Discusién y mejora del método cspectrofotométrico

de medida de la oxidacién de L -tirosina por tirosinasa

POR
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INTRODUCCION

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

actividad

| |
monofenol {L-tirosina) + 160, m o-difenol (L-Dopa) + H:O

actividad
. tecolas
o-difenol {L-Dopa) + %0, oA 1.0+ 0-quinona
| reacciones
| guimicas réapidas

dopacromo

El dopacromo posee un maximo de absorcién a 475 nm, por lo que la
absorcién a esta longitud de onda se ha utilizado para medir la actividad
«catecolasa» del enzima, usando L-dopa como sustrato, Sin embargo, no
seria, en principio, un buen procedimiento para la cuantificacién de la
actividad «cresolasa» usando un ‘monofenol como L-tirosina como sus-
trato, pues el dopacromo formado se deberia a la accién secuencial de las
dos actividades enzimaticas. Por ello para la medida de la actividad cre-
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solasa, se han buscado técnicas radiométricas (1, 2) o técnicas espectro-
fotométricas utilizando otros sustratos menos fisiolégicos (3, 4).

Diversos investigadores han demostrado, sin embargo, que cuando se
usa L-tirosina como sustrato, el L-dopa, producto de la accién cresolasa
del enzima, queda ligado al mismo, sin liberarse al medio de reaccion, por
lo cual queda sometido inmediatamente a la accién catecolasa del enzi-
ma (5-7), transformandose en dopacromo via la o-quinona correspondien-
te. Utilizando este criterio, varios autores (7-9) han utilizado- los 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 1a actividad cresolasa, referida, sobre todo, a la preparacion
enzimatica comercial procedente de champifion, han utitizado como mé-
todo de medida el incremento de absorbancia a 280 nm. Otros autores (10-
12) miden la actividad cresolasa a 280 nm, basandose en la conversion
de L-tirosina en L-dopa.

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

MATERIALES Y METODOS

‘El enzima tirosinasa se obtuvo de: epidermis de rana esculenta ridi-
bunda entre los meses de noviembre a marzo. La extraccién y purificacién
de proenzima, asi como la activacién 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 la actividad se efectud a 25°C, en un medio de tampén
fosfato 0,01 M pH'= 7,0 conteniendo L-tirosina 1 mM, inicizndose la reac-
cién par la adicién de aproximadamente 15 mU. de enzima. Una unidad
de enzima cataliza la transformacién de 1 pml de sustrato por minuro.

Los espectros se registraron de forma automadtica en un espectrofo-
témetro DW2-Aminco, -

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1-sé recogen las longitudes dé onda que corresponden alos
maximos de absorcién espectrofotométricas de 1as diferentes sustancias
implicadas en la conversion de L-tirosina a dopacromo.
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Los registros espectrofotométricos, a diferentes tiempos, de la trans-
formacién 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 méximos de absorcién, uno en la region visible a 475 nm,
y otro en la ultravicleta a 302 nm., siendo estos méaximos los caracteristi-
cos del dopacromeo, cuando se aislé a partir de la oxidacidén de L-dopa (14).

Los espectros estdn de acuerdo con dos tipos de observaciones cono-
cidas previamente. En primer lugar, que en la oxidacién de L-dopa por
tirosinasa de champifdn (15) al realizar el analisis matricial de los espec-
tros, no fue posible detectar la aparicién de o-dopaguinona ni de leu-
dopacromo, intermedios de la oxidacién a pH = 7,0; en segundo lugar,
que los pasos quimicos entre o-depaquinona y leucodopacromo corres-
pondientes a su desprotonacién ciclacién a leucodopacromo v oxidacion
del lencodopacromo por otra molécula de o-dopaquinona, respectivamen-
te, como se muestra en la fig. 2 (16), sean tan rdpidos que impliquen una
acumulacién de intermedios despreciable. Esto ocurre a pH 6,57, donde
la constante de transicidn de todas estas reacciones es superior a 0,14
seg™ {(17). Asi pues, L-dopa aparece en e! medio de reaccidén seglin mues-
tra el esquema de la fig. 2, descartdndose la posibilidad de que el L-dopa
sea liberado directamente por el enzima (18).

