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INTRODUCCIÓN 

Tirosinasa (E. C. 1.14.18.1) es una cuproproteína que cataliza las dos 
reacciones enzimáticas siguientes: 

actividad 

monofenol (L-tirosina) -j- V2O2 > o-difenol (L-Dopa) + H2O 

actividad 
CSÍf iCOl 3.S3. 

o-difenol (I^Dopa) + V^02 > H2O + 0-quinona 
reacciones 
químicas rápidas 

dopacromo 

lE'l dopáoromo posee un máximo de absorción a 475 nm, por lo que la 
absorción a esta longitud de onda se ha utilizado para medir la actividad 
«catecoiasa» del enzima, usando L-dopa como sustrato. Sin embargo, no 
sería, en principio, un buen procedimiento para la cuantificación de la 
actividad «cresolasa» usando un monofenol como L-tirosina como sus
trato, pues el dopacromo formado se debería a la acción secuencial de las 
dos actividades enzimáticas. Por ello para la medida de la actividad ore-
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solasa, se han buscado técnicas radiométricas (1, 2) o técnicas espectro-
fotométricas utilizando otros sustratos menos fisiológicos (3, 4). 

Diversos investigadores han demostrado, sin embargo, que cuando se 
usa L-tirosina como sustrato, el L-dopa, producto de la acción cresolasa 
del enzima, queda ligado al mismo, sin liberarse al medio de reacción, por 
lo cual queda sometido inmediatamente a la acción catecolasa del enzi
ma (5-7), transformándose en dopacromo vía la o-quinona correspondien
te. Utilizando este criterio, varios autores (7-9) han utilizado ios incre
mentos de absorbancia a 475 nm como medida de actividad cresolasa 
cuando el sustrato es la L-tirosina. 

Por otra parte/las diversas casas comerciales que han normalizado la 
medida de la actividad cresolasa, referida, sobre todo, a la preparación 
enzimática comercial procedente de champiñón, han utilizado como mé
todo de medida el incremento de absorbancia a 280 nm. Otros autores (10-
12) miden la actividad cresolasa a 280 nm, basándose en la conversión 
de L-tirosina en L-dopa. 

Nosotros proponemos seguir el cambio de absorbancia a 302 nm como 
una medida más precisa y sensible de la actividad cresolasa del enzima, 
presentando otras varias ventajas sobre los métodos hasta ahora utiliza
dos, tal como se discutirá posteriormente. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

'El enzima tirosinasa se obtuvo de: epidermis de rana esculenta ridi-
bunda entre los meses de noviembre a marzo. La extracción y purificación 
de proenzima, así como la activación de éste, utilizando tripsina unida a 
Sepharosa 4B-CNBr se ha descrito previamente (13). Tirosinasa de hongo 
y tirosina se obtuvieron de Sigma Chemical Co. 

La medida de ila actividad se efectuó a 25° C, en un medio de tampón 
fosfato 0,01 M pH'= 7,0 conteniendo L-tirosina 1 mM, iniciándose la reac
ción par la adición de aproximadamente 15 mU. de enzima. Una unidad 
de enzima cataliza la transformación de 1 y.ml de sustrato por minuto. 

Los espectros se registraron de forma automática en un espectrofo-
tómetro DW2-Aminco. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la tabla 1 sé recogen las longitudes dé onda que corresponden a los 
máximos de absoíxión espectrofotométricas de las diferentes sustancias 
implicadas en la conversión de L-tirosina a dopacromo. 
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Los registros espectrofotométricos, a diferentes tiempos, de la trans
formación de L-tirosina (0,5 ^mM) catalizada por la enzima tirosinasa de 
epidermis de rana, se muestran en la figura 1. Se puede observar la pre
sencia de dos máximos de absorción, uno en la región visible a 475 nm, 
y otro en la ultravioleta a 302 nm., siendo estos máximos los característi
cos del dopacromo, cuando se aisló a partir de la oxidación de L-dopa (14). 

Los espectros están de acuerdo con dos tipos de observaciones cono
cidas previamente. En primer lugar, que en la oxidación de L-dopa por 
tirosinasa de champiñón (15) al realizar el análisis matricial de los espec
tros, no fue posible detectar la aparición de o-dopaquinona ni de leu-
dopacromo, intermedios de la oxidación a pH = 7,0; en segundo lugar, 
que los pasos químicos entre o-dopaquinona y leucodopacromo corres
pondientes a su desprotonación ciclación a leucodopacromo y oxidación 
del leucodopacromo por otra molécula de o-dopaquinona, respectivamen
te, como se muestra en la fig. 2 (16), sean tan rápidos que impliquen una 
acumulación de intermedios despreciable. Esto ocurre a pH 6,5-7, donde 
la constante de transición de todas estas reacciones es superior a 0,14 
seg"' (17). Así pues, L-dopa aparece en el medio de reacción según mues
tra el esquema de la fig. 2, descartándose la posibilidad de que el L-dopa 
sea liberado directamente por el enzima (18). 

