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6.1. INTRODUCCIO
6.1.1. PROBLEMATICA | METODES ANALITICS

La principal forma responsable de la toxicitat dels cianurs en el medi
aquatic és el cianur lliure (CN- i HCN@q), i per tant la toxicitat daltres cianurs
com els ciano-complexos metal.lics disminueix quan més fort és I'enlla¢ entre
metall i lligand i augmenta amb la capacitat d alliberar cianur lliure (ULL 87).

La preséncia de cianur lliure a les aiglies té com a origen més comu la
descarrega incontrolada de residus de processos provinents d’industries
productores i consumidores d” HCN, NaCN i ciano-complexos, i per tant és
funcié de la seva quantitat de produccié i del seu consum.

Durant 1994 |a produccié i consum aparent d” HCN a Espanya va ser de
2288 Tm amb una utilitzacié del 114 % de la seva capacitat de produccié i un
creixement del 18 % respecte ["any anterior. La produccié de NaCN al mateix
any va ser de 6436 Tm i el consum aparent de 8256 Tm, amb una utilitzacio
del 86% i un augment del 14% respecte el 1993 (MIN 95).

Tot i que el volum de produccio de NaCN i HCN és baix en comparacié
amb altres productes d’Us industrial, el fet de que el percentatge d’utilitzacié
sigui elevat i hi hagi un creixement en la demanda d” HCN i NaCN, suposa un
augment del risc en [a manipulacioé incorrecta d aquests productes.

El cianur lliure es pot eliminar satisfactoriament abans de |"abocament
mitjangant 1’oxidacio, ja sigui utilitzant ClIO-, Cl, o els seus derivats en medi
alcali, Oj o radiacié ultraviolada (MAH 92). L oxidacié6 amb agents quimics
produeix CNO- en primer lloc (veure figura 11.1 del capitol 2) i HCO;~ i N, en
etapes posteriors (WEF 91)(GEM 90)(GUB 85), mentre que |"oxidacié amb UV
déna lloc a CNO-, NO; -, CO32" i HCO;™ (PER 89)(POH 92).

L'espécie SCN- també pot estar present en alguns processos de
cianuraci6 o es pot formar per la reaccié alcalina del CN- amb HS- (MAH 92)

La degradacio del CN- per efectes termics mostrada en el capitol 5
també és un altre procés d’oxidacié en el que es formen les mateixes
espécies anteriors. En aquest capitol s’ha aprofundit en ['estudi de totes
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aquestes espeécies provinents de processos de degradacio i s’ha posat de
manifest que son termodinamicament espontanis quan es parteix de CN~.

Els tractaments esmentats, doncs, permeten en condicions oOptimes,
eliminar satisfactoriament el cianur Hiure abans d abocar-lo al Medi Ambient i
fan possible que la coexisténcia de ["anid6 CN- i dels productes d’oxidacié
relacionats pugui ser forca comuna en efluents industrials.

Tal i com s"ha vist en anteriors capitols, els efluents cianurats tipics de
les industries, a part del cianur lliure, contenen altres formes Iligades, algunes
de les quals (cianurs de Fe(ll), Fe(lll), Au(l), Co(lll)) no son eliminables pels
processos d oxidacié (NON 87).

Aix0 implica que en el procediment estandard d’analisi s’utilitzi una
classificaci6 més practica que distingeix entre el cianur total i el |cianur
oxidable, on queden inclosos el cianur lliure i alguns cnano-complexos que
s’oxiden parciaiment o total. Per determinar aquest cianur oxldable cal
analitzar primer el cianur total de la mostra mitjangant destil.lacié acida prévia
i més tard aplicar el mateix procediment analitic a la mostra oxidada amb CIO-
(AAW 92) o irradiada amb raigs UV (AST 91). Per diferéncia de tots dos
resultats s"obté el cianur que és eliminable per aquests métodes.

Tot i obtenir aquest valor practic del cianur oxidable, aquests méetodes
no poden determinar el cianur lliure (CN- i HCN) en la mostra inicial donat que
es detecta conjuntament amb el cianur complexat feblement lligat, i per tal de
detectar el CNO- i el SCN-, s’ha de recurrir a altres métodes estandard igual
de laboriosos.

