) en 1.3 M de HCI. (271.50 g/mol)
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111.2.2.- Aparatos

-- Sistema Trace Lab ( Radiometer ) que contiene celda con tres electrodos : electrodo
de trabajo Glassy carbon ( area de la superficie 7.068 mm? ) , electrodo de referencia de
Ag/AgCl ( KCI sat ) y electrodo auxiliar de platino. A su vez incluye agitador mecénico de
hélice. Opera por conexion a un PC equipado con el TAP 2, Trace Talk Method Builder y
Commander Program ( Radiometer ), que proporciona el desarrollo completo de los
procedimientos analiticos incluyendo control de potenciales de electrdlisis y corrientes aplicadas,
registro de potenciales de stripping a un tiempo real de velocidad de 30 KHz ( es decir, mide el
potencial 30.000 veces / segundo, lo que permite medir a nivel de trazas, a diferencia de lo que
ocurre en las valoraciones potenciométricas clasicas ) , manipulacion de curvas registradas y
tratamiento estadistico de datos. Todos los potenciales que aparecen en esta Memoria van

referidos al potencial del electrodo de referencia indicado.
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111.2.3.- Procedimiento

Para la realizacién de estas medidas y los estudios de los parametros que se investigaron,
se utilizé una celda para depositar la pelicula de mercurio sobre el electrodo de glassy carbon:
es decir, se prepar0 en primer lugar el electrodo de trabajo. En una celda se afiadieron 10 ml H,O
y 1 ml de solucién platting, agitando a STIR 5 ( rpm ). El electrodo de trabajo fue sometido

entonces a diferentes potenciales y tiempos segun la siguiente programacion :

a) 1 minutoa -0.3V
b) 1 minuto a-0.4 V
¢) 1 minutoa-0.5V
d) 1 minuto a-0.6 V
e) 2 minutos a -0.8 V
f) 5 minutosa-1.0 V

Si todo transcurre correctamente se observa una superficie homogénea sobre el glassy-
carbon .

Una vez seguida la secuencia establecida y formada la pelicula de mercurio, el conjunto
de electrodos se introdujo en una celda con una disolucién blanco conteniendo una determinada
cantidad de agua ( previamente tratada mili Q )y de disolucion clorhidrica de Hg* de
8000 mg / | . Este Hg** juega un doble papel ; de una parte, actGia como agente oxidante en la
etapa de redisolucion y, de otra, se utiliza para mantener en buenas condiciones la pelicula de
mercurio ; la cantidad de disolucion madre empleada varia segun los casos.

Se deposité a E = -1.2 V con un STIR 5 durante un tiempo determinado, y luego 30
segundos de reposo a Stir 0, realizandose posteriormente la valoracién ( 6 redisolucién ) . El
acondicionamiento del electrodo se realizé a -0.9 V durante 10 segundos con un STIR 5. Sobre
esta disolucion se afiadi6 cobre, en diferentes concentraciones segun los casos para,

posteriormente , conseguir sefial constante con la adicion de EN 0.15 M o del reactivo que se
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esté estudiando . Tras todo lo cual, y una vez comprobado que la sefial fue reproducible, se
realizaron adiciones estandar de Cu®* y se cuantifico la concentracion de cobre, tanto en los
estudios previos en medio acuoso como en el LCR ( capitulo 1V ).
Las condiciones en que se realizaron los analisis fueron diferentes, segln los pardmetros
estudiados en cada caso y los objetivos perseguidos. Se especificaran, pues, en cada apartado.
Con el fin de obtener las condiciones Gptimas para la realizacion de los analisis, se han
ido modificando las variables que pueden afectar a la sefial analitica, y que se van a ir estudiando

en la Parte Experimental.
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111.3.- ESTUDIOS CON ETILENDIAMINA . ( RESULTADOS , DISCUSION Y
CONCLUSIONES) .

111.3.1.- Estudios en medio Etilendiamina.

111.3.1.1.- Ensayos previos

Los estudios voltamperométricos encontrados en la bibliografia y contrastados
en el capitulo 11 dan cuenta de como la adicion de etilendiamina ( EN ) al medio provoca un
proceso electroquimico mas reversible y que condiciona la aparicién de sefiales de redisolucion
de mayor magnitud y mejor calidad. Esto hace suponer que operando con la técnica
potenciométrica también debe mejorarse la sefial de redisolucion. Los primeros ensayos
efectuados consistieron en constatar como las sefiales potenciométricas de redisolucion del cobre
en medio &cido ( HCI ) alcanzan desarrollos considerablemente mayores cuando se afiade a la
disolucion la suficiente cantidad de EN como para neutralizar la acidez de la disolucion y para
que quede el exceso de EN necesario para complejar todo el cobre presente. En concreto, las

condiciones experimentales fueron :

* Blanco : 8 ml de H,O + 100 I de Hg* ( 8000 mg/l )

* E dep =-1200 mV

* T ac = 1 minuto

* T rep = 30 segundos

*1=1puA

* Barrido de potenciales : -1300 a 0.0 mV en medio &cido
-1300 a -200 mV en medio EN
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Las representaciones proporcionadas por el aparato se muestran en la Figura 111.3.1.1.1.
Se observa que, en coherencia con lo esperado, las sefiales alcanzan una calidad analitica bastante

superior a la conseguida en medio &cido.

Figura 111.3.1.1.1 : Representaciones obtenidas
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En principio se penso en rebajar las concentraciones de cobre empleadas al objeto de
evaluar el limite de deteccidon del método, pero se desistié de ello bajo la base de que el grado
de sensibilidad encontrado y la funcion ejercida por la EN eran mas que suficientes para
continuar estudios dirigidos hacia los objetivos marcados en esta Memoria. A titulo de ejemplo,
en la Figura 111.3.1.1.2. se presentan las graficas proporcionadas por el aparato cuando se opera
en las siguientes condiciones :

* Blanco : 8 mlde H,0O + 100 pl de Hg** (18000 mg/l)
* EN afiadida : 300 plde EN 0.15 M

* E dep =-1200 mV

* T ac = 5 minutos

* T rep = 30 segundos

*|=1pA

* Cantidad de Cu por adiciéon : 4 ng ( = 0.4 ppb)

Figura 111.3.1.1.2 : Representaciones obtenidas
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A continuacion se han resumido los resultados deducidos de dichas graficas:

Serial obtenida con 0.4 ppb Cu(ll) : 74.200 s/V

12 adicion : 145.767 s/V

2% adicion : 218.133 s/V

3% adicion :292.733 sIV

recuperac (ng) :4.03 =0 0.403 ppb en celda
r :0.9999

Durante algunos de los ensayos realizados se obtuvieron algunos resultados erréaticos, de
origen no localizado. Se pensé que, considerando las concentraciones tan pequefias con que se
trabaja, uno de los posibles origenes de dichos resultados podria residir en los materiales con que
estaban hechas las celdas de trabajo, concretamente material plastico. Por tal motivo, se
disefiaron una serie de experimentos encaminados a aportar informacion al respecto ( todos ellos
se realizaron sin intensidad de redisolucion, al objeto de que esta variable no distorsionara los
resultados ), llegandose a la conclusién de que, en efecto, cuanto mas pequefias son las
concentraciones de trabajo, mayor es el riesgo de obtener resultados inferiores en calidad cuando
se opera con celdas de plastico. A continuacién y a modo de ejemplo ( Tabla 111.3.1.1.1. ) se
resumen los resultados obtenidos cuando se opera con concentraciones proximas a 1 ppb ; se
observa que en estas condiciones la calidad del resultado ( recuperacién y r ) son mejores al
operar con celda de cuarzo, si bien todavia no se observan grandes diferencias.

Consecuentemente con lo dicho, en todo el trabajo posterior se utilizaron celdas de cuarzo.
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TABLA 111.3.1.1.1.
ENSAYOS PREVIOS

Celda Cuarzo Celda plastico

Seial (s/V)

Recuper ( A/B, ng Cu®")

r
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111.3.1.2.- Influencia de los tiempos de acumulacién a diferentes intensidades

Se estudiaron, en diferentes experimentos, la evolucion de las sefiales proporcionadas
para una cierta cantidad de cobre con el tiempo de acumulacion y con la intensidad presente
como agente oxidante. Para ello se realizaron diversas series de experimentos empleando celdas
que contenian 8 ml agua, 10 Ll Hg®* de 8000 mg/I, sin eliminar el oxigeno, y afiadiendo 300 pl
EN 0.15 M. Se trabajé a un potencial de acondicionamiento del electrodo de - 900 mV, y se
deposité a -1200 mV, durante diferentes tiempos. Para cada caso se impusieron diferentes
intensidades anddicas que contribuyen en la segunda etapa a la redisolucion ( oxidacion ) del
cobre amalgamado. La cantidad de cobre empleada en todos los experimentos fue la misma,
suficiente para que su contenido fuera 1 ppb. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla
111.3.1.2.1. y en la Grafica 111.3.1.2.1 .

TABLA 111.3.1.2.1
INFLUENCIADEL Tac Y DE LA | EN LA MAGNITUD DE LAS SENALES

Seial (s/V)
Tac(min) | I=05A | I=1pA | I=15pA | I=2pA
1 58.7 27.3 19.1 13.6
2 153.1 70.1 44.3 30.1
3 249.2 115.0 75.0 50.9
) 440.8 200.4 126.7 93.4
7 650.3 320.7 180.1 112.2
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GRAFICA 111.3.1.2.1 ( Ver Tabla 111.3.1.2.1 )
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En todos estos resultados se observa en primer lugar una evolucion l6gica de la magnitud
de la sefial ; es decir, la sefial aumenta linealmente con el tiempo de acumulacion, a la vez que
disminuye conforme aumenta la intensidad de redisolucion impuesta al electrodo, si bien en esta
ocasion no lo hace linealmente ( ver Gréfica 111.3.1.2.2 ). A partir de las intersecciones con el
eje de abcisas ( Gréafica 111.3.1.2.1.) y de la evolucién de la sefial con la intensidad impuesta
(Gréfica 111.3.1.2.1. ) puede concluirse que en las condiciones de trabajo , la velocidad de
redisolucién quimica ( a través del Hg? y del O, presentes en la disolucién ) equivale

aproximadamente a 1 A de intensidad impuesta.
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GRAFICA 111.3.1.2.2 (Ver Tabla111.3.1.2.1)
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Enla Graficalll.3.1.2.3. se presentan, amodo de ejemplo, los resultados obtenidos para
tiempos de acumulacién de 1 y 5 minutos respectivamente, pero representados de manera que
se aprecia bien la diferencia entre las sefiales proporcionadas a las diferentes intensidades y las

diferencias de magnitud entre ellas.
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111.3.1.3.-Influencia de la concentracion de cobre a diferentes tiempos de acumulacién

Se realizaron estudios con diferentes concentraciones de cobre presentes en la celda. En
un principio se operd con un tiempo de acumulacion de 1 minuto y se prescindio de la corriente
de redisolucidn, ya que la influencia de esta variable ya se habia estudiado en el apartado anterior
y, al menos en teoria, su supresion debe mejorar la sensibilidad del método. En cada experimento
se ha calculado la cantidad de cobre puesta inicialmente en la muestra (es decir, evaluando la
cantidad de cobre recuperado , como si se tratara de una disolucion problema ) , para lo cual se

han efectuado tres adiciones de disolucion patrén.

111.3.1.3.a.- Estudios para Tac = 1 minuto

Las condiciones experimentales bajo las cuales se realizaron los estudios fueron las

siguientes :

* Oxidantes : Oxigeno y mercurico ( 10 ul de Hg* de 8000 mg/l ). Sin intensidad
impuesta.

* Tiempo de reposo : 30 s

* E dep =- 1200 mV

* Limites de barrido : -1300 a 0.0 mV

* Disolucion fondo : 8 ml de H,O + 10 pl de Hg**

Los resultados se han recogido en la Tabla 111.3.1.3.a.1 , poniéndose de manifiesto que,
a primera vista y al menos en las condiciones experimentales empleadas, la técnica ofrece

resultados de elevada calidad .
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TABLA 111.3.1.3.a.1.
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE COBRE ( Tac =1 minuto)

Cu®* en celda (ng)

Resultados (ng)

50ng ( =6 ppb )

A/B =49.30
r=0.9999

A/B =50.03
r=0.9998

A/B =48.89
r=0.9989

10ng (= 1.2 ppb)

A/B =10.03
r=0.9988

A/B =9.85
r=0.9998

A/B=9.90
r=0.9999
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111.3.1.3.b.- Estudios para Tac =2, 3y 5 minutos

A la vista de los resultados obtenidos con tiempo de acumulacién de 1 minuto y
conociendo por el estudio realizado en 111.3.1.2. la buena respuesta proporcionada por la variable
tiempo de acumulacidn, se decidié recurrir a ella aplicando el mismo procedimiento a cantidades
menores de cobre. En la Tabla 111.3.1.3.b.1. se resumen los resultados obtenidos en cada una de
las series realizadas, donde se observa su elevada calidad analitica, corroborandose con ello las

posibilidades de trabajar con concentraciones de cobre inferiores a 1 ppb .

TABLA 111.3.1.3.b.1
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE COBRE (Tac=2, 3 y 5 min)

Resultados ( ng

Cu®* en celda (ng)

2 minutos

3 minutos

5 minutos

10ng (=1.2 ppb)

A/B =9.94
r=0.9995

A/B =9.97
r=0.9988

A/B =10.85
r=0.9997

A/B =10.05
r=0.9991

A/B =9.99
r=0.9996

A/B =9.99
r=0.9996

A/B =10.08
r=0.9998

A/B=10.2
r=0.9997

A/B =10.04
r=0.9988

5ng (= 0.6 ppb)

A/B =5.08
r = 0.9966

A/B =4.93
r=0.9987

A/B=5.10
r =0.9997

A/B =5.66
r=0.9997

A/B=5.15
r=0.9996

A/B =5.02
r=0.9989

A/B=5.13
r =0.9989

A/B=5.13
r =0.9998

A/B =4.96
r =0.9980
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111.3.1.4.- Estudio de la presencia de diferentes agentes oxidantes

Por lo que respecta a los posibles agentes o reactivos oxidantes empleados para la
redisolucion del Cu amalgamado, son tres los utilizados hasta la fecha en el entorno cientifico
mundial : aire ( concretamente su O, ), iones merclricos ( Hg?* ) y corriente eléctrica anddica.
Cada uno de ellos presenta ventajas e inconvenientes. Asi, entre las primeras, el aire introduce
la ventaja de la simplicidad en el trabajo, sobre todo si se considera que buena parte de las
técnicas electroanaliticas requieren trabajar en ausencia de oxigeno, mientras que ésta en
principio no. La presencia de iones Hg*" en la disolucion de la muestra contribuye entre otras
cosas, a consolidar el film, toda vez que durante el proceso de electrodeposicion del analito
metalico también se deposita ( incluso mas facilmente ) Hg y otro tanto ocurre durante el proceso

de redisolucion:

Electrodeposicion del Cu* : Hg®* + 2e” = Hg°

Redisolucion del Cu® : Cu + Hg* = Cu®* + Hg°

Por su parte, la corriente eléctrica ofrece las ventajas de su mejor control y medida, su
versatilidad y el no alterar la matriz, ni cuali ni cuantitativamente. Ademas y por razones obvias,
es preferible al mercurico para analisis “in situ “.