El espectro mostrado en la fig. 1 manifiesta un ligero hombro a 284 nm, 
el cual se puede asignar a la presencia de L-dopa (Xmax = 278 nm). En los 
espectros mostrados en la fig. 3 se han repetido en la zona del ultraviole
ta, los mismos registros de la fig. 1, colocando en la cubeta de referencia 
L-tirosina (0,5 Mm); los resultados muestran la sola presencia de ese má
ximo a 278 nm en un primer registro, lo que evidentemente está de acuer
do con la interpretación de la acumulación de L-dopa según la fig. 2; ahora 
bien, esta acumulación es constante porque el sistema llega al estado esta
cionario, ya que L-dopa se ve sometido a la actividad catecolasa del en
zima. 

En la fig. 4 se muestran comparativamente los registros de actividad 
enzimática a 475 nm y 302 nm. En ambos casos existe el mismo «período 
de retardo» característico de la actividad cresolasa de tirosinasa (1, 3-9, 
19), pero la absorbancia a 302 nm fue 2,6 veces mayor que a la de 475 nm, 
con un coeficiente de extinción £302 = 9360 M~' cm"\ valor semejante al 
calculado para el dopacromo a partir de la oxidación desde L-dopa (14). 
Por ello pensamos que la medida a 302 nm de la actividad cresolasa de 
tirosinasa presenta claras ventajas sobre la determinación a 475 nm, que 
ha sido utilizada por diversos autores (7-9). 

Por otra parte, tal como se muestra en la tabla 2, diversas casas co
merciales que suministran tirosinasa de champiñón, recomiendan medir 
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la actividad cresolasa a 280 nm por extrapolación de una técnica que se 
desarrolló primitivamente para medir la oxidación de tirosinas no N-ter-
minales de olipépticos (20), o de proteínas (21), casos en los que estaba 
claramente impedida su ciclación hasta dopacromo, al estar bloqueado 
el grupo —NH2 de la tirosina; sin embargo, cuando se utiliza L-tirosina 
soluble, se produce la ciolación y conversión en dopacromo. Esta extrapo
lación ha llevado a algunos autores (10-12) a utilizar el incremento de 
absorción a 280 nm, como evaluación del paso de L-tirosina a L-dopa, 
usando un coeficiente de extinción de 1.440 M"' cm"'; ahora bien, tal como 
se observa en Ja fig. 3, no se produce ningún máximo a 280 nm, sino que 
la absorción a esa longitud de onda corresponde a la cola del verdadero 
máximo a 302 nm asignable al dopacromo, por lo cual creemos debe sub
sanarse en el futuro esta confusión. 

Los misimos resultados obtenidos con tirosinasa de epidermis de rana 
se han reproducido cuando se ha utilizado como fuente del enzima tiro
sinasa de champiñón. 

RESUMEN 

Se discuten las diferentes técnicas espeotrofotométricas que se utili
zan para la medida de la actividad oresolasa de tirosinasa, utilizando L-ti
rosina como sustrato. Entre estas técnicas están incluidas las utilizadas 
por diferentes investigadores como la recomendada por las casas co
merciales. 

Medizmte el estudio espectrofotométrico del transcurso de la reacción 
de oxidación de L-tirosina, se propone la utilización de los incrementos 
de absorción a 302 nm con un E = 9360 M"' cm"' como forma más sensi
ble, precisa y real de medir la oxidación de L-tirosina a dopacromo, ya 
que ningún intermedio del sistema de reacción se acumula significativa
mente con el tiemipo de reacción. 
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TABLA 1 

LONGITUDES DE ONDA DE LOS MÁXIMOS DE ABSORCIÓN 
DE LOS DIFERENTES COMPUESTOS INVOLUCRADOS EN LA CONVERSIÓN 

DE L-TIROSINA A DOPACROMO, A pH = 7,0 

Compuesto ^mo« pH = 7,0 

278 

Referencia 

Dopa 

^mo« pH = 7,0 

278 (15) 
Dopaquinona 395 (15) 
Leucodopacromo 296 (15) 
Dopaquinona NHa-bloqueada 275,390 (21) 
Dopacromo 302,473 (15) 

TABLA 2 

CASAS COMERCIALES QUE RECOMIENDAN LA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD 
CRESOLASA A 280 NM 

Casa Comercial 

Worthington 
Sigma 

P. L. Biochemicals 
Mile Research Products 
INC Nutritional Biochemical 
Koch-Light 

SERVA 

Procedimiento 

Tampón fosfato 
pH = 6,5 
1 mM L-tirosina 
25° C 

Definición de unidad 

Una unidad de enzima es aque
lla cantidad que produce un 
incremento de 0,001 unidad de 
absorción por min. a 280 nm. 
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X,nm 
FIGURA 1.—Registros espectrofotométricos de la oxidación de L-tirosina (0,5 mM) 
a diferentes tiempos, después de añadir 15 mU de enzima, el registro se hace 
en dos ensayos de 250-350 nm y de 350-520 nm, a los t = O, 100, 200, 300, 400, 500, 

600, 700 y 800 segundos. 
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FIGURA 2.—Esquema de reacciones químicas que ocurren desde dopaquinona a 
dopacromo. 
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FIGURA 3.—Registros espectrofotométricos de la oxidación de L-tirosina (0,5 mM) 
a diferentes tiempos, después de añadir 15 mU de enzima, el registro se hace po
niendo en la cubeta de referencia I^tirosina (0,5 mM) a t = O, 100, 200, 300, 400, 500, 

600, 700 y 800 segundos. 