La preséncia en les mostres a destil.lar d"anions tan comuns com COz2-,
HCO4" i NO5~ (anions esperats en els efluents) implica pretractaments per la
separacio d’interferéncies analitiques abans de cada destil.lacié acida, que
allarguen considerablement el procés (AAW 92)(AST 91).

Solament si s’esta segur que en la mostra només hi ha cianur Ilidre és
guan es poden aplicar métodes d analisi estandard directes utilitzant métodes
colorimétrics, eléctrodes selectius o valoracions volumeétriques, ja que son
métodes pensats per |"analisi de I'anid6 CN-. De fet, un gran nombre dels
métodes de deteccid de cianurs esta enfocat solament cap a la determinacié
del cianur lliure i en cap cas s’inclou Ia deteccié d’espécies relacionades amb
I"oxidacié (MCKS3)(MKC 91)((MKR 89).
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Tots aquests problemes han fet necessari el desenvolupament d'una
nova técnica analitica suficientment rapida en el temps total d’analisi, capa¢
de determinar individualment les quantitats de cianur lliure i d’espécies
relacionades i de detectar el cianur amb uns bons LOD.

Per tal de poder detectar multiples espécies en un sol analisi cal aplicar
meétodes resolutius (HPLC, CE) i utilitzar un métode deteccié correcte. En
aquestes técniques, 1'anid CN- solament es pot detectar electroquimicament
de manera directa utilitzant detectors amperométrics (POH 84)(LRJ 90), ja
que la conductimetria és poc viable en tampons de pH elevat per una espécie
tan poc conductiva com és el CN- i els métodes potenciométrics basats en
eléctrodes son de dificil implementacié en les técniques resolutives.

Donat que aquests métodes de deteccié estan poc extesos s’ha de
tornar a la deteccid UV, que és la més utilitzada comercialment.

El cianur lliure i el CNO- no tenen bona absorcié UV (BRI 57)(BSR 54) i
per tant no és possible utilitzar el mode de deteccié directa i cal, 0 bé
derivatitzar aquestes espécies cap a compostos més detectables o bé utilitzar
la deteccid indirecta.

La primera alternativa, perd, no permetria calcular el cianur lliure d’una
mostra ja que el métode de derivatitzacié podria fer que part del cianur lligat
també es derivatitzés i, d’altra banda, els LOD podrien estar limitats per la
cinética i I'equilibri de la reaccié de derivatitzacio, la qual cosa impediria
conéixer amb exactitud |’especiacié de la mostra a baixes concentracions i en
un temps curt.

6.1.2. METODES DE DETECCIO INDIRECTA

, Si sevita la derivatitzacio, els métodes de deteccié indirectes aplicats a
téecniques resolutives (HPLC i CE) utilitzant absorcié o fluorescéncia sén una
bona eleccié donades la seva versatilitat i deteccié universal (YEU 89).

En el cas de CE, la detecci6 indirecta és més sensible que en HPLC ja
que les dimensions reduides dels capil.lars utilitzats afavoreixen la deteccié
d’espéecies i I"assoliment de LOD baixos (YEK 91). S’ha d’afegir a tot aix0 la
possibilitat de reduir el temps d"analisi i augmentar la resolucié i I'eficacia
dels diferents compostos de la mostra (JOJ 90).
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La deteccid indirecta en CE aplicada a |'analisi de petits ions (CIA) ha
donat lloc a una branca especifica que permet determinar eis anionls (JAJ
91)(JOJ 91)(JOJ 92) i cations (WBJ 92) (FFN 90) (KKY 92) comuns utilitzant
absorcid UV indirecta, ja que és el mode de deteccid més extés Ien els
aparells comercials. Aguests estudis han donat lloc a aplicacions reals en

I"analisi d"aliments (KEN 91) (AAB 92) i d’orina (WJJ 91).

L aplicaci6 de Ia fluorescéncia indirecta amb lasser és una técnica més
recent i per tant menys extesa, que també permet la determinacié d’anions
(XUY 94)(YEK 91) i cations comuns (GRY 90) .