Cuando uno de los objetivos del trabajo ( como ocurre en este caso ) es ampliar el
conocimiento tedrico del comportamiento electroquimico de la técnica a traves del estudio de los
procesos electrodicos en diferentes medios complejantes, la presencia de iones Hg?* dificulta en
buena medida dicho estudio pues por norma general los diferentes reactivos presentan
comportamientos quimicos bastante similares para el Cu?* y el Hg?* . La consecuencia es que el
distanciamiento entre los potenciales redox de los sistemas participantes en los procesos
(Cu*/Cu® y Hg*/Hg°) es siempre muy parecido y, por lo tanto, no tiene ningtin efecto. Por

esto, se ha verificado previamente un estudio comparativo entre disoluciones en cada una de las
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cuales se trabaja con diferente concentracion de Hg®*. Se han repetido los experimentos y en
todos los casos los resultados estan muy préximos en calidad analitica. Por lo que respecta a la
cuantia de las sefales, lo previsto por la teoria es que la sefial analitica ( al fin y al cabo se trata
de untipo de valoracion ) disminuya a medida que aumenta el ritmo de adicion ( la concentracion
en el caso del Hg*" ) de agente valorante : Esto es lo que se observa como tendencia general en
todos los estudios. Y en todos los estudios también se observa una excepcion con la primera
dosis de Hg?* afiadido, lo cual puede explicarse como si fuera con esta primera presencia de Hg?*

en la disolucion cuando se consolida el film de Hg ( ver apartado 111.4.2.) .

Se realizaron estudios con diferentes modalidades en cuanto a agentes oxidantes en el
medio de andlisis. Para ello se aplicd el procedimiento general descrito y operando en las
condiciones que se especifican a continuacion : muestras con 5 ng Cu(ll) y 4 ng Cu(ll)
respectivamente, tiempo de acumulacion de 5 minutos, con 30 segundos de reposo. Disoluciones
en celda : 8 ml agua, con y sin 10 pul Hg®* de 8000 mg/l y 300 pl EN 0.15 M.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes :

|=1pA, Hg® (10 wl de 8000 mg/l)

Experiencias con 5 ng Cu(ll) : 0.5 ppb <> A/B =5.01 ng, r = 0.9999
A/B =5.12 ng, r = 0.9998

Experiencias con 4 ng Cu(ll) : 0.4 ppb <>A/B =4.03ng, r =0.9999
A/B=4.3ng,r=0.9989
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I=1pA, Sin Hg*

Experiencias con 5 ng Cu(ll) : 0.5 ppb <> A/B =5.23 ng, r = 0.9987
A/B=5.21ng,r=0.9998

Experiencias con 4 ng Cu(ll) : 0.4 ppb <>A/B =3.85ng, r =0.9988
A/B=397ng,r=0.9987

Hg? (10 wl de 8000 mg/l) Sin |

Experiencias con 5 ng Cu(ll) : 0.5 ppb <>A/B =4.75ng, r =0.9999
A/B=495ng,r=0.9998

Experiencias con 4 ng Cu(ll) : 0.4 ppb <>A/B =3.80 ng, r =0.9989
A/B=3.75ng,r=0.9987

A la luz de los resultados obtenidos se concluyd, en primer lugar, que cualquiera de las
tres modalidades ensayadas genera resultados de elevada calidad. Y, en segundo lugar, que la
diversidad de agentes oxidantes parece garantizar en mayor grado la pureza del proceso de
redisolucidn, ya que las cantidades recuperadas de cobre y los valores de r asi lo indican.
Consecuentemente , se decidi trabajar con 1 =1 LAy en presencia de Hg?*, puesto que, ademas,
la presencia de éste en la celda desde el comienzo ( antes de afiadir la EN ) de cada experimento
parece ayudar a estabilizar la pelicula de mercurio. Aunque no se haya hecho ningin comentario

al respecto, debe recordarse que en todo momento se ha operado con la disolucion en contacto
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con la atmdsfera, de manera que el oxigeno disuelto también ha contribuido a configurar el
“agente oxidante” del cobre amalgamado ; por lo tanto y siguiendo con la conclusion sefialada
poco antes, también este oxigeno debe contribuir a dar mayor calidad a los resultados.

Aparte de lo dicho, lo innecesario de desairear las disoluciones constituye un aspecto
importantisimo dentro de los objetivos generales del presente trabajo, encaminado como ya se
sabe a disefiar procedimientos de analisis rapidos y directos con posibilidades de aplicacion “in

situ”.
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111.4.- ESTUDIOS CON DERIVADOS DE LA ETILENDIAMINA.

Como ya se ha indicado en diferentes oportunidades, el empleo de modificadores del

medio puede resultar transcendental en los estudios programados . Asi, el empleo de
etilendiamina ( EN ) ha supuesto una mejora importante en la sensibilidad del método, ello
independientemente de otras ventajas también significativas desde el punto de vista operativo,
como son la preparacién de electrodos de pelicula de mercurio, el desarrollo y configuracion de
las sefiales electroanaliticas, etc . También interesa manifestar que segun el comportamiento
diferencial de cada uno de estos agentes con el Cu®* y el Hg*" , la calidad analitica ( cuantia,
pureza y potencial de ubicacion ) de la sefial puede ser mayor o menor. También debe indicarse
que se ha continuado la busqueda de nuevos reactivos modificadores, pero los ensayados no
aportan en general conclusiones satisfactorias. Por tal motivo se amplié el estudio a otros
reactivos quimicamente proximos a la EN. Dichos reactivos han sido los mismos que los
empleados con ocasion de los estudios voltamperométricos, es decir, la Dietilenetriamina
( DENTRI) y la N-Metil-Etilendiamina ( N-MET-EN ).

Desde el punto de vista experimental, se han realizado numerosos estudios, empleando
para ello los diferentes factores o variables usadas en los apartados precedentes. Se han
comparado los resultados obtenidos con los correspondientes al utilizar EN y de todos ellos se
han seleccionado aquéllos que se ha estimado tienen suficiente interés para aparecer en esta

Memoria.
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111.4.1.- Influencia de la Intensidad de redisolucion

Se han realizado diferentes estudios, utilizando para ello series de disoluciones con
diferentes concentraciones de cobre, pero operando en todo caso con los parametros
instrumentales ya establecidos para anteriores estudios. Se ha mantenido en todo momento
constancia en los otros dos posibles agentes oxidantes ( oxigeno y mercdrico ), con la intencion
de que las posibles diferencias observadas sélo fueran achacables a la intensidad impuesta o a
la naturaleza del modificador; es decir, siempre se oper6 con la disolucién en contacto con el aire
y se afiadio a la celda 10l de disolucion de Hg** ( 8000 mg Hg*/1).

En la Tabla 111.4.1.1. aparecen, a modo de ejemplo, los resultados medios de 10
experimentos efectuados en cada situacion ( los resultados de cada serie de 10 son, a su vez,
muy compactos ). En primer lugar se observa el cumplimiento l6gico y general de que a medida
que aumenta la intensidad impuesta disminuye la magnitud de la sefial; en este caso, ademas, la
dependencia de ambas variables es bastante lineal, fendmeno probablemente debido a que la
concentracion de cobre es bastante pequefia. Desde el punto de vista diferencial entre los
reactivos estudiados, debe sefialarse que la magnitud de la sefial adopta valores relativamente
parecidos, si bien cuando se opera con N- MET- EN es cuando los valores son maximos y cuando
se opera con DENTRI los valores son minimos. Aunque se incidira mas tarde en este tema, cabe
adelantar aqui que, al menos aparentemente, la Unica explicacion de esta fenomenologia se basa
en que de los sistemas electroquimicos que intervienen en el proceso, el que proporciona la N-
MET- EN es ligeramente mas reversible que los otros dos, tal como se concluia en los estudios

voltamperométricos paralelos.
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TABLA111.4.1.1.
INFLUENCIA DE LA INTENSIDAD DE REDISOLUCION
([Cu*] = 5ppb, Tac =1 minuto)

Senal ( s/V

EN

N-MET-EN

DENTRI
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111.4.2.- Influencia de la concentracién de Hg**

Los ensayos efectuados en este apartado se dirigieron a evaluar la eficacia de la mayor
0 menor presencia del Hg** como agente oxidante en el proceso de redisolucion, comparando
posteriormente los resultados obtenidos con cada reactivo modificador. Las condiciones
experimentales de trabajo fueron las usuales. Para cada reactivo se operd con series ( 10
disoluciones en cada caso ) en los que se fue variando la cantidad de Hg* puesto. En la Tabla
111.4.2.1. se han resumido los resultados obtenidos, mientras que en la Grafica 111.4.2.1. aparece
su representacion con objeto de visualizar mejor la evolucion de las sefiales.

Al igual que ocurre en el subapartado anterior, el medio N- MET- EN es el que propicia
la aparicion de sefiales de mayor magnitud, mientras que la DENTRI sigue siendo el modificador
que genera sefiales mas pequefias. Sin embargo, hay otro fenémeno ( repetido en todos los
experimentos y para los tres medios ) que consiste en que las sefiales evolucionan contrariamente
a lo esperado con ocasion de las dos primeras adiciones de Hg?*: Cuando se opera con mayor
cantidad de oxidante la sefial deberia ser menor, pero en este caso la experimentacion dice lo
contrario. Debe admitirse que este fendmeno no tiene justificacion facil y que la bibliografia
tampoco aporta luces al respecto; en todo caso cabe decir que, ain con la maxima cautela,
probablemente se deba a algo relacionado con la estabilizacion de la pelicula de Hg del electrodo.
Desde un punto de vista préactico, se concluye que, para las condiciones de trabajo establecidas,
la presencia de 10 g de Hg®* de disolucién de 8000 mg / | en la celda proporciona las sefiales
mas desarrolladas; por lo tanto y mientras no se especifique en contrario, ésta sera la cantidad de

Hg?* utilizada en posteriores estudios.
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TABLA 111.4.2.1.

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Hg*

([Cu*] =5ppb)

Sefial ( s/V

N-MET-EN

DENTRI

100.0

60.1

150.3

100.3

200.6

150.6

185.3

130.0

154.1

100.8

138.5

107.7

GRAFICA 111.4.2.1.
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111.4.3.- Estudio comparativo de los tres reactivos

A partir de los conocimientos aportados en los estudios precedentes se procedio a realizar
un estudio de conjunto con los tres agentes oxidantes tomados en consideracion. En la Tabla
111.4.3.1. aparecen los resultados medios de 10 medidas efectuadas en cada caso, advirtiendo una
vez mas ( como ya se indicd en 111.4.1. ) que para cada experimento las diez medidas son
significativamente compactas, incluso un poco mas cuando se opera simultdneamente con los tres
oxidantes.

Por lo que respecta a las sefiales, desde una perspectiva cualitativa se observa en cada uno
de los tres casos estudiados que la N- MET- EN es el modificador que proporciona sefiales
mayores y que, en conjunto, la magnitud de éstas es bastante similar, si bien las sefiales mayores
se obtienen en ausencia de intensidad. Esto Ultimo aconseja que, en caso de prescindir de algun
oxidante en beneficio de la sensibilidad, el sacrificado deberia ser la intensidad.

Por lo que respecta a los potenciales de pico, como era de esperar al tratarse de mezclas
de al menos dos oxidantes, se observan valores muy parecidos en conjunto y, sobre todo, si se
consideran los valores correspondientes a cada modificador. Cuando se observan los valores
entre diferentes modificadores, también aparece un fendmeno repetitivo : la DENTRI condiciona
los potenciales de pico mas negativos, mientras que a la N- MET- EN corresponden los menos
negativos. Sobre la base de que sea el modificador el Ginico controlante de las formas de Cu®*y
de Hg** predominantes en la celda y suponiendo que la intensidad ( cuando actiia ) no ejerza
influencia en este aspecto, los valores de estos potenciales dependerian de las constantes de los
complejos de Cu?** y Hg?* con cada uno de los tres reactivos en estudio, asi como del grado de
reversibilidad electroquimica de cada uno de los procesos electrodicos involucrados; es decir,
que el problema es lo suficientemente complicado y la similitud entre potenciales también
suficiente, como para no haber entrado en estudios o interpretaciones mas profundas sobre el

tema.
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TABLA 111.4.3.1.
ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS TRES REACTIVOS.
([Cu*] =10 ppb)

Oxidantes Seial obtenida (s/V) E pico(mV)

-0.458
-0.434
-0.482
-0.470
-0.442
-0.496
-0.460
-0.442
-0.491
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111.4.4.- Influencia de la concentracion de cobre

El dltimo estudio del presente bloque se realizé en las condiciones experimentales
Optimas deducidas anteriormente, es decir Tac = 1 minuto, E dep =-1200 mV, I =1 pA; 10 pl
Hg?* (8000 mg/l) y en contacto con el aire. Se hizo un calibrado para concentraciones de cobre
comprendidas entre 1y 10 ppb aproximadamente, utilizando cada vez un modificador diferente.
EnlaTabla I11.4.4.1. se resumen los resultados obtenidos, mientras que en las Gréficas 111.4.4.1.
y 111.4.4.2. aparecen las correspondientes representaciones al objeto de facilitar su apreciacion.