FIGURA 4.—Registros de actividad cresolasa a 302 y 475 nm, L-tirosina (1 mM) en 
en tampón fosfato 0,01 M pH = 7,0 y 15 mU de enzima. 



Determinación espectrofotométrica y espectro-
fluorimétrica de oro por un proceso de extracción 

Determinación de oro en plomos 

POR 

C. Sánohez-Pedreño, M. Hernández 
Córdoba e I. López Gaicia 

SUMMARY 

TetracMoroauric acid forms with phenosafranine (C. I. 50200) an ion-
pair which is extractable in butyl acétate. As a consequence new spectro-
photometric éind spectrofluorimetric methods for gold determination are 
developed. With 5 mi of organic ilayer and 25 mi for the aqueous phase, 
0,3 M in hydrochloric acid, 2.0 M in sodium chloride and 10^ M in phe-
nosafranine, Beer's law is obeyed at 527 nm in the range 1,25-37,5 micro-
grams of gold. The sensitivity can be enhaced measuring the fluorescence 
()i,„xc=521, Xem 547 nm) of the organic phase diluted five times with acetone 
and even 0,125 jxg of gold can be determined. The methods have been 
applied to the determination of gold (2-10 p.p.m.) in lead with good analy-
tical results. 

RESUMEN 

El anión tetracloroaurato forma con la fenosafranina (I. C. 50200) un 
compuesto de asociación iónica extraíble en acetato de butilo, lo que nos 
ha permitido proponer nuevos métodos, espectrofotométrico y espectro-
fluorimétrico, para la determinación de oro. Para 5 mi de fase orgánica 
y 25 mi de fase acuosa, en medio 0,3 M en HCl, 2,0 M en NaCl y 10^ M en 
fenosafranina la ley de Beer se cumple entre 1,25 y 37,5 \xg de oro a 527 nm. 
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La sensibilidad puede aumentarse midiendo la fluorescencia (Xcxc — 521 
nm, Xem = 547 inm) de la capa orgánica diluida cinco veces con acetona, 
pudiendo determinarse de esta manera incluso 0,125 (jig de oro. Los méto
dos han sido aplicados a la determinación de oro (2-10 p.p.ni.) en plomo 
con excelentes resultados analíticos. 

INTRODUCCIÓN 

Dado el gran interés que presenta el análisis de oro en minerales y 
muestras metálicas diversas, en las que usualmente el contenido en el 
metal es muy bajo, el problema ha sido ampliamente abordado en la bi
bliografía analítica, tanto con aplicación de métodos clásicos como ins
trumentales (1-5). Un grupo reciente y atractivo de métodos para la deter
minación de oro hacen uso de la formación y extracción en disolventes 
orgánicos de compuestos de asociación iónica entre complejos aniónicos 
de Au(III) con cationes orgánicos voluminosos y determinación de la 
especie extraída con una técnica analítica adecuada según las caracterís
ticas del par iónico formado. Dentro de esta línea se encuentran los dos 
métodos, que presentamos en este trabajo, que se basan en la formación 
y extracción en acetato de butilo del compuesto tetraoloroaurato de feno-
safranina y subsiguiente determinación espectrofotométrica o espectro-
fluorimétrica del oro. 

En la bibliografía se encuentran varios procedimientos en los que se 
analiza oro a través de la formación de este tipo de compuestos, habiendo 
sido el anión cloruro el ligando más utilizado para la formación del com
plejo de adición con Au(III). Como cationes orgánicos se han empleado 
principalmente diversos derivados del trifenil metano (6-11), del xanteno 
(12-13), tiazinas (14), oxazinas (15) y derivados de la aoridina (16). En la 
amplia revisión bibliográfica efectuada no hemos encontrado ninguna 
referencia sobre la utilización de colorantes fenazínicos para la forma
ción de complejos de asociación iónica con Au(III). Dentro precisamente 
de este grupo de calorantes se encuentra la fenosafranina utilizada en este 
trabajo, y que se ha seleccionado por sus excelentes características absor
bentes en el visible (elevada absortividad molar) y fluorescentes (elevado 
rendimiento cuántico), lo que permite hacer uso para la determinación 
del metal de las dos técnicas ópticas mencionadas. Los métodos que se 
proponen, muy sensibles y selectivos, han sido aplicados con excelentes 
resultados analíticos para el análisis de oro en plomos de fundición que 
contienen cantidades variables y muy pequeñas del metal, desde 2 a 10 
gramos/tonelada. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

APARATOS 

Espectrofotómetro Pye Unicam SP 8-100 y SP 1900 (absorción atómica). 
Espectrofluorímetro Perkin-EImer 3000 acoplado a registrador XY057. 
Disolución de Au (III) de 1.000 ppm.—Se preparan disolviendo la cantidad nece

saria de la especie HÍAuCU) • 3H2O con unas gotas de HCl concentrado añadiendo 
seguidamente el volumen de agua necesario para el enrase en matraz aforado. Se 
contrasta según (17). 