El espectro mostrado en la fig. | manifiesta un ligero hombro a 284 nm,
el cual se puede asignar a la presencia de L-dopa (Amix = 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 1a cubeta de referencia
L-tirosina (0,5 Mm); los resultados muestran la sola presencia de ese ma-
Xximo a 278 nm en un primer registro, lo que evidentemente esta de acuer-
do con la interpretacién de la acumulacién de L-dopa segin la fig. 2; ahora
bien, esta acumulacién 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
enzimatica a 475 nm y 302 nm. En ambos casos existe el mismo «periodo
de retardo» caracteristico 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 extincién =0 = 9360 M cm™, valor semejante al
calculado para el dopacromo a partir de la oxidacién desde L-dopa (14).
Por ello pensamos que la medida a 302 nm de la actividad cresolasa de
tirosinasa presenta olaras ventajas sobre la determinacién a 475 nm, que
ha sido utilizada por diversos autores (7-9).

Por otra parnte, tal como se muestra en la tabla 2, diversas casas co-
merciales que suministran tirosinasa de champifion, recomiendan medir
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la actividad cresolasa a 280 nm por extrapolacién de una técnica que se
desarrollé primitivamente para medir la oxidacién de tirosinas no N-ter-
minales de olipépticos (20), o de proteinas (21), cases en los que estaba
claramente impedida su ciclacién hasta dopacromo, al estar bloqueado
el grupo —NH: de la tirosina; sin embargo, cuando se utiliza L-tirosina
soluble, se produce la ciolacién y conversion en dopacromo. Esta extrapo-
lacién ha llevado a algunos autores (10-12) a utilizar el incremento de
absorcién a 280 nm, como evaluacién del paso de L-tirosina a L-dopa,
usando un coeficiente de extincién de 1.440 M~ cm™; ahora bien, tal como
se observa en la fig. 3, no se produce ningiin maximo a 280 nm, sino que
la absorcién a esa longitud de onda corresponde a la cola del verdadero
méximo a 302 nm asignable al dopacromo, por lo cual creemos debe sub-
sanarse en el futuro esta confusién.

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

RESUMEN

Se discuten las diferentes técnicas espectrofotométiricas que se utili-
zan para la medida de Ia actividad cresolasa de tirosinasa, utilizando L-ti-
‘rosina como sustrato. Entre estas técnicas estan inoluidas las utilizadas
por diferentes investigadores como la recomendada por las casas co-
merciales,

Mediante el estudio espectrofotométrico del transcurso de la reaccién
de oxidacién de L-tirosina, se propone la utilizacién de los incrementos
de absorcién a 302 nm con un & = 9360 M~ em™ como forma més sensi-
ble, precisa y real de medir Ja oxidacién de L-tirosina a dopacromo, ya
que ninguin intermedio del sistema de reaccién se acumula significativa-
mente con el tiempo de reaccién.
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TanLA 1

LONGITUDES DE ONDA DE LOS MAXIMOS DE ABSORCION
DE LOS DIFERENTES COMPUESTOS INVOLUCRADOS EN LA CONVERSION
DE L-TIROSINA A DOPACROMO, A pH = 7,0

Compuesto Aeor pPH =70  Referencia
Dopa 278 (15)
Dopaquinona 395 (15}
Leucodopacromo 296 (15)
Dopaquinona NHzblogqueada 275,390 (21
Dopacromo 302473 (15)
TasLa 2

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

Casa Comercial Pracedimiento Definicidn de unidad
Worthington Tampén fosfato Una unidad de enzima es aque-
Sigma pH =65 lla cantidad que produce un
P. L. Biochemicals 1 mM L-tirosina incremento de 0,001 unidad de
Mile Research Products 25°C absorcién por min. a 280 nm.
INC Nutritional Bicchemical
Koch-Light

SERVA
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Ficura 1.—Registros espectrofotométricos de la oxidacion de L-tirosina (0,5 mM)

a diferentes tiempos, después de afiadir 15 mU de enzima, el registro se hace

en dos ensayos de 250350 nm y de 350-520 nm, a los t =0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700 y 800 segundos.
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Ficura 2—Esquema de reacciones quimicas que ocurren desde dopaquinona a
dopacromo.
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Ficura 3.—Registros espectrofotométricos de la oxidacidén de L-tirosina (0,5 mM)

a diferentes tiempos, después de afiadir 15 mU de enzima, el registro se hace po-

niendo en la cubeta de referencia L-tirosina (0,5 mM) a t = 0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700 y 800 segundos.
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Frgura 4—Registros de actividad cresolasa a 302 y 475 nm, L-tirosina (I mM) en
en tampén fosfato 0,01 M pH = 7,0 v 15 mU de enzima.