Si bé en tots aquests estudis hi ha un gran nombre d anions inorganics
(SCN-, COz?, HCO4, NO5, CI i SO2 inclosos) que han estat determinats
per absorcio i fluorescéncia indirectes amb LOD entre 105i 106 M, el CNO- i
CN- no estan inclosos en aquestes aplicacions.

Els fonaments de |la deteccié indirecta per absorci6 i fluorescéncia en CE
s’han exposat a l'apartat 1.4.2. del primer capitol i permeten fer una
comparacié entre aquestes dues técniques de deteccio. ‘

La absorcid indirecta presenta una menor sensibilitat que la
fluorescéncia indirecta amb lasser ja que mentre en la primera solament es
pot operar sobre els factors de |'expressio (1.29), en la fluorescéncia indirecta
es pot utilitzar un valor d’l, elevat subministrat pel lasser, a part d’operar amb
els factors que afecten a |"absortivitat (expressié (1.34)).

Quan es consideren els LOD de les técniques indirectes s’ha de fer
mencioé a |"expressié (1.38) del capitol 1.

En tots dos tipus de deteccié es déna el mateix valor de TR (valor que
depén del desplagcament del croméfor per part de |'analit) i que pels anions
monovalents utilitzant fluoresceina a pH basic (2 carregues negatives)|té un
valor maxim de 0.5 moils analit /mol fluoresceina.

En el cas de I'absorcié indirecta s’utilitzen tampons en concentra}cions
entre 115 mM i amb una absortivitat entre 1000 (salicilats i cromats) i 10000
(ftalats, benzoats) A.U.dm3/cm.mol. Si es considera que el cami Optic és
similar al radi del capil.lar (expressio1.17) i que el soroll pot estar al voltant de
104 A.U., el valor de DR (expressi6é 1.36) a partir del senyal d"absordio de
fons (expressio 1.16) es trobara entre 50 i 2000 i el valor de C ;,, pel CN-entre
2+105i 2«10 M.
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En fluorescéncia indirecta amb lasser hi ha el desavantatge que els
valors tipics de DR per muntatges lasser estan al voltant de 100 pero, per
contra, el valor minim de concentracié de fluordfor que realment es pot
utilitzar arriba a 104 M, ja que la poténcia del lasser fa que la técnica encara
sigui sensible amb aquestes concentracions. Com a consequéncia, s’esperen
uns valors de C;,, entorn a 2«10 M pel CN- que sdn similars o millors que els
valors d absorcio indirecta.

Per aquestes raons, s’ha dut a terme un estudi per determinar el cianur
lliure i les seves espécies relacionades mitjan¢ant CE utilitzant un detector
lasser basat en la deteccié indirecta per fluorescéncia.

6.1.3. OPTIMITZACI()_ DE LA DETECCIO INDIRECTA DE CIANURS

L expressio (1.34) és la que mostra el senyal dels analits detectats per
fluoresceéncia indirecta, i per tant esta directament relacionada amb |"altura del
pic que s’obté a les analisis CE, i I'expressi6 (1.38) déna idea dels LOD que
es poden aconseguir mitjancant aquesta tecnica.

Per tal d'optimitzar aquest senyal, en primer lloc cal optimitzar els
parametres que afecten |"absorbancia, operar al valor d” g, maxim donat per
I'espectre UV del cromofor i utilitzar diametres de capil.lar adequats per la
deteccié. En el cas del prototipus utilitzat es va escollir un capil.lar de 75 um
de diametre intern, valor superior al d'anteriors capitols, per millorar el cami
optic i evitar que les vibracions afectessin més el senyal. L optimitzacio
d’aquests parametres ha de permetre una correcta deteccid per absorcié
indirecta dels analits d’interes.