Disolución de fenosafranina 10'^ M.—Preparada por pesada de 0,0645 g del pro
ducto 3,7-diamino-5-fenilfenazinio (I.C. 50200) y diluyendo con agua bidestilada 
a 200 mi. 

Otras disoluciones más diluidas de Au (III) y fenosafranina se preparan por 
diluciones exactas y convenientes de las anteriores. 

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACIÓN ESPECTROFOTOMÉTRICA DE ORO 

En embudos de decantación de 100 mi se miden volúmenes de la muestra de 
Au(II I ) que contengan desde 1,25 a 37 |ig. Se añaden 10,0 mi de disolución 
NaCl 5M, 2,5 mi de HCl 3M y 2,5 mi de fenosafranina 10"^M. Se completa con 
agua bidestilada hasta 25 mi. Se agita y a continuación se añaden 5,0 mi de ace
tato de butilo y se agita durante 2-3 minutos. Tras dejar reposar las fases unos 
minutos se desprecia la fracción acuosa y se centrifuga la orgánica con el objeto 
de eliminar la ligera turbidez debida a las pequeñas gotas de agua que pueden 
permanecer en suspensión. Se mide la absorbancia a 527 nm utilizando como refe
rencia otra muestra sometida al mismo tratamiento pero que no contiene Au(III) . 

La recta de calibrado se prepara usando diferentes volúmenes de la disolución 
patrón de Au(II I ) tratada de la misma manera. 

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACIÓN ESPECTROFLUORIMÉTRICA DE ORO. 

Un volumen de muestra conteniendo entre 0,125 y 3,75 ng de oro se sitúa en 
un embudo de decantación. Se le añade 2,5 mi de HCl 3 M, 10 mi de NaCI 5 M y 
2,5 mi de fenosafranina 5,10"* M completándose a 25 mi con agua bidestilada. Se 
trata con 5 mi de acetato de butilo y se agita durante 2-3 minutos. Se dejan separar 
las fases y se trasvasa la orgánica a un tubo cónico donde se centrifuga. Se toman 
2 mi de esta disolución y se llevan a 10 mi con acetona. Se excita a 521 y se mide 
la fluorescencia del extracto a 547 nm. El ajuste de cero del instrumento se hace 
con una muestra sometida al mismo tratamiento pero exenta de Au(III) . 

DETERMINACIÓN DE ORO EN PLOMOS 

Se pesan exactamente cantidades de plomo de fundición comprendidas entre 
0,1-0,5 g, que se disuelven en ácido nítrico 6 N. Se deja enfriar y se añade 10 mi 
de disolución de NaCl 3M, se deja que precipite el PbCU y se filtra. El nitrado se 
diluye hasta aproximadamente 50 mi y se lleva a embudo de decantación de 100 mi. 
Se añaden 10 mi de éter etílico saturado con agua y se agita. Se separa la fase 
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acuosa y se repite la operación del éter etílico por dos veces. Se desprecia la fase 
acuosa y se mezclan las porciones de fase orgánica. Se elimina el éter y se añade 
a la muestra 25 mi de HCl 0,6 M. Se toman volúmenes de esta disolución que se 
someten al procedimiento operatorio descrito. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como es conocido, el Au(III) forma complejos de adición con diversos 
ligandos inorgánicos, entre ellos con halogenuros y con pseudohalogenu-
ros. Dado que el ácido clorhídrico, junto con el nítrico, son los ácidos 
usualmente utilizados como disolventes de minerales y otras muestras 
de oro, por lo que en las disoluciones resultantes el Au(III) se encuentra 
como (AuCUy, seleccionamos al ligando Cl~ para la formación del com
plejo de adición que constituye la parte amónica del par iónico. Como 
parte positiva del compuesto, se eligió la fenosafranina que en el medio 
ácido a que se procede se encuentra en su forma monoprotonada y pues 
es un catión univalente y voluminoso con excelentes características absor
bentes en lia región espectral visible y fluorescente, ya mencionadas. 