Determinacion espectrofotométrica y espectro-

fluorimétrica de oro por un proceso de extraccidon

Determinacion de oro en plomos

POR

C. Sdnchez-Pedrsiio, M. Herndndez
Codrdoba e 1. Lopez Garcia

SUMMARY

Tetrachloroavuric acid forms with phenosafranine (C. I. 50200} an ion-
pair which is extractable in butyl acetate. As a consequence new spectro-
photometric and spectrofluorimetric methods for gold determination are
developed. With 5 ml of organic layer and 25 ml 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 micre-
grams of gold. The sensitivity can be enhaced measuring the fluorescence
(Mexe=521, hew 547 nm) of the organic phase diluted five times with acetone
and even 0,125 pg 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 anién tefracloroaurato forma con la fenosafranina (1. C. 50200} un
compuesto de asociacién idnica extraible en acetato de butilo, lo que nos
ha permitido proponer nuevos métodos, espectrofotométrico y espectro-
fluorimétrico, para la determinacién de oro. Para 5 ml de fase organica
y 25 ml 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 pg de oro a 527 nm.
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La sensibilidad puede aumentarse midiendo la fluorescencia (hese = 521
nm, Aem = 547 nmm) de la capa organica diluida cinco veces con acetona,
pudiendo determinarse de esta manera incluso 0,125 pg de oro. Los méto-
dos han sido aplicados a la determinacién de oro (2-10 p.p.m.) en plomo
con excelentes resultados analiticos.

INTRODUCCION

Dado el gran interés que presenta el analisis de oro en minerales y
muestras metdlicas diversas, en las que usualmente el contenido en el
metal es muy bajo, el problema ha sido ampliamente abordado en la bi-
bliografia analitica, tanto con aplicacion de métodos cldsicos como ins-
trumentales {1-5). Un grupo reciente y atractivo de métodos para la deter-
minacién de oro hacen uso de la formacién y extraccién en disolventes
organicos de compuestos de asociacién idnica entre complejos aniénicos
de Au(IIl) con cationes organicos voluminosos y determinacién de la
especie extraida con una técnica analitica adecuada segun las caracteris-
ticas del par idnico formado. Dentro de esta linea se encuentran los dos
métodos, que presentamos en este trabajo, que se basan en la formacion
y extraccién en acetato de butilo del compuesto tetracloroaurato de feno-
safranina y subsiguiente determinacidn espectrofotométrica o espectro-
fluorimétrica del oro.

En la bibliografia se encuentran varios procedimientos en los que se
analiza oro a través de la formacion de este tipo de compuestos, habiendo
sido €l anién clorurc el dipando mas utilizado para la formacién del com-
plejo-de adicién con Au(IlI). Como cationes organicos se han empleado
principalmente diversos derivados del trifenil metano {(6-11), del xanteno
(12-13), tiazinas (14), oxazinas (15) y derivados de la acridina (16). £n la
amplia revisién bibliogriafica efectuada no hemos encontrado ninguna
referencia sobre la utilizacion de colorantes fenazinicos para la forma-
ci6n de complejos de asociacién idnica con Au(Ill}). Dentro precisamente
de este grupo de colorantes se encuentra la fenosafranina utilizada en este
trabajo, ¥ que se ha seleccionado por sus excelentes caracteristicas absor-
bentes en el visible (elevada absortividad molar) y fluorescentes (elevado
rendimiento cuantico), lo que permite hacer uso para la determinacion
del metal de las dos técnicas épticas mencionadas. Los métodos que se
proponen, muy sensibles y selectives, han sido aplicados con excelentes
resultados analificos para el andlisis de oro en plomos de fundicién que
contienen cantidades variables y muy pequeiias del metal, desde 2 a 10
gramos/tonelada, -
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PARTE EXPERIMENTAL

APARATOS

Espectrofotémetre Pye Unicam SP 8100 y 8P 1900 {absorcién atémica).

Espectrofluorimetro Perkin-Elmer 3000 acoplado a registrador XYO037.

Disolucion de Au (111) de 1.000 ppm.—Se preparan disolviendo la cantidad nece-
saria de la especie H{AuCL) - 3H20 con unas gotas de HCl concentrado afadiendo
seguidamente el volumen de agua necesario para el enrase en matraz aforado. Se
contrasta segin {17).