Puede concluirse para los tres casos una aceptable linealidad de las sefiales para el tramo
de concentraciones estudiado, asi como la ya repetida ligeramente mayor sensibilidad cuando se
opera con N- MET- EN .

TABLA 111.44.1.
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE COBRE

Sefal (s/V

ng Cu(ll) N-MET-EN DENTRI
10 . 38.3 23.0
20 . 77.3 45.1
30 . 90.2 60.3
40 . 130.5 100.0
50 . 188.1 148.1
60 . 240.8 160.6
70 . 280.3 180.7
80 . 305.0 220.5
90

r =0.9928 r=0.9954 r=0.9937

Nota: 10 ng = 1 ppb de Cu aproximadamente.
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Sefial Area (ms)

GRAFICA 111.4.4.1. ( Ver Tabla 111.4.4.1.)
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GRAFICA I11.4.4.2. (Ver Tabla 111.4.4.1.)
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A modo de resumen general puede establecerse el siguiente cuadro comparativo :

* Etiléndiamina (EN) .. a

* N-Metil-Etilendiamina ~ .................. b

* Dietielentriamina ... c

Estabilidad complejoscon Cu (11') .o c>a>b
Estabilidad complejoscon Hg (11)  .oooeeeiiiiiiiiiiiee c>a>b
Potencial de pico e b>a>c
Reversibilidad electroquimica ..o b>a>c
Sensibilidad del método b>a>c

De todo lo cual se concluye que, en principio, la N-MET-EN proporciona los mejores
resultados analiticos ( los de mayor sensibilidad ), si bien en muestras reales parece mas
recomendable la DENTRI ya que presenta mayor capacidad complejante y, por lo tanto,
liberadora del cobre ligado a la materia organica de la matriz. En cualquiera de esas dos
funciones asignadas al reactivo modificador del medio ( quimica primero y electroquimica
después ) la EN se mantiene en una posicion intermedia, lo cual le proporciona buenas
propiedades para convertirla en el reactivo preferido de los tres estudiados, toda vez que tampoco

se han observado grandes diferencias entre los mismos.
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

IV.1.- VOLTAMPEROMETRIA DE REDISOLUCION ANODICA

IV.1.1.- Planteamiento general para muestras reales.

Una vez puesto a punto el método para la determinacion de cobre ( a nivel de trazas ) tal

y como se ha descrito anteriormente, se procedid a su aplicacion en muestras reales.

Tanto por su interés biomédico como por el vacio bibliogréfico existente ( no se han
encontrado trabajos al respecto en las busquedas realizadas ), se inici6 el estudio de la presencia
de cobre en el liquido cefalorraquideo ( en adelante LCR ) de origen animal ( perro, cerdo,
caballo,... ) en muestras proporcionadas por el Departamento de Medicina y Sanidad Animal de
la Facultad de Veterinaria de nuestra Universidad; todo ello como una etapa mas de una
programacion mas amplia y cuyo ultimo objetivo es, si fuera posible, determinar dicho metal en
muestras humanas. La técnica analitica utilizada fue la redisolucion anddica en su modalidad

Voltamperometria de Onda Cuadrada, dadas las ventajas que ofrece frente a otras técnicas.
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IV.1.2.- Ensayos con LCR de perro

1VV.1.2.1.- Primeros ensayos

El procedimiento a seguir fue el que a continuacion se indica :

Fondo : 6 ml agua, 10 I HCl suprap. 30 % y 1200 pl EN 0.15 M
Se desaired la disolucion durante 5 minutos ( solamente se hace en esta primera ocasion)

mediante el paso de corriente de N,.

Condiciones experimentales:

Eacondic. =-0.1V Edep. =-1.000 V Tequilibrio.=5's
Tacondic. =15s Tdep. =1 min Tpurga = 5 s ( después de

cada adicion )

El registro se realiz6 a través de un barrido de potenciales desde -0.600 V hasta +0.100
V' y con una frecuencia de 50 Hz.

Una vez preparado y registrado el blanco y al objeto de comprobar la magnitud de la sefial
del cobre y el potencial al que aparece, se adicionaron por dos veces consecutivas los Wl
necesarios de disolucion de Cu®* de 0.1 ppm para que en la celda resulten concentraciones de
aproximadamente 1y 2 ppb . En concreto, se afiade en cada ocasion 60 pl de disolucion de Cu?*,
lo que llevado a un volumen final de 7.32 ml supone 0.83 ppb y 1.66 ppb de Cu*
respectivamente ( disoluciones 1,2 y 3 de la Tabla IV.1.2.1).

A continuacién y atenor de los datos de que se dispone, en cuanto a contenidos de cobre
en LCR de perro, se calculé la cantidad de muestra que se debe afiadir a la disolucién, para que

presumiblemente el incremento de Cu?* en celda sea aproximadamente 1 ppb ( result6 ser 250

pl).

Cap IV / 159



Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

Cuando se afiaden 250 pl de LCR a la celda y se registra ( disolucion 4 de la Tabla ),
siempre se aprecia una disminucion importante de la sefial, asi como una evolucion de los

potenciales hacia valores mas positivos.

Entre los posibles argumentos explicativos del fendmeno, el més verosimil en principio
es el que lleva a pensar que el pH del medio no es el adecuado y que posiblemente fuera
necesario adicionar mas EN. Asi, considerando el pH del LCR (= 7.34)y que este fluido retne
un buen namero de sistemas reguladores del mismo, su adicién a la celda conlleva un descenso
del pH y con ello, una disminucion importante de la concentracion de EN en la forma que
complejaal Cu*". Suponiendo correctos estos argumentos, la adicion de nuevas cantidades de EN
deberia corregir la disminucién de pH y de EN con capacidad complejante motivada por la
adicion de LCR.

Haciendo adiciones sucesivas de EN (200, 100, 100, 100, 100, y 200 ul) se observo que,
progresivamente, la sefial de redisolucién del Cu* aumenta y que el valor del potencial se acerca
mas al que presenta la disolucién de Cu?* cuando se parte de medio acuoso ( disoluciones 4 a
10 de la Tabla ). Estos resultados no solo corroboran los comentarios anteriores sino que
constituyen un doble buen indicio , pues por un lado se confirma la presencia de cobre enel LCR
y por otro, que la materia organica existente en dicho fluido no parece bloquear decisivamente
la superficie del electrodo, extremo este Gltimo de especial interés y que sera objeto de mayor

atencidon mas adelante.
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Tabla 1V.1.2.1 .- LCR de perro ( Primeros ensayos )

Disolucion Celda Realizacion -E(V) I (nA)
medida
1 Fondo Inmediata 0.395 1.03
2 +60ul Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.385 175
(= 0.83 ppb)
3 +60ul Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.385 35.0
(=1.66 ppb )
4 +250 Pl LCR Inmediata 0.317 3.7
Alos 4 min 0.317 9.25
Alos 10 min 0.317 7.71
5 +200 pIENO0.15 M Inmediata 0.346 38.0
Alos 4 min 0.346 40.1
Alos 10 min 0.346 41.1
6 +100 pIEN0.15 M Inmediata 0.346 43.5
A'los 4 min 0.346 45.6
Alos 10 min 0.346 47.5
7 +100 pIEN0.15 M Inmediata 0.356 50.5
A'los 4 min 0.356 524
Alos 10 min 0.356 52.0
8 +100 pIEN0.15 M Inmediata 0.356 56.8
A'los 4 min 0.356 55.8
Alos 10 min 0.356 56.5
9 +100 pIEN0.15 M Inmediata 0.366 59.4
A'los 4 min 0.366 60.4
Alos10 min 0.366 60.2
10 +200 pIEN0.15 M Inmediata 0.366 61.7
A'los 4 min 0.366 63.6
Alos 10 min 0.366 62.8
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En la citada Tabla 1V.1.2.1. se ha plasmado, tanto el desarrollo del experimento

descrito, como los resultados del mismo. Cabe decir que en los repetidos ensayos efectuados se
han observado los mismos fendmenos. Asi, cuando se afiade el LCR, el pH desciende a valores
comprendidos entre 7 y 8; estos valores ascienden conforme se afiade EN y superan la barrera
del pH = 9 después de afadir del orden de 500 pl de EN 0.15 M. Los valores de E y de |
experimentan similar evolucion: descenso brusco al afiadir LCR y recuperacion progresiva con
la adicion de EN, hasta valores proximos a los iniciales ( caso de E ) o razonablemente superiores
(casodel).
Este comportamiento es muy parecido al recogido en un trabajo anteriormente citado (1), con
la salvedad de que en esta ocasion la cantidad necesaria de EN es significativamente mayor,
como corresponde a una matriz ( LCR ) cuyo contenido en materia organica que interactta con
el cobre presente es también mucho mayor que en el caso del trabajo citado (‘agua de mar ); todo
lo cual da validez a los argumentos expuestos hasta ahora.

El experimento que se resume en la Tabla IV.1.2.1. , también ha pretendido evaluar el
grado de interferencia que supone la adsorcion de materia organica en la superficie de la gota de
mercurio en funcion del tiempo de contacto entre la gota y la matriz. Para ello, después de cada
adicion de EN, se ha procedido al andlisis inmediatamente y después de diferentes tiempos de
contacto gota-matriz ( en concreto, en la Tabla aparecen tiempos de 4 y 10 minutos ). Se observa
que los resultados son practicamente los mismos, pudiéndose concluir al respecto que, al menos
en las condiciones de trabajo empleadas, el tiempo de contacto electrodo-matriz no modifica
significativamente los resultados y, por otra parte, que los equilibrios quimicos después de cada

adicion de EN se alcanzan de forma practicamente inmediata.
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1VV.1.2.2.- Influencia del tiempo de acumulacion

Ya se ha indicado la extraordinaria importancia que se concede a la sensibilidad del
método; de otra parte, uno de los parametros instrumentales a los que se suele acudir para
aumentar dicha sensibilidad es el tiempo de acumulacidn, toda vez que en condiciones normales,
la magnitud de la sefial es proporcional a dicho tiempo. Al objeto de corroborar este aspecto se
efectud repetidas veces un estudio a diferentes tiempos de acumulacion; en todas las ocasiones
los resultados fueron los mismos y en la Tabla 1VV.1.2.2. se resumen los correspondientes a una
de estas series; las condiciones experimentales son las mismas que las descritas en el apartado

anterior, ya que las disoluciones empleadas son algunas de las residuales del citado apartado.

Tabla 1V.1.2.2. Influencia del tiempo de acumulacion
( Composicion de la disolucion y parametros experimentales iguales a los de la

disolucién 10 contemplada en la Tabla 1V.1.2.1)

T acumulac ( min -E(V) I (nA) I/ Tac
)
1 0.366 63.5 63.5
2 0.375 76.4 38.2
3 0.385 84.8 28.3
S) 0.395 107 21.4
( repeticion ) 0.395 108 21.6
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A la luz de los resultados pueden deducirse varias conclusiones.

En primer lugar que la magnitud de la sefial aumenta con el tiempo de acumulacion, pero
en una proporcion muy inferior a la lineal; este fendmeno debe interpretarse sobre la base de que
la superficie activa de la gota de mercurio disminuye progresivamente, probablemente debido

a que la materia organica se adsorbe progresivamente sobre el electrodo.

En definitiva puede concluirse que el fendmeno adsortivo tan indeseado no tiene lugar
con el simple contacto mercurio-matriz , pero si ocurre cuando se impone el estimulo de un
potencial reductor. Dicho de otra forma, la “ contaminacion ” del electrodo con la materia
organica es simultanea a la electrodeposicion del cobre. El pequefio pero constante aumento del
potencial de redisolucion del cobre, podria también interpretarse considerando que la presencia
de materia organica en la superficie del electrodo “ facilita ” el regreso del cobre hacia la
disolucién.

Por ultimo se observa que los resultados ( tanto E como | ) se repiten con elevada
precision, lo que confirma una vez méas que el proceso de adsorcion en estudio es un fenémeno

que tiene lugar solo durante la etapa de preconcentracion y que no genera resultados erraticos.
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1V.1.2.3.- Influencia de la materia organica en la sensibilidad del método

Una vez constatada la presencia de fendmenos de adsorcion sobre el electrodo ( sin duda
provocados por la M.O. aportada por la matriz ) , se procedié a estudiar la cuantia de su
influencia en las sefiales de redisolucion. Para ello se compararon las pendientes de sendos
calibrados de cobre, uno en ausencia y otro en presencia de LCR; para el primero se aprovecho
la primera parte ( disoluciones 1, 2y 3) de los experimentos resumidos en la Tabla 1V.1.2.1;
para realizar el calibrado en presencia de materia organica se partio de la disolucion 10 recogida
en la citada Tabla 1V.1.2.1. , a la que se incorporaron sucesivamente cinco adiciones de cobre.
Los resultados se expresan en la Tabla 1V.1.2.3.; al objeto de hacer comparables los dos
calibrados, la tltima columna incluye los valores de | corregidos suponiendo que el volumen total
de la disolucién hubiera sido el volumen existente en la disolucion 3 de la Tabla 1V.1.2.1.
(7.33ml).

Tabla 1VV.1.2.3.

Influencia de la materia organica en la sensibilidad del método.

Disolucion -E(V) I (nA) Icorregida ( nA)
1de TablalV.1.2.1 0.395 1.03 1.01
2de TablalVv.1.2.1 0.385 17.5 17.4
3de TablalVv.1.2.1 0.385 35.0 35.0
+ 60pl Cu* 0.1 ppm 0.366 70.8 81.5
+ 60 Wl Cu* 0.1 ppm 0.366 80.3 93.1
+60 Pl Cu? 0.1 ppm 0.375 90.7 105.4
+ 60 Wl Cu* 0.1 ppm 0.375 103 121.1
+60 Pl Cu? 0.1 ppm 0.375 115 136.2
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EnlaTabla 1V.1.2.3. se observa en primer lugar que el potencial al que aparece la sefial
de redisolucion es practicamente constante.

También se observa que cada uno de los dos calibrados ofrece una linealidad mas que
aceptable ( desviaciones medias de 3.5 % y 13.7 %, respectivamente ) en atencion al objeto
del estudio planteado, es decir, la comparacion de las pendientes de ambos calibrados.