Després de realitzar aquesta optimitzacié dels parametres d"absorcid, un
factor important per millorar el senyal en fluorescéncia indirecta és la millora
del valor ®;. Com es veura més endavant, la fluoresceina és el fluordfor optim
pel prototipus que s’ha desenvolupat i permet valors elevats de @i d’e; que
donen senyals considerables. '

Quan es donen valors de fluorescéncia i d"absorbancia elevats cal reduir
I"efecte de "bleaching” (autoabsorcié de la radiacid fluorescent emesa) ja que
d’aquesta manera el rendiment de l'emissic del fluorofor ®; sera maxim
(expressi6 1.34). Per tal d’aconseguir aquest efecte és recomenable que el
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fluorofor es mogui a gran velocitat davant del detector (KUY 88). Aixo es pot
aconseguir operant en unes condicions que donin lloc a una elevada mobilitat
del fluordfor i aplicant voltatges alts. Aquestes condicions permetran,| alhora
que s’incrementa el senyal, reduir el temps d analisi.

Al capitol 2 s’ha justificat que cal un pH suficientment basic per anhalitzar
cianurs i que la utilitzaci6 d'aquests pH déna lloc a mébilitats
electroosmotiques elevades. D altra banda, la mobilitat electroforética de la
fluoresceina és forca baixa donat el seu elevat pes molecular en comparacioé a
la resta d’analits i la seva estructura amb 3 anells benzénics. Les mc;bilitats
dels analits que es volen analitzar es troben a la zona intermédia-baixal (veure

taula 11.1).

Per tot aixd, en aquest capitol s'ha aprofitat el valor elevat) de la
mobilitat electroosmotica que donen els pH elevats i s’ha operat sempre amb
una polaritat positiva, ja que la disminucid de la mobilitat electroosmoética i la
utilitzacidé de polaritat negativa donaria una mobilitat total del fluoréfor i dels
analits baixa que afavoriria |'efecte de "bleaching”.

Un cdp millorat el senyal cal optimitzar els LOD operant sobre els factors

[

que afecten a (1.38) és a dir incrementant DR i TR i disminuint la concentracid
del fluorodfor.

El valor de DR millora amb @, & i una intensitat d"excitacio (l,) e?table.
Incrementant el valor d” |, i utilitzant una concentracid creixent de cromofor en
la dissolucié reguladora s‘obté un augment notable del soroll d’origen

quimic, paral.lelament al qué prediu |’expressio (1.25) en el cas de |"absorcio.

Donat que Ia disminucié de la concentracié de fluorofor també és un
factor fonamental per aconseguir LOD baixos, tal i com mostra |'expressié
(1.38), s’operara a una concentracio de fluorofor el més baixa possible i amb
valors de poténcia optica minims (uns 5 mW). Observi’s que el fet de baixar la
concentracié de fluorofor no afecta directament el senyal indirecte donat per
I'expressio (1.34).

L altre factor a optimitzar és el TR que millora quan la mobilit!at de
I"analit és propera a la del fluoréfor i quan augmenta la relacié entre les
carregues netes de ["analit respecte el fluorofor.

La utilitzacié de pH propers al pKa influeix notablement sobre la carrega
neta i la mobilitat del cianur lliure (CN- més HCN), parametres que depenen
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del grau de dissociacié del HCN@q) (a). La carrega neta del cianur lliure sera
igual al valor d” oo corresponent al pH utilitzat en la dissolucié reguladora i la
seva mobilitat electroforética efectiva ((uey)es) Vindra donada per I'equacio de
Tiselius aplicada a una espécie monoprotica (EBV 76)

(HMender @ Hen (6.1.)

on pcy €s la mobilitat electroforética de 1'anié CN- (veure taula 1.1 per
saber-ne el valor aproximat). L'espécie HCN,,, €s neutra i per tant quan mes
baix sigui el pH menys carrega eléctrica i mobilitat tindra el cianur lliure.

Un altre factor a considerar en |’optimitzacié de TR és la competéncia de
I’OH- amb la mostra en el desplagament de la fluoresceina la qual cosa fa que
sigui necessari operar a pH no gaire elevats.

Aixi doncs, el tampd que s’utilitzi haura de tenir un pH adequat per a qué
el CN- tingui una carrega neta propera a -1, una mobilitat propera a la de la
fluoresceina i una concentracié d’"OH" que no afecti el desplagament.

Per tal d"avaluar si el procés de desplagament és el correcte, s’han de
cumplir les expressions (1.34) i (1.35), que marquen la linealitat del calibratge
de la técnica.