Disolucion 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 ml.

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

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACIGN ESPECTROFOTOMETRICA DE ORO

En embudos de decantacién de 100 ml sc¢c miden volimenes de la muestra de
Au(III) que contengan desde 125 a 37 ug. Se afiaden 10,0 ml de disolucién
NaCl 5M, 25 m! de HCI 3M v 25 ml de fenosafranina 103 M. Se completa con
agua bidestilada hasta 25 ml. Se agita y a continuacién se afaden 50 ml de ace-
tato de butilo y se agita durante 2-3 minutos. Tras dejar reposar las fases unos
minutos se desprecia la fraccidn acuosa y se centrifuga la orgdnica con el objeto
de eliminar la ligera turbidez debida a las pequefias gotas de agua que pueden
permanecer en suspension, Se mide la absorbancia a 527 nm utilizando come refe-
rencig otra muestra sometida al mismo tratamiento pero que no centiene Au (ITI).

La recta de calibrado se prepara usando diferentes voliimenes de la disolucién
patrén de Au (ITI) tratada de la misma manera.

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION ESPECTROFLUORIMETRICA DE ORO.

Un volumen de muestra conteniendo entre 0,126 y 3,75 pg de ore se sitiia en
un embudo de decantacion. Se le afiade 2,5 m! de HCI 3 M, 10 ml de NaCl SM v
25 ml de fenosafranina 5,104 M completdndose a 25 ml con agua bidestilada. Sc
trata con 5 mil de acetato de butilo y se agita durante 2-3 minutos. Se dejan separar
las fases y se trasvasa la orgdnica a un tubo cdnico donde se centrifuga. Se toman
2 ml de esta disolucién y se Hevan a 10 m! 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 unha muestra sometida al mismo tratamiento pero exenta de Au (111

DETERMINACION DE ORC EN PLOMOS

Se pesan exactamente cantidades de plomo de fundicidn comprendidas entre
0,1-05 g, que se disuelven en dcido nitrico 6 N. Sc deja enfriar y se afiade 10 ml
de disolucién de NaCl 3M, se deja que precipite ¢l PbClz y se filtra. El filtrado se
diluye hasta aproximadamente 50 ml y se lleva a embudo de decantacién de 100 ml.
.Se ahaden 10 m! de éter etilico saturado con agua y se agita. Se separa la fase
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acuosa y se repite la operacién del éter etilico por dos veces. Se desprecia la fase
acuosa y se mezclan las porciones de fase orgénica. Se elimina ¢l éter y se afiade
a la muestra 25 ml de HCI 0,6 M. Se toman volimenes de esta disolucién que se
someten al procedimiento operatorio descrito.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como es conocido, el Au(I1l) forma complejos de adicién con diversos
ligandos inorgamicos, entre ellos con halogenuros y con pseudohalogenu-
ros. Dado que el acido clorhidrico, junto con el nitrico, son los dcidos
usualmente utilizados como disolventes de minerales y otras muestras
de oro, por lo que en las disoluciones resultantes el Au(IIl} se encuentra
como (AuClyY, seleccionamos al ligando Cl- para la formacion del com-
plejo de adicién que constituye la parte anidnica del par idnico. Como
parte positiva del compuesto, se eligio la fenosafranina que en el medio
acido a que se procede se encuentra en su forma monoprotonada y pues
es un catiéon univalente y voluminoso con excelentes caracteristicas absor-
bentes en la regién espectral visible y fluorescente, ya mencionadas.

En efecto, hemos comprobade que cuando a una disclucién clorhi-
drica que contiene Au{IIl) atin en muy pequefia cantidad se le adiciona
fenosafranina y se extrae con un disolvente organico, como benceno, ci- -
clohexamona, acetato de butilo, entre otros, al separar las fases, la organi-
ca queda de color rosa intenso debido a que en la misma se ha disuelto el
compuesto (AuCl,)-fenosafranina'. Tales hechos se comprueban en las
grificas de las figuras [ y 2. La curva 1 de la figura 1 se ha obtenido cuan-
do una disolucién que contiene 25 ug de Au(III) en medio 2 M en NaCl,
0.3 M en HCl y 107 M en fenosafranina, en un volumen final de 25 ml, se agi-
ta con 5 ml de acetato de butilo y con el extracto organico se efectiia el ba-
rrido espectral. Se observan dos maximos de absorcién, uno a 527 nm, que
carresponde al de la fenosafranina en acetato de butilo, v otro a 322 aim,
debido a 1a especie (AuCLY. La curva 2 de la figura 1 se refiere al espectro
de una disolucién preparada de igual forma pero que no contiene Au{IIT).