En las condiciones de trabajo las pendientes para ambos tramos son respectivamente 20.7
y 16.0 nA/ ppb de cobre , lo que significa que la materia organica ( se insiste, en las condiciones
de trabajo ) rebaja la sensibilidad del método ( relacion sefial / concentracién de cobre ) hasta un
coeficiente interpendientes de 0.77 enrelacion con las disoluciones exentas de materia orgénica.
En la Gréfica IV.1.2.1 se han representado ambos tramos: El primero podria considerarse como
una recta de calibrado, mientras que el segundo debe interpretarse como una modalidad de
adicion estandar. Este ultimo puede servir para determinar el contenido de cobre en el LCR, dado
que la composicién quimica de la disolucién es en todos los casos la misma; pero no ocurre lo
mismo con la hipotética recta de calibrado del primer tramo, toda vez que al afiadir la muestra
se incorpora por primera vez materia organica y con ello se modifica la disolucion.

GRAFICA 1V.1.2.1.

( Calibrados referidos a un volumen constante : 7.330 ml )

150 —zCalibrado |. 3<Calibrado Il

100

-1 (nA)

il | | | |
0 1 2 3 4 5
Cu(Il') (ppb)
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1V.1.2.4.- Determinacion del contenido de cobre en LCR de perro

A la luz de los resultados obtenidos en los apartados anteriores se pueden disefiar

diferentes metodologias para la determinacion del cobre presente en LCR.

a) Empleando el primer tramo o calibrado |, el procedimiento consistiria en preparar la
disolucién blanco, registrar la sefial de redisolucion correspondiente, afiadir varias veces
cantidades conocidas de cobre y registrar las respectivas sefiales ; posteriormente, se afiade una
cantidad adecuada de LCR y se registra la sefial o intensidad de redisolucion. Para poder
introducir este Gltimo valor en la recta de calibrado construida con los valores primeros es
necesario corregirlo conforme al cambio de sensibilidad experimentado al incorporar materia
organica a la celda , o bien estar seguro de que la cantidad de materia organica incorporada es
insuficiente para cambiar significativamente las condiciones de la disolucion ; es decir, segun la
terminologia aplicada en el apartado anterior , se necesita conocer el valor del coeficiente

interpendientes o estar seguro de que dicho coeficiente vale practicamente 1.

b) Empleando el segundo tramo o calibrado 11, el procedimiento seria afiadir a la celda
una determinada cantidad de LCR, acondicionar la disolucién hasta el volumen y la
concentracién de EN idoneos y registrar la sefial de redisolucion ; posteriormente, adicionar
varias veces la cantidad de cobre apropiada y en cada ocasion registrar la sefial correspondiente.
Con ello debe obtenerse una recta, a la que se le aplica el tratamiento matematico oportuno para
calcular el cobre en la muestra. Para que este procedimiento sea correcto, las adiciones de cobre
tienen que suponer un incremento de volumen en la celda suficientemente pequefio como para

que la dilucion de la materia organica no sea significativa.

c¢) Cuando se trata de analisis aislados o que requieran un resultado con mayor calidad
analitica, parece recomendable acudir a un procedimiento hibrido entre los dos anteriores.
Consistiria en seguir la variante a) y después, sin cambiar la disolucién, desarrollar la variante
b) ; de esta forma, se podrian comparar los resultados obtenidos y corroborar in situ el coeficiente

interpendientes a utilizar.
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Aplicando esta metodologia a la muestra de LCR de perro en estudio, se han obtenido los

siguientes resultados :

Incremento de concentracion de Cu* en la disolucién con motivo de la adicién de 2501
de LCR: 2.75 ppb .

Concentracion de Cu?®* presente en el LCR : 7.33 x 10° x 2.77 / 250 = 81 ppb.

Valor que entra dentro del rango de normalidad para el contenido de cobre en LCR.
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IVV.1.3.- Ensayos con LCR de cerdo

Ya se ha indicado que el objetivo final del presente trabajo iba dirigido hacia el LCR de
humanos. Las probabilidades de que su composicidn quimica, en conjunto , sea proxima a la del
LCR de otros mamiferos son elevadas. No obstante, considerando las dificultades para conseguir
muestras de humanos, se considerd pertinente insistir con muestra de LCR de otro tipo de animal,
que en el presente caso fue cerdo. Se supuso en principio que de esta forma se podrian corroborar
las conclusiones obtenidas con el LCR de perro y conocer las diferencias que hubiera entre
ambas matrices; en todo caso, se recogeria una informacién muy valiosa de cara a cuando llegara

el momento de experimentar con muestras humanas.

En lineas generales se ha repetido el estudio efectuado con las muestras de perro. La Gnica
diferencia procedimental introducida ha consistido en el indicador utilizado para decidir cudndo
la cantidad de EN afadida era suficiente ; ahora se detiene la adicion de EN cuando el E de la
sefial coincide con el valor correspondiente que se obtiene antes de afiadir LCR , mientras que
en el caso anterior se suspendia la adicién de EN cuando tras dos adiciones de EN los valores de

E no variaban significativamente.

1VV.1.3.1.- Primeros ensayos

Las condiciones experimentales e instrumentales fueron las mismas que en el apartado
anterior. La secuencia procedimental de los ensayos también fue la misma. En la Tabla IV.1.3.1.
se han resumido los primeros resultados obtenidos. Se observa en primer término que tanto el
fondo como las dos adiciones de cobre proporcionan resultados coherentes con los contemplados
en la Tabla 1V.1.2.1. Sin embargo, tras la adicién del LCR , ahora no se registra sefial alguna,
a la par que el pH de la disolucion es bastante inferior a 9. Con los argumentos dados hasta ahora,
el fendmeno descrito puede interpretarse sobre la base de que la muestra de cerdo debe ser algo

mas rica en materia organica que la del perro.
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Las sucesivas adiciones de EN generan un comportamiento muy similar al observado
anteriormente y que se resume en lo siguiente : Progresivo aumento del pH, progresivo aumento
de la sefial de redisolucion del cobre y progresivo desplazamiento del potencial hacia valores
mas negativos ; consecuentemente , la discusion presentada en los apartados 1V.1.2.1 y IV.1.2.2

y sus conclusiones siguen siendo igualmente validas.

La disolucién nimero 10 se consigue ahora tras afiadir 1.70 ml de EN (practicamente el
doble que en el caso anterior) , lo cual obedece probablemente a dos motivos; el primero, que
ahora hay mas materia organica que neutralizar desde el punto de vista acido-base ; el segundo,
que ahora se ha alcanzado un E de redisolucién ( igual al obtenido sin LCR) que es algo mas
negativo que antes . En todo caso debe insistirse en que la fenomenologia es significativamente

la misma.
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Tabla 1V.1.3.1.- LCR de cerdo ( Primeros ensayos )

Disolucion Celda Realizacion -E(V) 1(nA)
medida
1 Fondo Inmediata - -
2 +60ul Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.385 20.6
(=0.83 ppb )
3 +60ul Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.385 40.1
(=1.66 ppb)

4 + 250 pl LCR g0 Inmediata - -
A'los 4 min - -

5 +200 pIEN0.15 M Inmediata 0.346 10.6
A'los 4 min 0.356 26.7
A los10 min 0.356 26.9

6 +200 pIEN0.15 M Inmediata 0.356 33.2
A'los 4 min 0.356 33.9
Alos 10 min 0.356 34.3

7 +300 pIENO0.15 M Inmediata 0.366 43.8
Alos 4 min 0.366 448
Alos 10 min 0.366 45.2

8 +300 pIENO0.15 M Inmediata 0.366 50.8
Alos 4 min 0.366 49.8
Alos 10 min 0.366 51.8

9 +300 pl EN 0.15 M Inmediata 0.375 54.9
Alos 4 min 0.375 55.1
Alos 10 min 0.375 55.1

10 +400 plEN0.15 M Inmediata 0.375 61.7
A'los 4 min 0.385 63.7
Alos 10 min 0.385 65.2
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1V.1.3.2.- Influencia del tiempo de acumulacion

Se ha repetido en las mismas condiciones el estudio realizado con el LCR procedente de
perro, llegandose exactamente a las mismas conclusiones, es decir, que la incorporacién de
materia organica a la superficie del electrodo de mercurio solamente tiene lugar durante el
proceso de preconcentracion del analito. Por esta circunstancia, esta variable experimental no
constituye un buen recurso analitico para aumentar la sensibilidad del método, contrariamente

a lo que suele ocurrir en las técnicas de redisolucion.

1V.1.3.3.- Influencia de la materia organica en la sensibilidad del método

También en este subapartado se siguié un procedimiento similar a cuando la matriz
correspondia a perro. En la Tabla 1VV.1.3.2. , se resume la secuencia del mismo asi como los
resultados obtenidos.

Por lo que respecta a los valores de E, se vuelve a constatar la invariabilidad de los
mismos a lo largo de todo el experimento. En cuanto a los valores de la sefial de redisolucion,
se ratifica que en cada uno de los dos tramos en que se subdivide el estudio se mantiene una
linealidad méas que aceptable ( desviaciones medias de 2.7 % y 8.2 %, respectivamente ) si se
considera el objeto fundamental que se persigue, es decir, la comparacion de las dos pendientes.
Como en el caso anterior y al objeto de comparar mas ajustadamente los dos tramos, en la tltima
columna de la Tabla se incluyen los valores de | corregidas suponiendo que el volumen total de
la disolucién se hubiera mantenido constante e igual al existente en el caso de la disolucion 3
de laTablalV.1.3.1. En estas condiciones, los respectivos valores de las pendientes encontradas
para ambos tramos son 24.5 % y 15.4 % nA/ ppb de cobre afiadido (coeficiente interpendientes
: 0.63) . En relacion con el LCR de perro, se advierte cualitativamente el mismo fenémeno :
Cuando se incorpora LCR a la celda, la sensibilidad disminuye, lo cual es achacable a la
presencia de materia organica en la disolucién que puede frenar la difusividad de la especie

electroactiva y, muy especialmente, al bloqueo de parte de la superficie del electrodo de trabajo.
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Pero también se constatan dos pequefias pero significativas diferencias. Asi, mientras que
las pendientes del primer tramo son practicamente iguales para los casos LCR de perro y de
cerdo, en este segundo estudio se observa una mayor disminucion de la pendiente en el segundo
tramo ; de hecho el coeficiente interpendientes ha pasado de 0.77 a 0.63, fenébmeno que indica
que la presencia de materia organica en el segundo experimento ha tenido mayor actividad, lo
que puede interpretarse sobre la base de que en la muestra de cerdo hay algo mas de materia
organica que en lamuestra de perro, lo cual corrobora una de las primeras conclusiones obtenidas
en este apartado ( la alternativa de que las composiciones cualitativas de ambos LCR sean
diferentes es mucho menos verosimil que la que basa la diferencia de los resultados en una

pequefia divergencia entre las composiciones cuantitativas ).

Tabla 1V.1.3.2.

Influencia de la materia organica en la sensibilidad del método

Disolucion -E(V) I (nA) I corregida ( nA)
1de TablalV.1.3.1 - - -
2 de Tabla1V.1.3.1 0.385 20.6 20.4
3de TablalVv.1.3.1 0.385 40.1 40.1
78.1 |
+ 60 Wl Cu* 0.1 ppm 0.385 72.3 92.1
+60 pl Cu?* 0.1 ppm 0.385 82.1 105.3
+ 60 Wl Cu* 0.1 ppm 0.385 91.1 117.6
+ 60 Wl Cu* 0.1 ppm 0.385 99.5 129.2
+ 60 Wl Cu* 0.1 ppm 0.385 108 141.1
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Enla Grafica IV.1.3.1. se han representado los dos tramos ( calibrados | y 11) en los que

se aprecia nitidamente el elevado grado de linealidad en ambos, asi como la diferencia entre sus

pendientes .
GRAFICA 1V.1.31
( Calibrados referidos a un volumen constante : 7.330 ml )
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1VV.1.3.4.- Determinacién del contenido de cobre en LCR de cerdo

También en este subapartado se ha seguido la misma metodologia que en el homélogo

anterior. Aplicando la matematica ya indicada a cualquiera de los calibrados | o Il, se deduce :

- En la disolucion 10 de la Tabla 1VV.1.3.1. hay una concentracién de cobre de 5.06 ppb.
- La adicion de 250 pl de LCR a 7.33 ml de disolucion supone un aumento en la
concentracion de cobre en dicha disolucion de : 5.06 - (2 x 0.82 ) = 3.42 ppb.

- La concentracién de cobre en el LCR del cerdo es : 3.42 x 7330 / 250 = 100.3 ppb, €s

decir, conforme a los contenidos encontrados en la bibliografia.

Cap IV / 174



Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

IV.1.4.- Ensayos con LCR humano

1VV.1.4.1.- Primeros ensayos

Una vez completados los experimentos disefiados con muestras procedentes de animales
y a la vista de los esperanzadores resultados obtenidos, se decidié completar este estudio sobre
muestras reales ( sin tratar previamente, sin mineralizar, etc. ) con un tercer bloque dedicado a
LCR humano. Para ello, en principio, se ha seguido una sistematica de trabajo semejante a las
anteriores. En la Tabla 1VV.1.4.1. se han resumido los primeros ensayos efectuados, asi como los

resultados de los mismos.
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Tabla IV.1.4.1.- LCR humano ( Primeros ensayos )

Disolucion Celda Realizacion -E(V) I (nA)
medida
1 Fondo Inmediata 0.414 1.84
2 +60ul Cu? 0.1 ppm Inmediata 0.405 17.2
(=0.83 ppb)
3 +60ul Cu? 0.1 ppm Inmediata 0.405 37.8
(=1.66 ppb)
4 + 250 Pl LCRyymano Inmediata 0.356 94.2
A los 4 min 0.356 98.0
Alos 10 min 0.356 99.2
5 + 300 LIENO0.15 M Inmediata 0.366 105
A los 4 min 0.366 105
A los 10 min 0.366 106
6 + 300 LIEN0.15 M Inmediata 0.375 103
A los 4 min 0.375 101
A los 10 min 0.375 103
7 + 400 LI EN0.15 M Inmediata 0.385 100
A los 4 min 0.385 103
A los 10 min 0.385 103
8 + 400 LIEN0.15 M Inmediata 0.395 91.4
A los 4 min 0.395 93.0
A los 10 min 0.395 91.0
9 + 400 I EN0.15 M Inmediata 0.395 86.8
A los 4 min 0.395 87.3
A los 10 min 0.395 86.9
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En primer lugar debe destacarse que la fenomenologia, en lo que se refiere a potenciales,
es una repeticion de la descrita para las muestras procedentes de animales y que basicamente se
resume en los siguientes aspectos :

- Cuando se incorpora el LCR a la celda el potencial de la sefial se desplaza hacia valores
menos negativos.