Les importants fluctuacions de la linia de base en fluorescéncia indirecta
fan aconsellable la utilitzacié de les altures de pic en iloc de la de les seves
arees per a la realitzacié dels calibratges. Aixd és possible ja que les mostres
tenen com a matriu la propia dissolucio tampd i per tant no hi ha fendmens de
concentracié com els estudiats en el capitoi 2.

Prenent logaritmes en |'expressié (1.34), basada en alcades (h), s’obté :
log(h)=a+m.log(C,) (6.2)

on m és el pendent de regressid, que tedricament ha de valer la unitat si
el desplagament és correcte, i a és l'ordenada a |’origen que indica la
sensibilitat de la técnica.
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Finalment, un factor important quan es treballa amb detectors prototipus
és evitar al maxim les vibracions. Hi ha muntatges que utilitzen canceladors
de soroll amb els que aconsegueixen valors de DR superiors a 1000 (XUY
93). El temps i la pressid d'injeccié sén factors que també caldra optimitzar
per obtenir un bon senyal, tal i com s’ha mostrat als capitols 1 i 2. |
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6.2. PART EXPERIMENTAL

6.2.1. REACTIUS | DISSOLUCIONS

La fluoresceina en forma de sal disddica dihidratada (C,oH,oNa,05.2H,0,
M=412.3) es va obtenir de Eastman Kodak (Rochester, NY, USA). El cianat de
sodi (NaCNO) i I'hipoclorit de sodi (NaClO) provineren de Jansen Chimica
(Gardena,CA,USA). La resta de productes que es citen es van obtenir de
Fisher Chemical {(Fair Lawn, NJ, USA).

Per tal d’optimitzar les condicions d"analisi es van utilitzar dissolucions
reguladores consistents en fluoresceina amb una concentracié entre 100 i
2000 pM tamponades a pH entre 9.3 i més de 11 amb NaOH o KOH.

Els patrons de cianur de sodi es van preparar cada 2 6 3 dies en
concentracions de 1 a 10 g/l i es van enmagatzemar en un lloc fosc i fred .
Les dissolucions superiors a 10 ppm de NaCN es van preparar cada dia i les
dissolucions per sota d"aquests valors es van preparar moments abans de les
analisis. La resta de dissolucions es va preparar cada 2 6 3 dies.

Tots els patrons es van dissoldre en la dissolucié reguladora per tal
d’ésser analitzats.

6.2.2. INSTRUMENTACIO

En tots dos métodes de deteccid indirecta (absorcié UV i fluorescéncia)
es va utilitzar un capil.lar de silica fosa de 75 um de diametre intern i 360 um
de diametre extern de Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA). Les
longituds totals van ésserde 70i 73 cm i les longituds de deteccio de 44 i 38
cm pel cas de la deteccid per absorcido i per fluorescéncia indirectes,
respectivament.

Per operar en el mode de deteccié per absorcié es va connectar el
capil.lar a un aparell comercial d’electroforesi model 3140 d’ISCO (Lincolin,
NE, USA) i es va utilitzar el seu detector d"absorcié incorporat . En aquest cas
es van recollir les dades utilitzant el software ICE en un ordinador IBM-PC/AT
286.
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La deteccié basada en fluorescencia es va realitzar substituint el
detector d"absorcié pel detector prototipus mostrat a la figura 6.1.

\
La font d’excitacié d"aquest detector va consistir en un raig de 488 nm

d’un lasser d’Ar* (1) model 2211-10SL de Cyonics, Uniphase (San Jos%e, CA,
USA) que es va introduir dins d'una caixa de plexiglass (2) a través d’una lent
plano-convexa i un filtre dinterferéncia de 488 nm (3).