Puede comprobarse que en este disolvente existe una marcada dife-
rencia entre las absorbancias a 527 nm de la muestra que contiene Au{ITI},
y pues se ha extraido el (AuClL)-fenosafranina’ (curva 1) y la del blanco
en la que 1a especie es Cl-fenosafranina®, cuya extraccion es muy pequefia
(curva 2).

Por otra parte, es destacable la gran diferencia que existe entre los
valores de A, en sus maximos de absorcién respectivos, de las especies
(AuCliy-fenosafranina® v (AuCLY-H*, lo que sefiala que la sensibilidad
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del método espectrofotométrico con el empleo de fenosafranina que aqui
se propone es muy superior a la que presenta la aplicacién de la especie
(AuCl,)™-H* para la misma finalidad.

La figura 2 representa los espectiros de emisién y excitacion de extrac-
tos en acetato de butilo-acetona obtenidos cuando 25 ml de discluciones
acuosas, que contienen 0,3 (curva 2) y 3,0 pg de Au(III) (curva 1) y que
son 2 M en NaCl, 0,3 M en HCl y 5.10° M en fenosafranina, se extraen con
5 ml de acetato de butilo y el extracto es diluido cinco veces con acetona.
La curva 3 se refiere a una disolucién preparada de igual forma pero que
no contiene Au(III). Se observa que el espectro de excitacién presenta un
maximo a 521 nm y el de emisién uno a 547 nm, ambos pertenecientes a la
forma monoprotonada de la fenosafranina en este disolvente. Se senalan
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
formacién y extraccién del par ionico (AuCly-fenosafranina*, con vistas
a proponer dos nuevos métodos, espectrofotométrico y espectrofluorimé-
trico para la determinaciém de oro.

A
1

1,0 F

0,5 L
2

0 'y 1 1
600 500 400 300
;\nm

FiGURA 1—Espectros de absorcién en el visible: curva 1: en presencia de 25 ug
de Au(III); curva 2: en ausencia de Au(III).
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Figura 2.—Espectros de excitacién corregido y emisién: curva 1: en presencia
de 3 ug de Au(III); curva 2: en presencia de 0.3 ug de Au(III); curva 3: en ausencia
de Au (III).

INFLUENCIA DE LA ACIDEZ

El efecto de {a acidez se ha estudiado tanto por via espectrofotomé-
trica como espectrofluorimétrica. En el primer caso, por extraccién con
5 ml en acetato de butilo de una serie de disoluciones acuosas contenien-
do todas ellas 10 pug 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 concentracion de Cl- variable aportada por el HCl, a todas las mues-
tras de la serie se les afiadi¢ disolucion de NaCl suficiente para que,
junto con la del HC), el medio resultase 2 M en CI~. El volumen final de
la fase acuosa es 25 ml. Para el estudio de la acidez por medidas de fluo-
rescencia las disoluciones acuosas contenian en 25 ml, 1 pg de Au(III),
fenosafranina 5.10° M y la concentracién en HC] se hizo variar entre 0,01
a 2 M, siguiéndose el mismo criterio para la {CI"] que en el caso prece-
dente. Como extractante se usé 5 ml de acetato de butilo y posterior dilu-
cién del extracto cinco veces con acetona. Los blancos en ambos casos
corresponden a muestras preparadas de igual forma, pero que no contie-
nen Au(IIT). Los resultados obtenidos quedan reflejados en las figuras 3
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y 4. Se observa que se obtienen valores maximos y constantes de A o de It
para concentraciones en HCI entre 0,02-0,6 M. Se ha seleccionado un me-

dig 0,3 M en HCI.

A 1
2
0.4
0,21
%\%
0 -
0 1 2

(HC1),N

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

100
F
50 F ‘
0 . ,
0 T 2

(HC1), N

Froura 4—Influencia de la acidez en la sefial de fluorescencia.
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INFLUENCIA DEL EXTRACTANTE ORGANICO

Se efectud un amplio estudio con el uso de gran ntimero de disolven-
ventes organicos de distintas constantes dieléctricas para encontrar aque-
llos en los que fuese maxima la extraccién del par iénico tetracloroaurato
de fenosafranina y muy pequefia o a ser posible casi nula, la del blanco,
es decir, la de cloruro de fenosafranina.