- A medida que se afiade EN, dicho potencial evoluciona hasta alcanzar valores proximos
a los originales.

Sin embargo, la magnitud de la sefial no ofrece el mismo comportamiento. Asi, al afiadir
el LCR, | aumenta significativamente ( antes disminuia e incluso desaparecia ) y sigue
aumentando conforme se adiciona EN ; pero este aumento es claramente de menor cuantia que
en los estudios precedentes. De otra parte, cuando la cantidad afiadida de EN es suficientemente
elevada, incluso se observa una ligera disminucion de I, fendmeno también observado por los
autores que estudiaron el comportamiento electroanalitico del agua de mar (1 ) . Por aplicacion
sencilla de las hipdtesis elaboradas en los anteriores apartados, todos estos fendmenos tienen una
explicacién inmediata : EI LCR humano ( al menos el disponible para estos experimentos )
aporta una cantidad de materia organica sustancialmente mas pequefia que el LCR procedente
de animales , lo cual facilita ain mas las cosas a la hora de establecer un procedimiento para la
determinacion de cobre en matrices humanas. Estas conclusiones quedan ain mas corroboradas
si se observa la evolucion del pH y la necesidad de algo menos de cantidad de EN para alcanzar
situaciones similares : 2.9 ml (1.2+1.7) de EN para alcanzar un E = -0.385 V ( disolucién 10 de
la Tabla 1V.1.3.1 : LCR de cerdo ) frente a 2.2 ml (1.2+1.0) de EN para alcanzar el mismo
potencial ( disolucion 7 de la Tabla 1VV.1.4.1. : LCR humano ) .

En este caso se observa también que el tiempo de contacto entre el electrodo y la
disolucion con LCR no afecta para nada a los resultados, los cuales, por otra parte y en primera

aproximacion, tienen un buen grado de repetitividad.
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1VV.1.4.2.- Influencia del tiempo de acumulacion

Se ha tomado para este estudio la disolucion 7 de la Tabla IV.1.4.1. , dado que en esta
disolucion se puede suponer que hay suficiente EN como para que la préactica totalidad del cobre
presente en la celda esté bajo el control de dicho reactivo. Los detalles del estudio , asi como los

resultados mas sobresalientes, aparecen en la Tabla 1V.1.4.2.

Tabla 1V.1.4.2. Influencia del tiempo de acumulacién.
( Composicion de la disolucion y parametros experimentales iguales a los de la

disolucion 7 contemplada en la Tabla 1V.1.4.1. )

T acumulac ( min) -E(V) I (nA) I/ Tac
1 0.385 100 100
2 0.385 143 71.5
3 0.385 171 o7
S) 0.405 209 42
( repeticion ) 0.405 211 42
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A primera vista se llega a las mismas conclusiones que en los estudios anteriores :

- Los resultados se repiten.

- Trabajando al potencial de deposicion de -1.000 V, la materia organica procedente del
LCR bloquea progresivamente la superficie eficaz del electrodo de mercurio, como se deduce de
que la relacién entre intensidad de sefial y tiempo de deposicion no se mantiene constante sino

que disminuye y esta disminucion es tanto mayor cuanto mayor es el tiempo de acumulacion.

Pero si desde una perspectiva cualitativa el fendmeno es el mismo cuando se opera con
matrices animales que con humanas, hay una diferencia de matiz cuantitativo que interesa
destacar . Cuando se representan graficamente los datos contenidos en las Tablas 1V1.2.2. y
IV.1.4.2. (GréficalV.1.4.1.), se observan diferentes evoluciones ; éstas, referidas a fendbmenos
de superficie ( como los adsortivos ) ponen de manifiesto que en el primer caso (LCR de perro)
la superficie de la gota ha alcanzado un grado de saturacion muy superior al observado para el
segundo caso ( LCR humano ) . De todo lo cual se deduce, una vez mas, que la presencia de
materia organica en el LCR humano con el que se esta trabajando tiene menor transcendencia

electroanalitica que en el caso del LCR de perro del que se ha dispuesto.

Y otro corolario : La menor saturacion del electrodo abre la posibilidad de acudir al
tiempo de preconcentracion como recurso instrumental colaborador en el aumento de la
sensibilidad del método analitico. Esta reflexion ha inspirado la realizacion del experimento que
se expone a continuacion, en el que se evaltan simultaneamente los aspectos positivos del tiempo
de acumulacion y los aspectos negativos de la materia organica en relacion con la sensibilidad

del método.
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GRAFICA 1V.1.4.1.

Comparacion del comportamiento LCR humano y de perro con el Tac.

250
—LCR humano (ver Tabla IV.1.4.2))

200 |- 2LCR perro (ver Tabla IV.1.2.2.)
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1V.1.4.3.- Influencia simultinea del tiempo de acumulacién y de la materia organica

en la sensibilidad del método

Ya se ha indicado la posibilidad de acudir al tiempo de acumulacion como factor
estimulante de la sensibilidad cuando la cantidad de materia organica lo permite, requisito que
parece cumplirse con la matriz en estudio. Con las matrices de origen animal ya se ha evaluado
la diferencia entre trabajar en ausencia o en presencia de materia organica, habiéndose
introducido la importancia y la aplicacion del término “ coeficiente interpendientes ”. En este
caso, con el LCR humano, se repitié el experimento pero a dos tiempos de acumulacion
diferentes : 1 y 2 minutos. Los resultados mas significativos se han resumido en la Tabla
IV.1.4.3.

Tabla 1V.1.4.3. Influencia del tiempo de acumulacién y de la materia orgénica en la

sensibilidad del método.

T ac = 1 minuto T ac = 2 minutos
Disolucion -E(V) I (nA) Icorregida | 1 (nA) | Icorregida
(nA) (nA)
1de TablalV.1.4.1 0.414 1.84 1.81 - -
2de TablalVv.1.4.1 0.405 17.2 17.06 - -
3de TablalVv.1.4.1 0.405 37.8 37.8 - -
+60 I Cuz*0.1ppm | 0.395 103 132.65 167 215.07
+60 pl Cu* 0.1ppm 0.395 115 149.05 184 238.47
+120 pl Cu* 0.1ppm 0.395 144 188.99 222 291.36
+120 pl Cu* 0.1ppm 0.395 165 219.25 262 348.14
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La nota mas destacada ( utilizando tiempo de acumulaciéon 1 minuto ) es que las
pendientes de los calibrados | y I toman el mismo valor : 22.0 nA / ppb . Esto quiere decir que,
cuando se opera con esta muestra de LCR humano , no sélo el contenido en materia organica es
significativamente mas pequefio que en las matrices de animales, sino que la concentracion
puesta de EN ha condicionado que la disminucion de superficie eficaz del electrodo de trabajo
no sea significativa. Por otra parte, las desviaciones medias de los calibrados | y 1l son también

muy parecidas ( 15.0 % y 14.8 % respectivamente ).

Cuando se opera con tiempo de acumulacién igual a dos minutos, solo se han recogido
datos correspondientes al calibrado Il , pero en todo caso son suficientes para deducir las
conclusiones pretendidas en el estudio. Se observa que la pendiente aumenta hasta 32.9 nA/ ppb
(del ordendel 50 % ) , asi como que la desviacién media del calibrado disminuye hasta un 9.9%,

es decir, mejora sensiblemente .

En la Gréfica 1V.1.4.2. se reflejan los calibrados | y 11 para Tac = 1 min y el calibrado |1
para Tac = 2 min. De todo lo cual se deduce, tal y como se predijo anteriormente, que la
sensibilidad del método se mejora aumentando el tiempo de acumulacién y que la calidad del
resultado también; en resumen, que en las circunstancias bajo las cuales se ha planteado la
determinacion del cobre presente en LCR humano , es recomendable aumentar el tiempo de

acumulacion de 1 hasta 2 minutos.
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GRAFICA 1V.1.4.2.
Influencia del tiempo de acumulacion y de la materia organica en la sensibilidad del
método
(ver Tabla1V.1.4.3)
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1VV.1.4.4.- Determinacién del contenido de cobre en el LCR humano

Siguiendo la misma metodologia que en los apartados anteriores y aplicando la

matema@tica ya indicada, se han obtenido los resultados siguientes :

Para tiempo de acumulacion 1 minuto :

- En la disolucion 9 de la Tabla I1V.1.4.1. hay una concentracién de cobre de 5.0 ppb.

- La adicion de 250 pl de LCR a 7.33 ml de disolucion supone un aumento en la
concentracion de cobre en dicha disolucion de : 5.00 - (2 x 0.82 ) = 3.36 ppb.

- La concentracién de cobre en el LCR humano es : 3.36 x 7330 / 250 = 98.5 ppb.

Para tiempo de acumulacion 2 minutos :

- En la disolucion 9 de la Tabla 1VV.1.4.1. hay una concentracién de cobre de 5.47 ppb.
- La adicion de 250 pl de LCR a 7.33 ml de disolucion supone un aumento en la
concentracion de cobre en dicha disolucion de : 5.47 - (2 x 0.82) = 3.83 ppb.

- La concentracion de cobre en el LCR humano es : 3.83 x 7330 / 250 = 112 ppb.

Ambos resultados quedan incluidos en el intervalo de normalidad encontrado en la

bibliografia.
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1VV.1.4.5.- Optimizacion del procedimiento para analizar LCR humano

Los experimentos realizados hasta el presente momento con LCR han permitido, en

resumen, varias conclusiones de elevado interés analitico, por ejemplo :

- Es posible determinar cobre en muestras “crudas” ( sin pretratamiento ) de LCR.

- Parece que el LCR humano tiene menor contenido en materia orgéanica que el
procedente de perro y cerdo.

- Se necesita controlar la concentracion de EN presente en la celda.

- Cuanto menor es la concentracion de materia organica , mayor es la posibilidad de
acudir al tiempo de preconcentracién como factor estimulante de la sensibilidad del

método.

Inspirados en estas primeras conclusiones se ha disefiado el siguiente experimento,
encaminado a confirmar y evaluar las posibilidades analiticas de los factores procedimentales:
a) Concentracion de LCR en celda, es decir, concentracién de M.O.

b) Tiempo de acumulacion empleado.

En la Tabla IVV.1.4.4. aparece el primer ensayo en el que se mantiene el procedimiento
general, pero se emplean cantidades menores de las habituales de LCR, de volumen de cobre
estandar para cada adiciény, como ya se ha indicado, de EN. Debe indicarse en primer término
que el experimento ha discurrido de manera similar a los anteriores, en cuanto a evolucion de pH,

potenciales e intensidades.

Otro tanto puede decirse de la segunda parte del experimento, cuyos detalles
fundamentales y resultados experimentales mas inmediatos aparecen en la Tabla I1V.1.4.5. y
quedan representados en la Gréfica 1V.1.4.3. Del procesado de estos resultados se han obtenido
valores de las pendientes de los calibrados I y I, de sus desviaciones medias, del coeficiente

interpendientes y del contenido de cobre en el LCR conforme a los esperados.
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Tabla 1V.1.4.4.
Disolucion Celda Realizacion -E(V) I (nA)
medida
1 Fondo Inmediata 0.385 1.69
2 +30pl Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.405 12.7
(= 0.41 ppb)
3 +30pl Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.405 22.3
(=0.82 ppb)
4 + 100 pl LCRyymano Inmediata 0.366 50.4
A los 4 min 0.366 47.3
A los 10 min 0.366 45.2
5 +100 LI EN 0.15 M Inmediata 0.375 44.9
A los 4 min 0.375 43.3
A los 10 min 0.375 43.6
6 +100 LI EN 0.15 M Inmediata 0.375 42.2
A los 4 min 0.375 40.6
A los 10 min 0.375 41.3
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Tabla 1V.1.4.5. Influencia de la materia orgénica en la sensibilidad del método.

Disolucion -E(V) I (nA) I corregida ( nA)
1de Tabla1V.1.4.4 0.385 1.69 1.68
2 detabla1Vv.1.4.4 0.405 12.7 12.65
3de Tabla1V.1.4.4 0.405 22.3 22.3
6 de Tabla IV.1.4.4 0.375
+ 30 ul Cu* 0.1 ppm 0.375 50.7 53.0
+ 30 ul Cu* 0.1 ppm 0.375 59.0 61.9
+ 30 ul Cu* 0.1 ppm 0.375 67.4 71.0
+ 30 ul Cu* 0.1 ppm 0.385 75.3 79.7
+ 30 ul Cu* 0.1 ppm 0.385 82.9 88.0
GRAFICA 1V.1.4.3
Influencia de la M.O. en la sensibilidad del método
(Ver Tabla1Vv.1.45)
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Por ultimo, y segln las previsiones, la cantidad de EN necesaria para conseguir la
concentracion Optima ha disminuido sustancialmente, como consecuencia de que las
concentraciones de los dos materiales que interactdan con ella ( cobre y, sobre todo, materia

organica) también han disminuido.

A continuacién se desarrollé un nuevo experimento, rebajando todavia mas la cantidad
de LCR empleado. En las Tablas 1V.1.4.6. y 1V.1.4.7. se resumen los resultados experimentales
del mismo, los cuales merecen comentarios en todo semejantes a los efectuados en el caso

anterior y que seran en su conjunto objeto de una discusidn posterior.

Sobre estas mismas disoluciones se ha ensayado el operar con tiempos de acumulacion
superiores a 1 minuto, al objeto de buscar la confirmacién de que dicha variable instrumental
también en este caso puede tener utilidad analitica. Para ello, se ha repetido cada medida del
experimento empleando 2 y 5 minutos como tiempos de acumulacion. En ningin momento se
ha observado fendmeno o comportamiento diferentes alos descritos en los estudios precedentes.
Los resultados experimentales aparecen en la Tabla 1V.1.4.8. y Gréfica I1V.1.4.4. En ambas

pueden constatarse las previsiones ya adelantadas y que en conjunto se comentan a continuacion.
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Tabla 1V.1.4.6
Disolucion Celda Realizacion -E(V) I (nA)
medida
1 Fondo Inmediata 0.385 3.62
2 +20p1 Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.395 10.5
(= 0.28 ppb)
3 +20p1 Cu?* 0.1 ppm Inmediata 0.395 19.2
(=0.57 ppb)
4 + 50 I LCRymano Inmediata 0.366 31.5
5 + 100 pIEN0.15 M Inmediata 0.375 26.3
6 + 100 pIEN0.15 M Inmediata 0.375 25.9
7 + 100 pIEN0.15 M Inmediata 0.385 25.0

Tabla 1V.1.4.7. Influencia de la materia orgénica en la sensibilidad del método.