El raig incident es va projectar perpendicularment a la finestra crgada al
capil.lar, i el capil.lar es va connectar a |"aparell comercial d’electroforesi de
la mateixa manera que en el mode de deteccié per absorcid, utilitzant una
peca d alumini per subjectar el capil.lar (4). |

La radiacié fluorescent emesa pel capillar es va recollir
perpendicularment al raig incident mitjangant un objectiu de microscopi'de 10
augments (5) situat en un porta-objectius (6) Edmund Scientific (Barriington,
NJ, USA) i va ser conduida a un fotodetector (9) model HC 220-01 de
Hamamatsu (Bridgewater, NJ, USA) a través d’un filtre passabanda de 500
nm (8) utilitzant un mirall de montura cinematica (7) de Melles| Griot
(Irvine,CA,USA). En el cas de la deteccid per fluorescéncia, les dades van ser
recollides utilitzant un integrador Datajet d° Spectra-Physics | (San
Jose,CA,USA). '

Per tal de realitzar I"alineaci6é del raig es va procurar que la imatge del
capil.lar creada a la superficie del filtre (8) estés centrada i ben enfodada .
També es va mesurar el voltatge de sortida del fotodiode per saber| si el
senyal era |"adequat per aconseguir una bona deteccio.

6.2.3. CONDICIONS EXPERIMENTALS

Les dissolucions reguladores es van filtrar amb filtres membrana de 0.2
um d’Alitech (Deerfield, IL, USA) i es van degasificar durant 15 rr|1inuts
utilitzant un sistema de buit amb ultrasons Després d"aixd, la dissoluci6 es va
fer circular durant 4 6 5 hores al voltatge d’analisi. Donat que per sobre de 25
KV el temps d’estabilitzacié va ser insuficient, es van escollir valors iguals o
inferiors per les analisis.
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Figura 6.1. Esquema del detector basat en fluorescéncia lasser.
Les diferents parts del sistema s’expliquen en el texte.
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P

Es va evitar utilitzar dissolucions de fluoresceina per sota de 100 uM jaque la
baixa capacitat amortidora desestabilitzaria la linia de base. En tots els| casos
també es va escollir un valor baix de poténcia optica (entre 4 i 5 mW) per tal
d’evitar soroll extra degut a la fluorescencia del tampé.

La mostra es va introduir al sistema utilitzant el buit com a métode
d’injeccié. En aquest model el volum de mostra introduida venia fixat pels
KPa.s aplicats al capil.lar.
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6.3. RESULTATS | DISCUSSIO
6.3.1. PROVES DE FUNCIONAMENT DEL SISTEMA
6.3.1.1. Deteccio del cianur lliure per absorcié indirecta

Com a pas previ a la utilitzacié del detector de fluorescéncia prototipus,
es va realitzar la deteccié de CN- utilitzant dissolucions de fluoresceina 1 mM
a pH=11 i operant amb el mode d"absorcié indirecta per tal de provar les
condicions d analisi i les mostres escollides.

L espectre d absorcié UV-visible d’una dissolucié 105 M de fluoresceina
a pH=11 va mostrar un maxim relatiu a 238 nm i un d’absolut a 490 nm.
Operant a la primera longitud d’ona i amb un tampé 1 mM de fluoresceina a
pH=11 .es van obtenir els resultats de la figura 6.2 (A) que mostren la
detectabilitat del CN-. Es pot observar com, per aquestes condicions, el LOD
esta al voltant d” 1 ppm de CN- (4105 M) i el temps de migracié entre 8 i 9
minuts, valors que permetrien una analisi rapida i satisfactoria en aigtes
d’efluents abans del seu abocament. EIl CN- també es va poder detectar per
absorcio indirecta utilitzant concentracions de fluoresceina de 2 mM (pH=10.5)
i 0.5 mM (pH=10.2).

Un cop comprovada la deteccié del CN- per aquest métode indirecte es
va passar a provar el detector prototipus.

6.3.1.2. Proves de funcionament del detector fluorimetric

Per tal de comprovar el correcte funcionament del muntatge experimental
es va avaluar la deteccid directa de la fluoresceina mitjancant la seva recta de
calibratge utilitzant el prototipus basat en un lasser de 488 nm. La fluoresceina
és el fluorofor optim per aquest lasser ja que té el maxim d’absorcié absolut
molt proper a 488 nm.