En una primera revisién 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-
cién iénica que mos ocupa y, ademads, era mayor la diferencta entre la ex-
traccién del (AuCl )y -fenosafranima* y la del Cl-fenosafranina®*, que cuando
se empleaban disolventes con otros grupos funcionales, hidroxilo, carbo-
nilo, acido, etc., o disolventes aromaticos, como benceno y tolueno. A la
vista de estos resultados se seleccionaron los ésteres organicos, acetato de
etilo, butilo e isoamilo.

La figura 5 representa los espectros de absorcién de los extractos or-
ganicos en acetato de isoamilo (curva 1) en acetato de butile {curva 2) y
de etilo {curva 3), obtenidos cuando disolucienes de 10 m! de fase acuosa
que contienen 25 pg de Au(IIl), HCl 0,3 M, NaCl 2 M y fenosafranina
10 M se extraen con 5 ml 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 pequefias, siendo mayor la extraccion
cuando se utiliza el acetato de etilo. Como la absorbancia en acetato de
butilo de la especie (AuClsy-fenosafranina® es ligeramente superior a la
que suministra igual cantidad de oro en acetato de iscamilo, como se
aprecia en las curvas 1 y 2, seleccionamos como disolvente organico mas
adecuado el acetato de butilo. Resultados similares se obtuvieron cuando
se aplicé la téemica espectrofluorimétrica,

Para encontrar la relacién Gptima de volumen de fase acuosa a orga-
nica se realizé un estudio que permitié comprobar que al menos hasta la
relacion V./V, = 10/1, maxima ensayada, las extracciones eran practica-
mente del 100 % y se cumple la ley de Beer. Para mayor comodidad en el
procedimiento operatorio y menor tiempo en la separacion de las fases
se eligié la relacién V./V, = 5, traducida en operar con volumenes de di-
solucién acuosa de 25 ml 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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Ficura 5.—Eleccién del extractante adecuado: curva 1: acetato de etilo; cur-
va 2: acetato de butilo; curva 3: acetato de isoamilo; 17, 2, ¥ hacen referencia
a los respectivos espectros en ausencia de Au (III),

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIGN DE CLORURO

La concentracién del ligando complejante Cl- es una variable impor-
tante, ya que debe asegurar la transformacién previa del Au(III) en su
complejo (AuCly™), por lo tanto, debe haber un exceso suficiente de CI- res-
pecto a la cantidad de Au(IIT). No es probable la formacién de complejos
clorurados de oro de indice de coordinacién superior. La figura 6 sefiala
los resultados obtenidos, cuando muestras que contienen 16 pg de Au(III)
en 25 ml, en medio H.SOs 0,3 N, y fenosafranina 10® M se les adiciona
distintas concentraciones de NaCl, Las muestras se extraen con 5 ml de
acetato de butilo y los extractos se miden a 527 nm (curva 1). Se observa
que se alcanza la maxima formacién y extraccion del (AuCli)-fenosafra-
nina* para [Cl'] > de 0,1 M, permaneciendo ya la absorbancia constante
hasta los altos valores de [Cl'] ensayados y que quedan representados en
la grafica.

Dentro del intervale de concentraciones de Cl- éptimas nos decidimos
por umna concentracion alta, que, como acabamos de mostrar, conduce 2
los mismos valores de A, pero que por el conocido efecto «salting out»
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{provocado por una elevada concentracién salina), se favorece el proceso
de extraccién del par iénico, lo que se traduce en una rapida separacion
de las fases. La concentracién seleccionada ha sido 2,3 M en Cl, aportada
por la cor-respon-dien;e al HC1 03 M y a NaCl 2 M.

Las absorbancias de los blancos, preparados de forma similar pero en
ausencia de Au(IIl), se han representado en la grafica 2 de la misma figu-
ra y permite observar que se alcanzan valores muy bajos de A en un am-
plio intervalo de {CI7].

0,8
A 1
0,6}
0,4
0,2r
| 2
0|00 000000
-2 -1 0
log(Cl )

Ficura 6.—Influencia de la concentracion de cloruro: curva 1: en presencia
de 16 wg de Au(III); curva 2: en ausencia de Au{IIT).