En efecto, hemos comprobado que cuamdo a una disolución clorhí
drica que contiene Au(III) aún en muy pequeña cantidad se le adiciona 
fenosafranina y se extrae con un disolvente orgánico, como benceno, ci-
clohexanona, acetato de butilo, entre otros, al separar las fases, la orgáni
ca queda de; color rosa intenso debido a que en la misma se ha disuelto el 
compuesto (AuCl4)"-fenosafranina'^. Tales hechos se comprueban en las 
gráficas de las figuras 1 y 2. La curva 1 de la figura 1 se ha obtenido cuan
do una disolución que contiene 25 ng de Au(III) en medio 2 M en NaOl, 
0,3 M en HOl y líT* M en fenosafranina, en un volumen final de 25 mí, se agi
ta con 5 mi de acetato de butilo y con el extracto orgánico se efectúa el ba
rrido espectral. Se observan dos máximos de absorción, uno a 527 nm, que 
corresponde al de la fenosafranina en acetato de butilo, y otro a 322 nm, 
debido a Ja especie (AuOU)". La curva 2 de la figura 1 se refiere al espectro 
de una disolución preparada de igual forma pero que no contiene Au(III). 

Puede comprobarse que en este disolvente existe una marcada dife
rencia entre las absorbancias a 527 nm de la muestra que contiene AUJ(III), 
y pues se ha extraído el (AuCl4)~-fenosafranina'^ (curva 1) y la del blanco 
en la que la especie es Cl"-fenosafranina*, cuya extracción es muy pequeña 
(curva 2). 

Por otra parte, es déstacable la gran diferencia que existe entre los 
valores de A, en sus máximos de absorción respectivos, de las especies 
(AuCL)"-fenosafranina* y (AuCUy-H*, lo que señala que la sensibilidad 



Determinación espectrofotométrica y espectrofluorimétrica 385 

del método espectrofotométrico con el empleo de fenosafranina que aquí 
se propone es muy superior a la que presenta la aplicación de la especie 
(AuCl4)"-H* para la misma finalidad. 

La figura 2 representa los espectros de emisión y excitación de extrac
tos en acetato de butilo-acetona obtenidos cuando 25 mi de disoluciones 
acuosas, que contienen 0,3 (curva 2) y 3,0 y,g de Au(III) (curva 1) y que 
son 2 M en NaGl, 0,3 M en HCl y 5.10"° M en fenosafraniaia, se extraen con 
5 mi de acetato de butilo y el extracto es diluido cinco veces con acetona. 
La curva 3 se irefiere a ima disolución preparada de igual forma pero que 
no contiene Au(III). Se observa que el espectro de excitación presenta un 
máximo a 521 nm y el de emisión uno a 547 nm, ambos pertenecientes a la 
forma monoprotonada de la fenosafranina en este disolvente. Se señalan 
las mismas diferencias entre 'las intensidades de fluorescencia para las 
muestras que contienen Au(III), frente al blanco, como en el caso prece
dente. Seguidamente se estudian las .principales variables que afectan la 
formación y extracción del par iónico (AuCD'-fenosafranina*, con vistas 
a proponer dos nuevos métodos, espectrofotométrico y espectrofluorimé-
trico para la determinación de oro. 

1,0 -

0 , 5 . 

600 500 400 300 

nm 
FIGURA 1.—Espectros de absorción en el visible: curva 1: en presencia de 25 ng 

de Au(ni); curva 2: en ausencia de Au(III). 
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FIGURA 2.—Espectros de excitación corregido y emisión: curva 1: en presencia 
de 3 ug de Au(III); curva 2: en presencia de 0,3 ^g de Au (III); curva 3: en ausencia 

de Au(III). 

INFLUENCIA DE LA ACIDEZ 

El efecto de la acidez se ha estudiado tanto por vía espectrofotomé-
trica como espectrofluorimétrica. En el primer caso, por extracción con 
5 mi en acetato de butilo de una serie de disoluciones acuosas contenien
do todas ellas 10 [xg de Au(III), fenosafranina 10^ M y distintas concen
traciones de HCl desde 0,01 a 2,0 M. Con objeto de eliminar la influencia 
de la concentración de Cl" variable aportada por el HCl, a todas las mues
tras de la serie se les añadió disolución de NaCl suficiente para que, 
junto con la del HCl, el medio resultase 2 M en Cl". El volumen final de 
la fase acuosa es 25 mi. Para el estudio de la acidez por medidas de fluo
rescencia las disoluciones acuosas contenían en 25 mi, 1 p,g de Au(ni), 
fenosafranina S.lO'̂  M y la concentración en HCl se hizo variar entre 0,01 
a 2 M, siguiéndose ei mismo criterio para la [CM que en el caso prece
dente. Como extractante se usó 5 mi de acetato de butilo y posterior dilu
ción del extracto cinco veces con acetona. Los blancos en ambos casos 
corresponden a muestras preparadas de igual forma, pero que no contie
nen Au(III). Los resultados obtenidos quedan reflejados en las figuras 3 
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y 4. Se observa que se obtienen valores máximos y constantes de A o de h 
para concentraciones en HCl entre 0,02-0,6 M. Se ha seleccionado un me
dio 0,3 M en HGl. 

0 , 4 

0 , 2 . 

( H C l ) , N 

FIGURA 3.—Influencia de la acidez en el procedimiento espectrofotométrico: cur
va 1: en presencia de 10 ug de Au(III); curva 2: resultante; curva 3: en ausencia 

de Au(ni). 