En primer lloc es va comprovar que la poténcia optica del lasser fos lineal
amb el corrent del tub (r>0.99), fet que va indicar el seu correcte funcionament.
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Un cop realitzada aquesta prova, es va analitzar una mostra 2.108 M de
fluoresceina (22 KV i 5 KPa.s) i es va mesurar |"altura del pic de fluoresceina
en funcié de la poténcia optica del lasser aplicada per tal d avaluar la linealitat
del sistema i comprovar fins on arribava el fenomen de "bleaching”. Es va
observar que més enlla de 22 mW la linealitat es trencava i |"altura del pic no
creixia perceptiblement , indicant I’eliminacié del fenomen de "bleaching’ .

Utilitzant aquesta poténcia i un temps dinjeccié de 50 KPa.s| es va
realitzar un calibratge amb patrons entre 2+10-1° M i 10® M de fluoresceina. La
regressio del logaritme de la concentracié en funcié del logaritme de I’alftura de

- pic (13 mesures) va donar un valor de r>0.999 i un pendent de 1.0‘7.4:0.01,

proper a la unitat, que indica que el sistema funciona correctament ja que es
cumpleix I’expressio (1.31).

També es va constatar el funcionament correcte del fotodioc‘ie del
muntatge per la deteccid indirecta fent circular pel capil.lar dues dissolucions
reguladores de fluoresceina diferents (1mM a pH=10 i 0.4 mM a pH=9.3) i
estudiant la correlacié entre la poténcia dptica aplicada i el voltatge de ',sortida
del fotodiode. La correlacié entre aquests parametres va ser Iinea‘l amb
r>0.999 per voltatges entre 3.1 i 12.3 V. Si la poténcia optica era suficientment
elevada el fotodiode es saturava a uns 12.5 V, valor que es va evitar erl\ totes

les analisis efectuades.

: 5 |
6.3.2. DETECCIO DE CIANUR LLIURE PER FLUORESCENCIA INDIRECTA

6.3.2.1. Optimitzacié de les condicions

i

Un cop comprovat que el tipus de dissolucié i el prototipus funcionaven
adequadament, es van escollir les condicions experimentals per tal
d’optimitzar el LOD del CN- seguint la metodologia presentada'a la
introduccid.

Per millorar el LOD del CN- respecte la deteccid per absorcio indirecta es
va operar amb voltatges per sobre de + 20 KV i parametres d’injeccié entre 15
i 50 Kpa.s, que donaven una bona reproductibilitat per l'altura dels| pics.
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Utilitzant aquestes condicions la fluoresceina es movia rapidament (temps de
deteccié entre 2 i 3 minuts) evitant en gran mesura el fenomen de "bleaching".

Els seglents factors a optimitzar van ser la concentracié de fluordfor i el
pH. En un principi, es va mantenir la concentracié d"OH" igual o per sota de la
de la fluoresceina per tal d’evitar una possible interferéncia dels OH- en el
desplagament del fluoréfor. |

Operant amb dissolucions de concentracions semblants a les utilitzades
en absorci6 indirecta (1 mM a pH=11) es va haver d’injectar una concentracié
de NaCN superior a les de la figura 6.2. per tal de veure’'n el senyal, ja que el
soroll era elevat. '

La concentracié del fluordfor es va haver de disminuir fins a 0.25 mM de
fluoresceina a pH=9.6 per tal d"obtenir uns LOD similars als de la detecci6 per
absorcié indirecta. Baixant la concentracié de fluoresceina fins a 0.1 mM i el
pH a 9.3 també es van obtenir resultats similars, perd els pics de CN-
apareixien deformats i sortien prop d’un dels pics del sistema.

Per contra, els pics dels compostos relacionats CNO-, SCN- i NO;™, els
quals s’estudien més endavant, es van poden quantitzar bé amb aquesta
- dissolucié reguladora. El fet de que els pics de CN- apareguessin deformats i
que les mobilitats disminuissin en acostar-se al valor del pKa del HCNq) és
consequent amb |'expressié (6.1) ja que s’obté una barreja de CN- i HCNaq)
amb una carrega neta inferior a 1 que provoca una mobilitat més lenta i un
desplacament menor del fluordfor, donant pics baixos i deformes amb un valor
de TR inferior.