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE FENOSAFRANINA

Para estudiar la influencia de la concentracién de colorante se prepa-
raron una serie de muestras de 25 ml que contenfan 10 pg de Auw(III) v
eran 0,3 M en HCI, 2 M en NaCl y a las que se adicionaron distintos volu-
menes de disolucién de fenosafranina 10° M, de forma que su concen-
tracién se encontrase entre los limites 10° 2 3.10* M. Las muestras se
agitaron con 5 ml de acetato de butilo. Las absorbancias de los extractos
a 527 nm se representan en la figura 7, medidas frente a blancos prepa-
rados de igual forma pero sin Au(III).
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Se observa que a partir de [fenosafraninal = 5.10®* M (relacién molar
[fenosafraninal /[Au(III)] = 5) se obtienen valores constantes y maximos
de A. Se ha seleccionado una concentracién 107 M.

En las medidas de fluorescencia, dado que se procede con concentra-
ciones de Aw(III) menores, puede disminuirse la cantidad de fenosafra-
nina. Hemos comprobado, procediendo de igual forma que en €l caso pre-
cedente, que resulia adecuada una concentracién de colorante de 5.107° M.

o 3 I L
o 1 2 3

(Feno).lDfM

Ficura 7.—Influencia de la concentracién de fenosafranina en ia exiraceién
de 10 ug de Au(III).

ESTEQUIOMETRIA DEL COMPUESTO EXTRAIDO

Para establecer la estequiometria del complejo de asociacién iénica
extraido en acetato de butilo se ha aplicado el método de las variaciones
continuas (18). Se ha operado con 25 ml de fase acuosa quedando siempre
la disolucion 0,3 M en HCl y 2,0 M en NaCl, el volumen de acetato de bu-
tilo es de 5 ml. Se mezclan diferentes volimenes de AulIll] 10~ M y feno-
safranina 10™ M, de forma que la suma de [AuCli'] + [fenosafranina®] se
mantenga siempre constante e igual a 2.10° M.

La figura 8 muestra los valores de las absorbancias de los extractos
organicos obtenidos para distintas fracciones molares de Au(1II) desde
0 a 1. Puede observarse que el maximo valor de A, correspondiente a la
interseccidn extrapolada de las rectas, se encuentra para f = 0,5, lo que
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sefiala a estequiometria Au(IIL): fenosafranina 1:1 y pues para la férmu-
la del compuesto extraido (AuCl) -fenosafranina™

Para valores de f < 0,5, experiencias en las que existe un exceso de
fenosafranina respecto a la concentracion de Au(III), se han corregido las
ahsorbancias de los extractos con las de los respectivos blancos. En esta
sona la concentracién de fenosafranina presente en los blancos es la co-
rrespondiente a la que se indica para cada punto menos fa necesaria para
formar el complejo AuCls-fenosafranina®.

1,2 4
A
0,8 L
0,4 |
0 1
0 0,5 1,0
fAu(III)'

FicUra 8.—-Mé£odo de las variaciones continuas:
[AuClL]- + [Fenol* = cte. = 2,10-" M.

PORCENTATE DE EXTRACCION. ESTABILIDAD DEL COMPUESTO EXTRAIDC

Con aplicacién del método espectrofotométrico que se recomienda y
atilizando dos concentraciones de Aw(III) de 0,1 y 1,0 pg/ml y relacio-
nes Vig/ Vg de 5 se determiné el porcentaje de extraccion. El valor medio
obtenido fue superior al 99 %, por lo que puede considerarse la extrac-
cién como pricticamente cuantitativa.

Se ha comprobado que el compuesto extraido en acetato de butilo es
estable al menos durante 48 horas en las condiciones ordinarias de ilumi-
nacion de un laboratorio.
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIGN DE Au(IIT). REPRODUCIBILIDAD DE LOS
METODOS

Siguiendo el procedimiento espectrofotométrico recomendado y des-
crito en la Parte Experimental existe relacidn lineal entre las absorban-
cias y la [Au(IIT)] entre 0,05-1,5 microgramos/mililitro, referidos al con-
tenido en la fase acuosa. La absortividad con respecto a la fase organica
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 la fase acuosa entre 5-150 na-
nogramos/mililitro.