FIGURA 4.—Influencia de la acidez en la señal de fluorescencia. 
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INFLUENCIA DEL EXTRACTANTE ORGÁNICO 

Se efectuó un amplio estudio con el uso de gran número de disolven-
ventes orgánicos de distintas constantes dieléctricas para encontrar aque
llos en los que fuese máxima la extracción del par iónico tetracloroaurato 
de fenosafranina y muy pequeña o a ser posible casi nula, la del blanco, 
es decir, la de cloruro de fenosafranina. 

En una primera revisión encontramos que los disolventes que apor
taban el grupo funcional éster, como los acetatos de etilo, butilo, isoami-
lo, etc., proporcionaban excelentes extracciones del compuesto de asocia
ción iónica que nos ocupa y, además, era mayor la diferencia entre la ex
tracción del (AuOD^-ifenosafranina* y la del Cl~-fenosafranina^, que cuando 
se empleaban disolventes con otros grupos funciona:les, hidróxilo, carbó-
nilo, ácido, etc., o disolventes aromáticos, como benceno y tolueno. A la 
vista de estos resultados se seleccionaron los esteres orgánicos, acetato de 
etilo, butilo e dsoamilo. 

La figura 5 irepresenta los espectros de absorción de los extractos or
gánicos en acetato de isoamilo (curva 1) en acetato de butilo (curva 2) y 
de etilo (curva 3), obtenidos cuando disoluciones de 10 mi de fase acuosa 
que contienen 25 ug de Au(III), HCl 0,3 M, NaCl 2 M y fenosafranina 
10"̂  M se extraen con 5 mi de cada uno de los disolventes citados. Se ob
serva que cuando se utilizan el acetato de isoamilo o el de butilo las ex
tracciones del blanco son muy pequeñas, siendo mayor la extracción 
cuando se utiliza el acetato de etilo. Como la absorbanoia en acetato de 
butilo de la especie (AuCl4)"-fenosafranina* es ligeramente superior a la 
que suministra igual cantidad de oro en acetato de isoamilo, como se 
aprecia en las curvas 1 y 2, seleccionamos como disolvente orgánico más 
adecuado el acetato de butilo. Resultados similares se obtuvieron cuando 
se aplicó la técnica espectrofluorimétrica. 

Para encontrar la relación óptima de voltmien de fase acuosa a orgá
nica se realizó un estudio que permitió comprobar que al menos hasta la 
relación Va/Vo = 10/1, máxima ensayada, las extracciones eran práctica
mente del 100 % y se cumple la ley de Beer. Para mayor comodidad en el 
procedimiento operatorio y menor tiempo en la separación de las fases 
se eligió la irelación Va/Vo = 5, traducida en operar con volúmenes de di
solución acuosa de 25 mi y 5 de acetato de butilo. 

En las medidas de fluorescencia los extractos en acetato de butilo se 
diluyen cinco veces con acetona antes de proceder a las medidas de fluo
rescencia. 
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FIGURA 5.—Elección del extractante adecuado: curva 1: acetato de etilo; cur
va 2: acetato de butilo; curva 3: acetato de isoamilo; 1', 2', 3' hacen referencia 

a los respectivos espectros en ausencia de Au(III). 

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIÓN DE CLORURO 

La concentración del ligando complejante Cl~ es una variable impor
tante, ya que debe asegurar la transformación previa del Au(III) en su 
complejo (AuClr), por io tanto, debe haber un exceso suficiente de Cl~ res
pecto a la cant idad de Au(III). No es probable la formación de complejos 
clorurados de o ro de índice de coordiaiaoión superior. La figura 6 señala 
los resultados obtenidos, cuando muestras que contienen 16 [j,g de Au(III) 
en 25 mJ, en medio H2SO4 0,3 N, y fenosafranina 10^ M se les adiciona 
distintas concentraciones de NaCl. Las muestras se extraen con 5 mi de 
acetato de butilo y los extractos se miden a 527 nm (curva 1). Se observa 
que se alcanza la máxima formación y extracción del (AuCl4")-fenosafra-
nina'*' para [OM > de 0,1 M, permaneciendo ya la absorbancia constante 
hasta los altos valores de [Cl""] ensayados y que quedan representados en 
la gráfica. 

Dentro del intervalo de concentraciones de Cl" óptimas nos decidimos 
por uma concentración alta, que, como acabamos de mostrar , conduce a 
los mismos valores de A, pero que por el conocido efecto «salting out» 
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(provocado por una elevada concentración salina), se favorece el proceso 
de extracción del par iónico, lo que se traduce en una rápida separación 
de lias fases. La concentración seleccionada ha sido 2,3 M en Cl", aportada 
por la correspondiente al HCl 0,3 M y a NaCl 2 M. 

Las absorbancias de dos blancos, preparados de forma similar pero en 
ausencia de Au(III), se han representado en da gráfica 2 de da misma figu
ra y permite observar que se alcanzan valores muy bajos de A en un am
plio intervaio de [Cl"]. 