Disolucion -E(V) I (nA) I corregida ( nA)
1 de Tabla 1V.1.4.6 0.385 3.62 3.60
2 de Tabla1Vv.1.4.6 0.395 10.5 10.5
3de Tabla1Vv.1.4.6 0.395 19.2 19.2
+20 pl Cu?* 0.1 ppm 0.385 31.2 32.8
+20 pl Cu?* 0.1 ppm 0.395 37.7 39.8
+20 ul Cu* 0.1 ppm 0.395 43.9 46.4
+20 pl Cu* 0.1 ppm 0.395 50.9 54.0
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Tabla 1V.1.4.8. Influencia del tiempo de acumulacién y de la materia orgénica en la sensibilidad del método.

T ac = 1 minuto T ac = 2 minutos T ac = 5 minutos

Disolucién -E(V) 1 (nA) | corregida 1 (nA) I corregida 1 (nA) I corregida
(nA) (nA) (nA)
1de Tabla1V.1.4.6 0.385 3.62 3.60 7.42 7.38 23.9 23.8
2 de Tabla1V.1.4.6 0.395 10.5 10.5 22.6 22.5 60.5 60.3
3de Tabla1V.1.4.6 0.395 19.2 19.2 39.1 39.1 96.1 96.1

+20 pl Cu® 0.1ppm 0.385 31.2 32.8 S1.7 60.7 145 152.6
+20 pl Cu® 0.1ppm 0.395 37.7 39.8 69.1 72.9 174 183.6
+20 pl Cu® 0.1ppm 0.395 43.9 46.4 79.8 84.4 202 213.7
+20 pl Cu® 0.1ppm 0.395 50.9 54.0 94.9 100.7 232 246.1

(*) : Este dato se ha desechado toda vez que su desviacion es superior a 10 veces la desviacion media de los restantes

datos de la serie.
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GRAFICA IV.1.4.4
Influencia del tiempo de acumulacion y de la materia organica en la sensibilidad del
método ( Ver Tabla 1V.1.4.8)
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En la Tabla 1V.1.4.9. se ha tratado de incluir todos aquellos datos relevantes de los
ensayos efectuados con LCR humano, asi como los resultados més significativos de los mismos.
A la luz de todo ello y en absoluta concordancia con las hipétesis elaboradas hasta ahora, se

puede sacar en conclusion lo siguiente:

1. - Es fundamental controlar la cantidad de EN a emplear. De manera que cantidades
superiores o inferiores de EN no proporcionan sefiales de redisolucion de calidad analitica :
valores de | inferiores en cuantiay en estabilidad. En todo caso, el rango 6ptimo de cantidad
de EN es suficientemente amplio como para conseguirlo facilmente ; en primer término, esta en
proporcidn con la cantidad de materia organica presente en la celda, que a su vez depende de la
cantidad y procedencia del LCR objeto de analisis. Los indicadores procedimentales mas
practicos para alcanzar la concentracion idénea de EN son :

+ Valores de pH proximos a 9.3 .
+ Valores de E de redisolucion proximos al obtenido en ausencia de LCR.

+ Coeficiente interpendientes entre calibrados I y Il proximo a 0.8 .

2 . - El procedimiento descrito permite analizar cobre en LCR humano siendo suficiente

para ello cantidades de 50 Wl de LCR e incluso inferiores.

3 . - Operando con estas magnitudes de muestra , el método permite tiempos de

acumulacién de cobre de 5 minutos o superiores.

4 . - Combinando los puntos 2 y 3, es seguro que se pueda determinar cobre en LCR a
partir de muestras no superiores a 10 1. Pero llegados a este punto debe incorporarse una nueva
variable, que no es otra que la etapa de muestreo. Efectivamente, la dificultad préactica de extraer
tan pequefias cantidades de LCR , asi como la probabilidad creciente de contaminar dichas
cantidades, sugieren un estudio especial que espera llevarse a cabo inmediatamente después de
este trabajo. En todo caso, lo que si constituye el procedimiento aqui disefiado es una puerta

abierta al analisis “in situ” de cobre en LCR.
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

5. - A pesar de que los experimentos efectuados han sido un tanto dispersos en cuanto
a cantidades, tiempos, etc. , los resultados de los llevados a cabo en condiciones mas precarias
de muestra disponible (100 y 50 pl de LCR) proporcionan un contenido medio de 83 ppb de

cobre en muestra'y una DM de 9.4 % .

6 . - El empleo de mayores tiempos de acumulacién no introduce mejoras de precision en
los resultados. Sin embargo, empleando tiempos de 5 minutos la magnitud de las sefales se
multiplica aproximadamente por cuatro en relacion a la obtenida con tiempo de acumulacién 1
minuto, lo cual permite con toda seguridad rebajar ain mas el volumen de muestra, si ello fuera

necesario.
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos biol6gicos : LCR .

Tabla I1V.1.4.9 . Resumen de los resultados obtenidos al operar con LCR humano.

Ensayo 1 2 3
Caracteristicas 250 pl de LCR 100 pl de LCR 50 plde LCR
mas 3.0 mlde EN 1.4 ml de EN 1.3 mlde EN
importantes 60 Wl Cu®* por adicion 30 ! Cu®* por adicion 20 Wl Cu®* por adicion

T acumulacién.

1 min.

1 min.

1 min.

2 min.

5 min

Pendiente 2 : 18.0

Pendiente 2 : 10.3

Pendiente 2 : 7.8

Pendiente 2 : 15.8

Pendiente 2 : 36.1

Calibrado | Pendiente ° : 3.0 Pendiente ° : 3.4 Pendiente ®: 3.9 | Pendiente: 7.9 | Pendiente”: 18.1
DM:15% DM :58 % DM :11.5% DM :4.7% DM:14%
Pendiente ?: 18.0 Pendiente ®: 8.82 Pendiente : 6.95 | Pendiente ®: 12.1 | Pendiente ®: 28.0
Calibrado 11 Pendiente ° : 3.0 Pendiente  : 2.9 Pendiente ”: 3.5 | Pendiente”: 6.1 | Pendiente ”: 14.0
DM :14.8 % DM:2.9% DM :4.3% DM :3.3% DM :54 %
Coeficiente 1.00 0.86 0.89 0.76 0.78
interpendientes
Cuen LCR (ppb) 98.4 89.4 70.8 79.2 91.6

Pendiente 2 : nA / adicion .

La disolucion de Cu?* empleada para las adiciones es de 100 ppb.

Pendiente® : nA / 10 pl de Cu®* de 100 ppb = nA/ 0.14 ppb de Cu? en celda.

Cap IV /] 194




Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

IV.1.5.- Calidad analitica de los resultados

1VV.1.5.1.- Evaluacidn de la precisién del método

Al objeto de evaluar la precision del método desarrollado, se estudio la reproducibilidad
de los resultados. Para ello se tomaron 5 muestras de LCR de perro, de 25 pl cada una, aplicando
a todas ellas el procedimiento descrito en apartados precedentes, es decir : blanco, dos adiciones
de cobre patrdn, incorporacion de la muestra, ajuste de la EN necesaria y tres adiciones mas de
cobre patron. Los resultados se muestranen la Tabla I1V.1.5.1. , en la que puede comprobarse que
el método seguido ofrece una elevada calidad en cada una de las medidas ( elevados valores de
r)y, por otra parte, que la precision obtenida para las cinco determinaciones presenta igualmente

un valor elevado ( desviacion media relativa: 1.9 %) .

Tabla IV.1.5.1. : LCR de perro ( sin tratamiento previo )

V total (ml) Sefial LCR Recuper. ( ppb)
8.685 8.4 116
8.685 9.2 112
8.585 8.2 110

116
113

Valor Medio : 113.4 ppb
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

1VV.1.5.2.- Evaluacidn de la exactitud del método

El presente apartado constituye s6lo un intento de evaluacion de la exactitud del método
analitico desarrollado, toda vez que no se ha dispuesto de muestras patron de LCR en las que se
conozca su contenido en cobre . En sustitucidn de las mismas se ha procedido a la determinacion
del cobre en LCR previa mineralizacion del mismo con un sistema de tratamiento &cido en alta
presion ; paralelamente se ha confirmado la ausencia de cobre en los reactivos ( HNO, y HCI
concentrados ) empleados . Se han mineralizado porciones de 500 il de LCR de perro a las que
se afiadia 1.5 ml de HNO; concentrado ; despues del tratamiento a alta presion, se han llevado
las disoluciones a sequedad y posteriormente se han recogido con una mezcla de 2 ml de agua
y 20 pl de HCI concentrado . Para cada analisis se han utilizado alicuotas de 100 pl, cuyo
contenido en cobre corresponde a 25 il de LCR sin tratar . Paralelamente se han efectuado otros
dos andlisis empleando LCR sin tratar . En la Tabla 1V.1.5.2. se han resumido los resultados
obtenidos a partir de los cuatro andlisis efectuados , de los cuales se concluye que el
procedimiento desarrollado para el andlisis directo ( sin tratamiento previo alguno ) de cobre en

LCR de perro reune elevadas garantias analiticas .

Tabla 1V.1.5.2 : LCR de perro

Muestra Analisis Cuen LCR (ppb)

25 pl disolucion LCR de 1 107

perro sin mineralizar
109

100 pl disolucion LCR 105

de perro mineralizado
107
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

En las Figuras IV.1.1.D.1. y 1V.1.1.D.2. se han recogido, como curiosidad los datos
y graficos proporcionados por el aparato empleado, correspondientes a los andlisis de nimero 2
de las muestras sin mineralizar y mineralizada respectivamente.
FIGURA IV.1.1.D.1.
MUESTRA SIN MINERALIZAR. LCR de PERRO.
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

En la segunda parte de este subapartado se utilizé LCR humano . No debe olvidarse que
el ultimo propésito de esta Memoria no era sino desarrollar un nuevo procedimiento analitico que
proporcionara ventajas de tipo préctico frente a los por ahora conocidos y aplicados. De ahi que
los Gltimos ensayos se hayan realizado con LCR humano, pese a las grandes dificultades para
disponer de muestra. Obviamente, tampoco se dispone de muestras estandar de LCR humano
cuyo contenido en cobre se conozca, de tal manera que, como aproximacion, se ha recurrido a
la muestra disponible, mineralizando una parte y sometiendo a analisis directo la otra parte. El
procedimiento seguido ha sido exactamente el ya descrito para el LCR de perro, con la diferencia
de que en esta ocasion se ha partido de una porcion de 200 pl para mineralizar ( en vez de 500

pl) de LCR, recogiendose el mineralizado con 800 pl de agua y 10 pl de HCI concentrado.
Los resultados se exponen en la Tabla IV.1.5.3., donde se pueden repetir los mismos
comentarios que para el caso del LCR de perro y confirmar las conclusiones indicadas en dicho

Caso.

Tabla 1VV.1.5.3 : LCR humano.

Muestra Analisis Cuen LCR (ppb)

25 pl disolucion LCR 1 118

humano sin mineralizar
112

100 pl disolucion LCR 112

humano mineralizado
108
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

En las Figuras 1V.1.5.3. y 1V.1.5.4. se han recogido, como curiosidad, los datos y
gréaficos proporcionados por el aparato empleado, correspondientes a los analisis de nimero 2

de las muestras sin mineralizar y mineralizada respectivamente.

FIGURA IV.153.
MUESTRA SIN MINERALIZAR. LCR HUMANO.

LBE &1
LRL

0 D™
£
-

0 Dgany* -

0wty

o oas o o4m odoo Qim0 aiee 080 A0 Q180 4100
E/V
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

IV.1.6.- Ensayos con derivados de la EN

El capitulo Il de la presente Memoria se dedicd al estudio y evaluacion de la
potencialidad analitica de algunos derivados de la EN como agentes modificadores del medio
para determinar cobre en muestras reales. Como continuacion del citado estudio y atendiendo a
las buenas perspectivas deducidas en €l, en el presente apartado se realiza una evaluacion de las
posibilidades analiticas de los derivados N- MET- EN y DENTRI.

Para ambos reactivos se ha aplicado el procedimiento general indicado al utilizar EN en
la primera parte de este capitulo. Las matrices empleadas para este estudio han sido de dos
procedencias ( LCR de cerdo y LCR humano ) y en ambos casos se ha podido disponer de
cantidad suficiente para efectuar determinaciones paralelas con muestras mineralizadas y sin
mineralizar. Con la intencién de suministrar el maximo interés practico a estos ensayos se ha
recurrido a la técnica analitica méas rapida ( SWV ) y mas sencilla ( sin paso de N, ). Los
resultados, por duplicado, se muestranen la Tabla IVV.1.6.1. mientras que en las Figuras 1VV.1.6.1.
y 1V.1.6.2. se han incorporado, a modo de ejemplo ilustrativo, los voltamperogramas registrados
en dos determinaciones de cobre en LCR de cerdo empleando N- MET- EN.

De todo ello se concluye que ambos reactivos son aptos para determinar cobre en LCR,
como se desprende de las cantidades de cobre recuperadas y los coeficientes de regresion
resultantes. No obstante y en principio, estos resultados no permiten establecer diferencias
sustanciales en cuanto al empleo de uno u otro reactivo, ni siquiera cuando se los compara con

los resultados obtenidos empleando EN.
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Capitulo IV . Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR..

TABLA 1V.1.6.1.

CALIDAD ANALITICA DE LOS RESULTADOS UTILIZANDO
N-MET-EN y DENTRI ( LCR de cerdo y humano)

Reactivo Tipo de muestra Recuper.(ppb)

LCR cerdo (sin

mineralizar)

LCR cerdo

(mineralizado)

DENTRI LCR cerdo (sin

mineralizar)

LCR cerdo

mineralizado

Reactivo Tipo de muestra Recuper.(ppb)

LCR humano (sin 127.5

mineralizar)

LCR humano

(mineralizado)

DENTRI LCR humano (sin

mineralizar)

LCR humano

mineralizado

Cap IV / 201



Capitulo V. Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR .

FIGURA 1V.16.1
MUESTRA SIN MINERALIZAR. LCR DE CERDO.
(N-MET-EN )
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Capitulo IV. Aplicaciones analiticas a fluidos biolégicos : LCR.

IV.2.- POTENCIOMETRIA DE REDISOLUCION ANODICA

IV.2.1.- Planteamiento general

En el presente subcapitulo se ha llevado a cabo un estudio acerca de las posibilidades de
la potenciometria de redisolucion para la determinacion del cobre presente en muestras reales de
LCR . Al objeto de establecer comparaciones posteriores y siempre que ello ha sido posible, se
han utilizado las mismas muestras que las empleadas para los estudios voltamperométricos; en
concreto, se ha operado con LCR procedente de animales ( perro y cerdo ) y humano. La
sistematica del estudio también ha sido muy parecida a la seguida en la primera mitad de este
capitulo referido a voltamperometrias, salvo en aquellas facetas en que, por la propia naturaleza
de ambas técnicas, ha sido necesario actuar de forma diferente. Todos los datos relativos a la
cuantia de la sefial van expresados con un nimero excesivo de cifras significativas ; ello se debe
a que el instrumental empleado asi los proporciona, pero debe quedar claro que en ninguin caso

dicho nimero de cifras puede interpretarse en términos de precision de dichos datos.
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Capitulo IV. Aplicaciones analiticas a fluidos biolégicos : LCR.

1VV.2.2.- Ensayos con LCR de perro

1VV.2.2.1.- Primeros ensayos

En conjunto , la infraestructura experimental coincide con la expuesta en el apartado
dedicado a la puesta a punto de la técnica ( capitulo 111 de esta Memoria ) ; es decir, se uso el
sistema Trace Lab ( Radiometer), la misma electrodica, sistema de agitacion, produccion y
procesado de sefiales, tratamiento estadistico, etc . Los pardmetros experimentales con los que

se trabajé y salvo modificaciones puntuales que se indican oportunamente , fueron los siguientes:

Eacondic. =-0.9 V Edep. =-1.200 V Tequilibrio.= 30 s
Tacondic. = 20 s Tdep. =1 min | =1pA

Stir ( rpm ) = posicion 5

El registro se realizo a través de un barrido de potenciales desde -1.300 V hasta
-0.200 V.

Los volumenes en celda, en general, fueron del mismo orden que los empleados en los
estudios voltamperometricos. No asi las cantidades de LCR usadas para cada anélisis ya que , en
consideracién a la mayor sensibilidad que proporciona el electrodo de trabajo ( pelicula frente
a gota ), en esta ocasion fueron un poco menores : 100, 50 y 25 pl ; esto ha permitido, en
principio, disminuir un poco mas los efectos de matriz motivados por la materia organica
presente en la misma, si bien y como se constatara mas adelante, dichos efectos son menores en

esta técnica.
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Capitulo IV. Aplicaciones analiticas a fluidos biolégicos : LCR.

En un principio se intentd seguir exactamente el protocolo usado en el estudio
voltamperométrico, es decir, que las disoluciones blanco utilizadas estuvieran preparadas con
agua, HCly EN, pero se comprob6 que de manera imprevista se obtenian sefiales erraticas y de
dificil justificacion . Por tal motivo se decidi6 aplicar el protocolo empleado en la puesta a punto
de la técnica potenciométrica, que conlleva no incorporar EN desde el primer momento, sino
hacerlo posteriormente después de la primera adicién de Cu?* . De otra parte, se sustituyd la
adicion de HCI por una disolucion clorhidrica de Hg?* ; esta disolucion ya lleva el HCI deseado
y , ademas, contribuye a afianzar la pelicula de mercurio y con ello garantiza la estabilidad del
electrodo de trabajo. Concretamente, se parte de 6.0 ml de agua y 10 pl de una disolucion de

Hg®* que contiene 8000 mg de mercurio /1.

Como es previsible , cuando se somete a analisis esta disolucion el registro
correspondiente no da sefial alguna . Posteriormente se afiade una cantidad conveniente de
disolucién de Cu?* de 100 ppb ( para que suponga aproximadamente 1 ppb de cobre ) ; cuando
todo discurre con normalidad, esta disolucién tampoco proporciona sefial en el registro. A
continuacion se afiaden sucesivas cantidades de EN, suficiente para que la sefial que ahora se
obtiene se estabilice en cuantia y se desarrolle a potenciales propios de la misma ( en torno a
-500 mV) . Por altimo, se repite la adicién de cobre al objeto de corroborar que todo el sistema

analitico ( aparato, electrodos, disolucion ) opera normalmente .

En la primera parte de la Tabla 1VV.2.2.1. puede observarse un ejemplo del proceso
descrito hasta ahora ; la disolucion 5 confirma que la cantidad de EN afiadida es la adecuada,
puesto que la adicion de 100 pl no introduce modificaciones significativas ni en la sefial ni en
el potencial. A continuacién se afiade la cantidad de LCR prevista para el analisis y se procede
al definitivo acondicionamiento de la disolucién, previo a las sucesivas adiciones de cobre

patron, todo lo cual configurara lo que ha venido llamandose Calibrado 1.
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Capitulo IV. Aplicaciones analiticas a fluidos biologicos : LCR.

Tabla 1V.2.2.1 .- Primeros ensayos

Disolucién

Celda

“E(V)

Sefial

corregida

=

6ml agua!lOQIHg” 8000 mg/l - - - |

2 + 60 pl Cu? 0.1 ppm - - -

3 800 LI EN 0.15 M 0.490 27.400 -

4 + 60 pl Cu* 0.1 ppm 0.490 51.700 -

S + 100 gl EN 0.15 M 0.494 50.233 - |
6 + 100 gl LCR perro 0.494 44.267 - |
7 +1500 pI EN 0.15 M 0.514 91.933 -

8 + 100 gl EN 0.15 M 0.514 92.100 92.100 |
9 + 60 pl Cu* 0.1 ppm 0.514 113.500 114.80

10 + 60 pl Cu* 0.1 ppm 0.514 137.767 139.70

11 +60 pl Cu? 0.1 ppm 0.514 159.300 162.60
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Capitulo IV. Aplicaciones analiticas a fluidos biolégicos : LCR.

Como puede apreciarse, el denominado calibrado | de los estudios voltamperométricos
ahora ya no existe como tal, sino que se ha transformado en una serie de operaciones garantes
de que el calibrado Il tendra lugar conforme a lo deseado. Es bien sabido que, aunque el
electrodo de pelicula de Hg tiene la ventaja de su mayor sensibilidad frente al de gotas, debe
tenerse en cuenta que éste supera a aquél en cuanto a estabilidad de la respuesta ; por otro lado
y en definitiva, cuando se ha trabajado en voltamperometria de redisolucién , los célculos del
contenido en cobre de la muestra se han apoyado fundamentalmente en el calibrado I1 ; por todo
ello, en el presente estudio potenciométrico se ha modificado el protocolo de la primera parte de
los andlisis, enfocando dicha parte mas hacia asegurarse el correcto comportamiento del conjunto
disolucion-electrodo que a obtener unos datos ( los del calibrado | ) que en realidad no son

estrictamente necesarios .

En la citada Tabla IV.2.2.1 se observa que la adicion del LCR da lugar a una disminucion
de la sefial correspondiente al cobre , fendmeno ya observado en voltamperometria y previsible,
pues obedece a los mismos motivos y justificaciones que los dados en aquella ocasion. Las
sucesivas adiciones de EN generan también fenémenos ( evolucidn de potenciales y sefiales )
idénticos a los ya descritos, llegando un momento ( también cuando la EN total afiadida es la
esperada ) en que los parametros de la sefial se estabilizan ; en el ejemplo de la Tabla
IV.2.2.1.esto ocurre en la disolucion 7 y, como se observa, la adicion de mas EN (disolucion
8 ) no modifica los resultados de manera significativa . Una vez conseguida una sefial estable y
de desarrollo maximo , el experimento termina con sucesivas adiciones de cobre patrén y la

constatacion del aumento légico de la sefial.

Respetando el orden seguido en los estudios voltamperométricos, a continuacién se
procedié a evaluar la influencia del tiempo de contacto entre la disolucion ( con LCR ya
incorporado ) y la pelicula de Hg. En la Tabla 1V.2.2.2. se recoge uno de los experimentos
realizados, donde se observan resultados que no hacen sino corroborar los estudios paralelos
realizados por voltamperometria, sus justificaciones y sus conclusiones : La materia organica que
aporta el LCR , al menos en las condiciones de trabajo seleccionadas, no condiciona

apreciablemente la superficie eficaz del electrodo .
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Capitulo I1V. Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR.

Tabla 1V.2.2.2.
Influencia del tiempo de contacto disolucion-electrodo
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.2.1.)

Tiempo de contacto -E(V Sefal (s/V
1 minuto 0.514 159.300

3 minutos 0.514 158.200

5 minutos 0.514 161.200

10 minutos 0.514 162.200

15 minutos 0.514 161.633

1VV.2.2.2.- Influencia del tiempo de acumulacién.

En los estudios voltamperométricos se constatd que es concretamente en la etapa de
acumulacion del cobre en el electrodo cuando tiene lugar casi exclusivamente el proceso de
disminucion de la superficie eficaz del electrodo, probablemente debido a un fendmeno adsortivo
de la materia orgénica que contiene el LCR, fendmeno al parecer estimulado en buena medida

por el potencial de electrodeposicion impuesto al electrodo.

Los detalles y resultados del experimento se han recogido en la Tabla 1V.2.2.3., donde
se aprecia, precisamente, el fenémeno contrario al observado en el estudio voltamperométrico:
en esta ocasion la magnitud de la sefial aumenta a un ritmo superior al del aumento del tiempo
de acumulacién. Este comportamiento, que a primera vista resulta contradictorio e invalida todos
los argumentos dados hasta ahora en torno a como deben ocurrir las cosas, no hace sino

confirmar todo lo establecido en relacion con el fendémeno objeto de estudio.
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Capitulo IV. Aplicaciones analiticas a fluidos biolégicos : LCR.

Tabla 1VV.2.2.3.

Influencia del tiempo de acumulacion.

T acumulac ( min) -E(V) Sefial (s/V) | Seinal/Tac
1 0.514 159.300 100.0
2 0.518 417.600 208.8
3 0.520 697.967 232.6
5 0.520 1260.033 252.0

La explicacion se encuentra al considerar los fundamentos de la potenciometria de
redisolucién y compararlos con los correspondientes a la técnicas voltamperométricas ; asi, en
ambos casos la etapa de preconcentracion es idéntica ; un proceso en que el analito se mueve
desde la disolucidn al electrodo y cuya cuantia esta en funcién de la superficie eficaz de dicho
electrodo ; de manera que si hay un fendmeno adsortivo, que en definitiva lo que hace es
disminuir progresivamente la superficie electrddica, es l6gico que la cantidad de analito
depositada aumente a menor ritmo que el tiempo de acumulacién . Pero la diferencia entre ambas
técnicas surge en la etapa de redisolucion ; en las voltamperometrias la magnitud de la sefial de
redisolucién esta controlada directa y fundamentalmente por dos variables : la concentracion del
metal en el electrodo y la superficie de éste ; acaba de comentarse que cuando existe un
fendmeno de adsorcion, la primera variable disminuye progresivamente ; en cuanto a la segunda,
también alcanza valores minimos en el momento de la redisolucion ; luego todo apunta a que la
sefial de redisolucion evolucione a menor ritmo que el tiempo de acumulacion ( esto es
exactamente lo observado en la primera parte de este capitulo ).

Pero, por el contrario, la magnitud de la sefial de redisolucion ( variable cuantitativa ) en
las técnicas potenciométricas no depende de las mismas variables ; mas concretamente , la sefial
es funcion directa de la cantidad ( no de la concentracion, como antes ) de metal depositado en
el electrodo , pero como dicha cantidad depende de la superficie eficaz del electrodo, la
incidencia de este factor en la sefial de redisolucion es tan negativa como la primera variable en
el caso de las voltamperometrias. Sin embargo, el segundo factor que controla la magnitud de la

sefial en las potenciometrias es la velocidad de llegada de los agentes oxidantes (O , y Hg %)
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desde la disolucion hasta el electrodo : a menor superficie, menor ritmo de llegada de los

oxidantes y mayor sefial ( aqui la dependencia es inversamente proporcional ). En definitiva es
cierto que durante la primera etapa el Cu®* va encontrandose un electrodo con una superficie
eficaz cada vez menor y por eso se deposita menos de lo esperado, pero no es menos cierto que
los reactivos responsables de la redisolucion ( O, y Hg** ) se encuentran en todo momento un
electrodo cuya superficie activa es minima. De esta forma, el tiempo de redisolucion, que es la
variable cuantitativa, aumenta a mayor ritmo que el tiempo de acumulacion.

No es facil predecir y mucho menos establecer una relacién cuantitativa entre tiempo de
acumulacion y tiempo de redisolucion ; en primer lugar porque en las condiciones de trabajo
empleadas hay un tercer agente que interviene en la redisolucion, la I anddica impuesta ( esto sera
objeto de un estudio posterior ), y en segundo lugar porque nada se sabe de cdmo evoluciona la
superficie eficaz del electrodo durante la redisolucion, aunque parezca probable que tenga lugar
un fendmeno lento de desorcion. En todo caso, los experimentos presentados y la coherente
justificacion de los fendmenos descritos abren un amplio campo de trabajo, tras del cual, muy
probablemente, haya grandes perspectivas de interés analitico. Es decir , en este caso también se
cumple el viejo axioma que dice : Todo inconveniente, dificultad, interferencia, etc. presente en

un proceso analitico lleva incorporado el fundamento de nuevas aplicaciones analiticas.
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1V.2.2.3.- Determinacion del contenido de cobre en LCR de perro

Siguiendo la misma sistematica de calculo que en los estudios voltamperométricos y por

aplicacion a los datos de la Tabla IV.2.2.1., se obtienen los resultados siguientes :

- Volumen de referencia ( el de la disolucién 8 ) : 8.73 ml.