Las reproducibilidades de los dos procedimientos calculadas con apli-
cacién de métodos estadisticos se efectué con diez medidas aisladas en
cada caso. Las desviaciones estandar obtenidas 1,2.10° y 1,8.107 para los
métodos espectrofotométrico y espectrofluorimétrico, respectivamente,
siendo los errores relativos de los procedimientos de = 1,2 % y = 1,8 %.

EFECTO DE IONES EXTRANOS EN LOS METODOS ANALITICOS

Se ha realizado un amplio estudio de las posibles interferencias pro-
vocadas por la presencia de distintos cationes inorginicos y aniones so-
bre la determinacién de Au(IIl) mediante los métodos que se proponen.

Para ello se han preparado numerosas muestras a las que se les ha
adicionado el i6n extrafio antes que los restantes reactivos, se han utili-
zado 0,5 pg/mil de Au(1II) v come méximo se han ensayado 100 pg/mil del
ion extrafio. Las absorbancias de cada disolucion se miden a 527 nm, fren-
te a un blanco preparado de igual forma pero sin Au(I11) ni i6n extrafio.

En la tabla 1 se detallan los resultados obtenidos para el método es-
pectrofotométrico. Se considera un i6n como interferente cuando con-
duce a valores de absorbancia superiores al = 2,5 %. Puede destacarse
que un gran nimero de iones metélicos y anfones no interfieren hasta con-
centraciones muy elevadas, por lo que el método puede considerarse
como altamente selectivo. Interfieren seriamente TWIII), Hg(1I), PH{IV)
entfe las especies metdlicas y I", SCN~ entre los aniones inorganicos. Re-
sultados similares se obtuvieron cuando se utiliza el método espectro-
fluorimétrico.

DETERMINACION DE ORO EN PLOMOS

Los métodos espectrofotométrico y espectrofluorimétrico para la de-
terminacion de oro que se proponen se han aplicado a la determinacién
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de este metal en plomos de fundicién que contienen cantidades muy pe-
quefias de oro, entre 2 y 10 g/Tm.

Siguiendo los procedimientos recomendados en la Parte Experimental
se obtuvieron los resultados que se inuestran en la tabla 2, se han com-
parado con Jos obtenidos por aplicacién del método de absorcién atémi-
ca, pudiendo comprobarse que son concordantes.
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Tanra I

EFECTCG DE DIVERSOS IONES EN LA DETERMINACION DE 125 ug

DE Au(ILI}
Ion Anadido como Cantidad, g Au (IIT) encontrado, pg
K* K250, 10.00¢ 12,49
NHq+ {NH.1):80, 10,600 12,53
Mg#+ MgS0, 10.000 12,48
Fe(III)* Fey(804)s - 9H20 10.000 12,76
Co (II) CoClz 9.000 12,85
Ni{Il} Ni(S0.) - 6H:0 9.200 12,76
Cu(ll} Cu{S0.) - SH:O 10.000 12,75
Ag(l) Ag(NO3) 5.000 12,72
Zn (II) Zn{CH:,CO0) 8.000 12,60
Cd (II) Cd(CH\COQ). - 2ZH:0 10.000 12,87
Hg (1I) Hg(CH:C0O )2 100 12,10
Pd (1) PdCl; 10.000 12,86
Pt(IV) H:PtCls 1.000 12,36
Sn (IV) SnCls 500 12,89
Cr (III} Cr{NGs); 5.000 12,86
TI(III) TICI; 2 12,01
Sh{IID SbCl; 100 12,61
Sh (V) KSb(OH)s - H20 100 12,63
In (IIT) InCls 200 12,71
Ga (I1I) GaClz 200 12,67
Bi(IID Bi(NOs)s 5.000 12,81
AL(IID) KAN(SOs): - 12H:0 10.000 12,53
Mn (IT) MnSQ, - H:0 10.000 12,73
Pb (I} Pb(HCLL00): 10.000 12,43
F- NaF 10.000 12,43
Br NaBr 10.000 1241
I- Nal 15 12,70
SCN- KSCN 5 12,83
Cl04~ NaClQO, 2.000 12,91
S04 K:S0: 10.000 12,62
PO HEK:PO, 5.000 12,87
CH:COO- NaCH.COO 10.000 12,57
NO;- NaNO; 10.000 1290
TabrLa II

RESULTADOS ANALITICOS DE LA DETERMINACION DE ORO EN PLOMOS
contenido en oro, g/Tm

Procedimiento Absarcidon
Muestra rnim. propuesto atémica
1 2.1 2,0
2 15 15

»
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