0 , 8 

A < * ~ 
1 

0 , 6 
- / 

0 , 4 - / 

0 , 2 

2 

0 -O—oo-o— —o-o-o-o-oo 

- 2 - 1 O 

l o g ( C l " ) 

FIGURA 6.—Influencia de la concentración de cloruro: curva 1: en presencia 
de 16 ng de Au(III); curva 2: en ausencia de Au{III). 

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIÓN DE FENOSAFRANINA 

Para estudiar la influenoia de la concentración de colorante se prepa
raron una serie de muestras de 25 mi que contenían 10 ¡j-g de Au(III) y 
eran 0,3 M en HCd, 2 M en NaCl y a das que se adicionaron distintos voiú-
menes de disodución de fenosafranina 10"' M, de forma que su concen
tración se encontrase entre dos dimites 10"° a 3.10"̂  M. Las muestras se 
agitaron con 5 md de acetato de butido. Las absorbancias de dos extractos 
a 527 nm se representan en da figura 7, medidas frente a blancos prepa
rados de iguad forma pero sin Au(III). 



Determinación cspectrofotoniétrica y espectrofluorimétrica 391 

Se observa que a partir de [fenosafranina] ^ 5.10"' M (relación molar 
[fenosafranina]/[Au(III)] ^ 5) se obtienen valores constantes y máximos 
de A. Se ha seleccionado una concentración 10"̂  M. 

En las medidas de fluorescencia, dado que se procede con concentra
ciones de Au(III) menores, puede disminuirse la cantidad de fenosafra
nina. Hemos comprobado, procediendo de igual forma que en el caso pre
cedente, que resulta adecuada una concentración de colorante de 5.10"' M. 

A 

0 , 4 • r 
0 , 3 

0 , 2 

0 , 1 1 
0 . , _ 1 1 i 

( F e n o ) . 1 0 , M 

FIGURA 7.—Influencia de la concentración de fenosafranina en la extracción 
de 10 ug de Au(III). 

ESTEQUIOMETRÍA DEL COMPUESTO EXTRAÍDO 

Para establecer Ja es tequióme tría del complejo de asociación iónica 
extraído en acetato de butilo se ha aplicado el método de las variaciones 
continuas (18). Se ha operado con 25 mi de fase acuosa quedando siempre 
la disolución 0,3 M en HCl y 2,0 M en NaCl, el volumen de acetato de bu
tilo es de 5 mi. Se mezclan diferentes volúmenes de Au[III] 10"'' M y feno
safranina 10"̂  M, de forma que la suma de [AuOh"] -f [fenosafranina*] se 
mantenga siempre constante e igual a 2.10"' M. 

La figura 8 muestra los valores de las absorbancias de los extractos 
orgánicos obtenidos para distintas fracciones molares de Au(III) desde 
O a 1. Puede observarse que el máximo valor de A, correspondiente a la 
intersección extrapolada de las rectas, se encuentra para f = 0,5, lo que 
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señala la estequiometría Au(III): fenosafranina 1:1 y pues p a r a l a fórmu
la del compuesto extraído (AuOD^-fenosafranina"'. 

Para valores de f < 0,5, experiencias en las que existe u n exceso de 
fenosafranina respecto a la concentración de Au(III), se han corregido las 
absorbancias de los extractos con las de los respectivos blancos. En esta 
zona la concentración de fenosafranina presente en los blancos es la co
rrespondiente a la que se indica para cada p u n t o menos la necesaria para 
formar el complejo AuGU'-fenosafranina*. 

1 . 2 -

0 , 8 . 

0 , 4 

0 , 5 1 , 0 

A u ( I I I ) 

FIGURA 8.—Método de las variaciones continuas: 
[AuCU]- + [Fenol* = cte. = 2,10-= M. 

PORCENTAJE DE EXTRACCIÓN. ESTABILIDAD DEL COMPUESTO EXTRAÍDO 

Con aplicación del método espectrofotométrico que se recomienda y 
utilizando dos concentraciones de Au(III) de 0,1 y 1,0 ng /ml y relacio
nes Vag/Vorg de 5 se determinó el porcentaje de extracción. El valor medio 
obtenido fue superior al 99 %, por lo que puede considerarse la extrac
ción como práct icamente cuantitativa. 

Se ha comprobado que el compuesto extraído en acetato de butilo es 
estable al menos durante 48 horas en las condiciones ordinarias de iltimi-
nación de un laborator io . 



Determinación espectrofotométrica y espectrofluorimétrica 393 

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIÓN DE AU( I I I ) . REPRODUCIBILIDAD DE LOS 
MÉTODOS 

Siguiendo el procedimiento espectTofotométrico recomendado y des
crito en la Parte Experimental existe relación lineal entre las absorban-
cias y la [Au(III)] entre 0,05-1,5 microgramos/mililitro, referidos al con
tenido en Ja fase acuosa. La absortividad con respecto a la fase orgánica 
es 4.48.10" 1. mol-', cm"'. 

En el método espectrofluorimétrico se obtiene linealidad entre la in
tensidad de fluorescencia y la [Au:(III)] en Ja fase acuosa entre 5-150 na-
nogramos/mililitro. 