- Pendiente®: 23.5s/V / adicion.

- Pendiente ° :3.92 s/V /10 pl Cu?* —3.92 s/V / 0.115 ppb Cu®*— 34.2 s/V [ ppb Cu*" .
-DM=3.6% . r=0.9997.

- Concentracion de Cu?* presente en LCR : 115.2 ppb.

1VV.2.2.4.- Influencia de la cantidad de muestra utilizada

A la luz de los buenos resultados obtenidos cuando se opera con alicuotas de 100 pl de
LCR, se realizaron estudios similares a los anteriores pero con menor cantidad de muestra ; en
primer lugar se oper6 con 50 pl de LCR vy, consecuentemente, la cantidad necesaria de EN

también fue menor y las adiciones estandar de cobre también fueron menores.

Las Tablas 1V.2.2.4., 1V.2.25. y IV.2.2.6. compendian los pormenores de los
experimentos realizados, asi como los resultados mas significativos. Puede observarse que el
comportamiento analitico de las disoluciones es semejante al descrito en los apartados anteriores,
asi : evolucion de las sefiales ante la adicion de LCR, estancamiento de las mismas al afiadir
LCR, desarrollo posterior con la adicion de la suficiente EN e incremento lineal con las adiciones

estandar de Cu?*.
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Tabla 1V.2.2.4.
Disolucién Celda -E(V) Sefial Sefial
(s/V) corregida
1 6ml agua,10pIHg?* 8000 - - -
mg/l
2 + 30 pl Cu? 0.1 ppm - - -
3 1000 pl EN 0.15 M 0.482 12.900 -
4 + 30 pl Cu? 0.1 ppm 0.486 19.167 -
S + 300 gl EN 0.15 M 0.486 25.233 -
6 + 50 gl LCR perro 0.482 26.033 -
7 + 700 pIEN0.15 M 0.496 45.967 -
8 + 100 gl EN 0.15 M 0.496 47.000 47.000
9 +30 pl Cu? 0.1 ppm 0.494 58.367 58.600
10 +30 pl Cu? 0.1 ppm 0.494 67.533 68.000
11 +30 pl Cu? 0.1 ppm 0.498 77.833 78.700

Tabla |

V.2.2.5.

Influencia del tiempo de contacto disolucion-electrodo
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.2.4)

Tiempo de contacto -E(V Sefal (s/V
1 minuto 0.498 77.833
3 minutos 0.496 80.200
5 minutos 0.496 79.900
10 minutos 0.496 79.991
15 minutos 0.496 80.000

Cap IV /] 212



Capitulo I1V. Aplicaciones analiticas a fluidos bioldgicos : LCR.

Tabla1V.2.2.6 .
Influencia del tiempo de acumulacion.
( Disolucién utilizada : 11 de la Tabla 1V.2.2.4)

T acumulac ( min) -E(V) Sefial (s/V) Sefial / Tac
1 0.498 77.833 77.833
2 0.500 235.300 117.650
3 0.502 382.967 127.656
5 0.506 778.300 155.660

EnlaTablalV.2.2.5. también se constata el mismo fendmeno que en el estudio homologo
anterior : la magnitud de la sefial de redisolucion no se ve influenciada por el tiempo de contacto

disolucion-electrodo cuando el circuito permanece abierto.

Cuando se estudia la influencia del tiempo de acumulacién la fenomenologia observada
sigue repitiéndose , es decir, la magnitud de la sefial de redisolucién aumenta a mayor ritmo del
que lo hace el tiempo de acumulacién ; por lo tanto, siguen siendo validos los argumentos
justificativos ya expresados, a la vez que sigue comprometido para mas adelante un estudio en

profundidad de este comportamiento.

Aplicando los célculos habituales a los datos recogidos en la Tabla 1V.2.2.4. , se obtienen

los resultados siguientes :

- Volumen de referencia ( el de la disolucién 8) : 8.22 ml.

- Pendiente®: 10.6 s /V / adicion.

- Pendiente ° :3.53 s/V /10 pl Cu?* —3.53 s/V / 0.1217 ppb Cu?— 29.0 s/V/ ppb Cu?* .
-DM=72%. r=0.9992.

- Concentracion de Cu?* presente en LCR : 145.8 ppb.
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En el tercer bloque de experimentos de esta serie se emplearon 25 pl de LCR, adiciones
estandar de Cu®* de 30 !y la cantidad necesaria de EN fue obviamente menor, 1.70 ml. En las
Tablas1V.2.2.7.,1V.2.2.8. y1V.2.2.9. se resumen las condiciones y resultados correspondientes,
donde se pueden observar, una vez mas, los mismos fenémenos, por lo que se omite aqui su

repeticién, asi como los pertinentes comentarios.

Tabla 1V.2.2.7.

Disolucién

Celda

“E(V)

Sefial

corregida

=

6ml aguailogl ng+ 8000 mg/l - - -

2 + 30 pl Cu? 0.1 ppm - - -
3 + 1000 pl EN 0.15 M 0.468 13.733 -
4 + 30 gl Cu?0.1 ppm 0.468 23.433 -
5 +25 gl LCR perro 0.460 24.000 -
6 + 600 pIEN0.15 M 0.470 32.700 -
7 + 100 gl EN 0.15 M 0.474 32.800 32.800
8 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.474 43.067 43.233
9 +30 pl Cu? 0.1 ppm 0.474 54.167 54.584
10 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.476 64.400 65.144
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Tabla1Vv.2.2.8.
Influencia del tiempo de contacto disolucion-electrodo
( Disolucién usada : 10 de la Tabla 1V.2.2.7.)

Tiempo de contacto -E(V Seial (s/\V
1 minuto 0.476 64.400
3 minutos 0.474 58.767
5 minutos 0.474 57.567
10 minutos 0.474 56.167
15 minutos 0.472 52.933
Tabla 1V.2.2.9.

Influencia del tiempo de acumulacion.
( Disolucién usada : 10 de la Tabla 1V.2.2.7)

T acumulac ( min) -E(V) Sefal (s/VV) | Seial/ Tac
1 0.476 64.400 64.400
2 0.478 156.433 78.217
3 0.480 275.667 91.889
5 0.484 524.300 104.860
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Aplicando los célculos habituales a los datos recogidos en la Tabla IV.2.2.7., se obtienen

los resultados siguientes :

- Volumen de referencia ( el de la disolucién 7 ) : 7.795 ml.

- Pendiente®: 10.8 s /V / adicion.

- Pendiente ° :3.60 s/V /10 ul Cu?* —3.60 s/V / 0.128 ppb Cu®*— 28.1 s/V / ppb Cu*" .
-DM=4%. r=0.9999.

- Concentracion de Cu?* presente en LCR : 124.9 ppb.

Enla Tabla 1V.2.2.10. se han resumido los resultados de esta serie de experimentos con
LCR de perro. Con independencia de otros aspectos de interés analitico que apareceran en una
discusion posterior, puede indicarse aqui que, en general, la técnica potenciométrica empleada
aporta unos resultados de elevada calidad analitica, tal y como se desprende de los valores de DM
y r ; los valores de las pendientes ( indicadores de la sensibilidad del método ) se mantienen
practicamente independientes de la cantidad de muestra utilizada ; la cuantia de las sefiales
garantiza que se puede operar con cantidades de muestra bastante menores de 25 pl ,
especialmente si se considera que la variable tiempo de acumulacién ha sido infrautilizada en los
experimentos realizados. Con relacion a la aparente disparidad de resultados ( su desviacion
media relativa es del 9 % ), debe indicarse que puede disminuirse significativamente cuando las
cantidades de cobre que se pongan inicialmente en la celda sean menores, toda vez que el
procedimiento suministra un resultado que es la suma del cobre puesto mas el cobre presente en
el LCR y que este tltimo se obtiene por diferencia ; simplemente tomando la cautela sefialada,

la desviacion indicada disminuird mas de la mitad.
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Tabla

1vV.2.2.10.

Determinacién de cobre en LCR de perro. ( Resumen de resultados )

Volumen de muestra ( pl ) 100 50 25
Pendiente (s/V / ppb Cu®") 34.1 29.0 28.1
r 0.9997 0.9992 0.9999
Cobreen LCR (ppb) 115.2 145.8 124.9
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IVV.2.3.- Ensayos con LCR de cerdo

Se han repetido los experimentos realizados en los apartados anteriores , pero en esta
ocasion la matriz procedia de un cerdo. Al objeto de estableceer comparaciones con los estudios
potenciométricos anteriores y los voltamperométricos ya descritos en los correspondientes
apartados, la sistematica seguida ha sido en lo posible similar; concretamente se ha partido de
muestras de 100, 50 y 25 pl de LCR, todas las adiciones de cobre patrén han sido de 30 ply
siempre se ha procurado ajustar la cantidad de EN segun los criterios ya expuestos, que estan
basados en la evolucion del pH, del potencial de pico y de la cuantia de la sefial. Para cada
cantidad de muestra en estudio se han realizado tres series de medidas, coincidentes con el
ordenamiento impuesto hasta ahora: Descripcion y resultados de un analisis, influencia del

tiempo de contacto disolucién-electrodo e influencia del tiempo de acumulacion.

Enlas Tablas 1V.2.3.1. a 1V.2.3.9. se especifican los pormenores de cada disolucion,

asi como los resultados mas relevantes en cada caso.
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Tabla IV.2.3.1.
( Cantidad de muestra empleada : 100 pl de LCR)

Disolucién Celda -E(V) Sefial Sefial
(s/V) corregida

1 6ml agua,10pIHg®" 8000 mg/l - - -
2 + 60 pl Cu? 0.1 ppm - - -
3 +700 pl EN 0.15 M 0.478 25.433 -
4 + 60 pl Cu* 0.1 ppm 0.478 39.667 -
S + 200 gl EN 0.15 M 0.482 40.533 -
6 + 100 gl LCR cerdo 0.484 49.600 -
7 + 2000 pl EN 0.15 M 0.512 66.567 -
8 + 200 gl EN 0.15 M 0.514 63.900 63.900
9 +60 pl Cu* 0.1 ppm 0.512 73.467 73.939
10 +60 pl Cu? 0.1 ppm 0.512 83.600 84.675
11 + 60 pl Cu®* 0.1 ppm 0.514 95.467 97.309

Tabla 1V.2.3.2.
Influencia del tiempo de contacto disolucion-electrodo
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.3.1.)

Tiempo de contacto -E(V Seial (s/\V
1 minuto 0.514 95.467
3 minutos 0.514 89.433
5 minutos 0.514 91.067
10 minutos 0.512 90.267
15 minutos 0.512 87.500
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Tabla 1V.2.3.3.
Influencia del tiempo de acumulacion.
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.3.1)

T acumulac ( min) -E(V) Senal (s/V) Sefial / Tac
1 0.514 95.467 95.467
2 0.516 254.233 127.117
3 0.516 418.800 139.600
) 0.518 756.433 151.287
Tabla IV.2.3.4.

( Cantidad de muestra empleada : 50 pl de LCR)

Disolucién

Celda

E(V)

Sefial

corregida

=

6ml aguailogl ng+ 8000 mg/l - - -

2 + 30 pl Cu? 0.1 ppm - - -
3 +700 ul EN 0.15 M 0.446 13.367 -
4 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.446 22.167 -
3 + 200 gl EN 0.15 M 0.456 24.833 -
6 + 50 gl LCR cerdo 0.452 18.567 -
7 + 900 pIEN0.15 M 0.476 43.933 -
8 + 100 gl EN 0.15 M 0.476 44.100 44.100
9 +30 pl Cu? 0.1 ppm 0.476 53.600 53.805
10 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.476 64.933 65.419
11 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.478 73.633 74.459
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Tabla 1VV.2.3.5.

Influencia del tiempo de contacto disolucion-electrodo
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.3.4.)

Tiempo de contacto -E(V Sefal (s/V
1 minuto 0.478 73.633
3 minutos 0.478 70.633
5 minutos 0.478 73.633
10 minutos 0.478 71.300
15 minutos 0.476 70.833
Tabla 1V.2.3.6.

Influencia del tiempo de acumulacion.
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.3.4)

T acumulac ( min) -E(V) Sefal (s/V) Sefial / Tac
1 0.478 73.633 73.633
2 0.484 199.400 99.700
3 0.486 337.100 112.700
5 0.490 616.667 123.333
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Tabla

IV.2.3.7.

( Cantidad de muestra empleada : 25 pl de LCR)

Disolucién Celda -E(V) Sefial Sefial
(s/V) corregida
1 Bco:6ml agua, 101 Hg?* 8000 - - -
mg/l

2 + 30 pl Cu? 0.1 ppm - - -
3 +600 I EN 0.15 M 0.446 12.307 -
4 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.448 22.893 -
S + 100 gl EN 0.15 M 0.450 24.100 -
6 + 25 I LCR cerdo 0.452 17.533 -
7 + 700 pIEN0.15 M 0.486 34.590 -
8 + 100 gl EN 0.15 M 0.486 35.300 35.300 |
9 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.484 48.433 48.624
10 +30 pl Cu* 0.1 ppm 0.488 61.067 61.549
11 +30 pl Cu? 0.1 ppm 0.486 71.833 72.684

Tabla 1V.2.3.8.

Influencia del tiempo de contacto disolucion-electrodo
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.3.7.)

Tiempo de contacto -E(V Sefal (s/V
1 minuto 0.486 71.833
3 minutos 0.484 71.800
5 minutos 0.486 70.900
10 minutos 0.484 72.700
15 minutos 0.484 71.300
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Tabla 1V.2.3.9.

Influencia del tiempo de acumulacion.
( Disolucién usada : 11 de la Tabla 1V.2.3.7)

T acumulac ( min) -E(V) Senal (s/V) Sefial / Tac
1 0.486 71.833 71.833
2 0.492 227.900 113.950
3 0.494 402.333 134.111
) 0.498 777.367 155.503

De su observacion puede deducirse lo siguiente:

1.- Como pauta general, la cantidad de EN necesaria en cada caso es algo mayor que las

homélogas referidas a LCR de perro, lo que concuerda con lo observado en los estudios

voltamperométricos para ambos tipos de matrices.

2.- Conforme se parte de muestras mas pequerias,