Las reproducibilidades de los dos procedimientos calculadas con apli
cación de métodos estadísticos se efectuó con diez medidas aisladas en 
cada caso. Las desviaciones estándar obtenidas 1,2.10^ y 1,8.10"̂  para los 
métodos espectrofotométrico y espectrofluorimétrico, respectivamente, 
siendo los errores relativos de los procedimientos de ± 1,2 % y ± 1,8 %. 

EFECTO DE IONES EXTRAÑOS EN LOS MÉTODOS ANALÍTICOS 

Se ha realizado un amplio estudio de las posibles intorferencdas pro
vocadas por la presencia de distintos cationes inorgánicos y aniones so
bre Ja determinaoión de Au(III) mediante Jos métodos que se proponen. 

Para ello se han preparado numerosas muestras a las que se les ha 
adicionado el ion extraño antes que los restantes reactivos, se han utili-
^ado 0,5 fxg/ml de Au(III) y como máximo se han ensayado 100 [xg/ml del 
ion extraño. Las absorbancias de cada disolución se miden a 527 nm, fren
te a un blanco preparado de igual forma pero sin Au(III) ni ion extraño. 

En Ja tabJa 1 se detallan Jos resultados obtenidos para el método es
pectrofotométrico. Se considera un ion como interférente cuando con
duce a valores de absorbancia superiores al ±2 ,5 %. Puede destacarse 
que un gran número de iones metálicos y aniones no interfieren hasta con
centraciones muy elevadas, por Jo que el método puede considerarse 
como altamente selectivo. Interfieren seriamente T1(III), Hg(II), Pt(IV) 
entre Jas especies metálicas y 1~, SCN" entre Jos aniones inorgánicos. Re
sultados similaires se obtuvieron cuando se utiliza eJ método espectro
fluorimétrico. 

DETERMINACIÓN DE ORO EN PLOMOS 

Los métodos espectrofotométrico y espectrofluorimétrico para Ja de
terminación de oro que se proponen se han aplicado a Ja determinación 
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de este metal en plomos de fundición que contienen cantidades muy pe
queñas de oro, entre 2 y 10 g/Tm. 

Siguiendo los procedimientos recomendados en la Parte Experimental 
se obtuvieron los resultados que se rnuestran en la tabla 2, se han com
parado con los obtenidos por aplicación del método de absorción atómi
ca, pudiendo comprobarse que son concordantes. 
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TABLA I 

EFECTO DE DIVERSOS IONES EN LA DETERMINACIÓN DE 12,5 ug 
DE Au(II I ) 

Ion Añadido como Cantidad, ug Au (III) encontrado, ixg 

K+ K2SO4 10.000 12,49 
NH4+ (NH4)2S04 10.000 12,53 
Mg2+ MgS04 10.000 12,48 
Fe ( I I I ) * Fe2(S04)3 • 9H2O 10.000 ^ 12,76 
Co ( I I ) C0CI2 9.000 12,85 
Ni ( I I ) Ni(S04) • 6H2O 9.200 12,76 
Cu ( I I ) Cu(S04) • 5H2O 10.000 12,75 
A g ( I ) Ag(N03) 5.000 12,72 
Z n ( I I ) Zn(CH3COO)2 8.000 12,60 
C d ( I I ) Cd(CH3COO)2 • 2H2O 10.000 12,87 
H g ( I I ) Hg(CH3COO)2 100 12,10 
P d ( I I ) P d C b 10.000 12,86 
P t ( I V ) HzPtCle 1.000 12,36 
S n ( I V ) SnCl4 500 12,89 
Cr ( I I I ) Cr(N03)3 5.000 12,86 
TI ( I I I ) TICI3 2 12,01 
S b ( I I I ) SbCl3 100 12,61 
S b ( V ) K S b ( 0 H ) 6 • H2O 100 12,63 
I n ( I I I ) InCla 200 12,71 
G a ( I I I ) G a C b 200 12,67 
B i ( I I I ) Bi(N03)3 5.000 12,81 
Al ( I I I ) KA1(S04)2 • I2H2O 10.000 12,53 
Mn ( I I ) MnS04 • H2O 10.000 12,73 
P b ( I I ) Pb(HC3COO)2 10.000 12,43 
F - N a F 10.000 12,43 
B r - N a B r 10.000 12,41 
I - N a l 15 12,70 
SCN- KSCN 5 12,83 
CIO4- NaC104 2.000 12,91 
S 0 4 ^ K2SO4 10.000 12,62 
PO4»- HK2PO4 5.000 12,87 
CH3COO- NaCHsCOO 10.000 12,57 
NO3- NaNOa 10.000 12,90 

TABLA I I 

RESULTADOS ANALÍTICOS DE LA DETERMINACIÓN DE ORO EN PLOMOS 
contenido en oro, g/Tm 

Muestra núm. 

1 
2 

Procedimiento 
propuesto 

2,1 
7,5 

Absorción 
atómica 

2,0 
7,5 
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