Davant d’aquests resultats, es va decidir augmentar lleugerament el pH
per tal de veure si interferia en el desplagament del fluorofor per part de la
mostra. Els millors resultats per detectar CN- es mostren a la figura 2 (B) on
es va utilitzar 0.1 mM de fluoresceina a pH= 10 (KOH). Es pot observar que el
perfil dels pics és satisfactori. Fins el grau en qué es va poder optimitzar cada
mode de deteccid, els LOD van ser millors per la fluorescéncia indirecta que
per |"absorci6 indirecta, i el temps d analisi va ser meés curt.
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Figura 6.2.Comparacié de la deteccié indirecta per diferents concemracionls de CN":
a) 105 M b) 4+105M c¢) 104 M d) 2+104 M

l
(A) Absorcié UV a 238 nm (1 mM fluoresceina a pH=11, 5 KPa.s i 2(;) KV)
(B) Fluorescéncia a4 mW (0.1 mM fluoresceina a pH=10, 25 KPa.s i[25 KV).
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6.3.2.2. Soroll, LOD i temps d"analisi del CN-.

La taula V1.1 resumeix alguns resultats analitics de la separacié i deteccio
del CN- i dels anions relacionats.

Els limits de detecci6 de tots els anions estudiats es van calcular a partir
de |"altura del pic que era superior a dos cops |’'amplada del soroll de pic a pic
del mateix assaig (POS 84) tal i com s'ha indicat en el capitol 3. Pel cas del
CN- els LOD indicats corresponen a 130 ppb. Aquest valor és superior als
limits de deteccié que es requereixen per tal de controlar el CN- en aigtes
potables, perd6 permetria el control d‘aigies residuals abans del seu
abocament.

Sota les condicions optimitzades es va obtenir un temps danalisi molt
curt i suficientment acurat per identificar qualitativament el CN-.

6.3.2.3. Valors de DR i TR pel CN-.

La reserva dinamica (DR) d"aquestes analisis es va calcular a partir de
I"amplada de soroll i les mesures del senyal de fons que s obtenien després
d’obturar el raig lasser del detector i ajustar el senyal a zero.

Depenent de les condicions, es van obtenir valors de DR entre 75 i més
de 300 per dissolucions 0.1 mM de fluoresceina. Operant sota condicions
analitiques similars, els factors principals que es va veure que afectaven el
soroll, i per tant els LOD, van ésser la vibraci6 mecanica de |’optica
(moviments de |'ordre de 75um) i el temps d’estabilitzacié de la dissolucié
reguladora en el capil.lar.

Aquest fet significa que els LOD experimentals podrien reduir-se si fos
possible reduir el soroll i incrementar el valor de DR.

Coneixent el valor de C,, a partir dels LOD (expressi6é (1.39)), els valors
de DR i la concentracié del cromofor, es pot calular el valor de TR prop dels
LOD utilitzant I'expressid (1.38). Pel cas dels anions monovalents, el valor
maxim de TR possible hauria de ser 0.5, donat que la fluoresceina a pH alcali
té dues carregues negatives.
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Anié CN- CNO- SCN- NO;-

Temps migraci6* 3.7+1.4 57+11 6.310.9 7.931.0
(min £ R.S.D. %)

LOD (M) 5¢106  2-9+106  2+106-105 2+1076-10%
DR 90 >300 >300 >300
TR 0.44 0.07 0.05 0l05

* Pel CN™ n=6, mentre que per la resta d"anions n=10.

Taula VI:1. Principals parametres de la Separacié i deteccio dels anions per deteccio indirecta.

El valor de TR pel CN- esta molt proper al valor tedric. Aixd significa que
el tampd es va optimitzar correctament i que el LOD del CN- és proper al que
tedricament s’esperava amb els valors de DR obtinguts.

Donat que el desplagament esta basat en les carregues del fluorofor i de
la mostra semblaria que concentracions d"OH- similars o superiors alla de la
fluoresceina interferirien en el desplacament i reduirien el valor de T,R. Tot i
aixi, el valor de TR augmenta quan la mobilitat de I"analit és similar ja la del
croméfor. La mobilitat dels OH- és molt alta comparada amb la de cromofor i
per tant, no interfereix de manera notable en el desplagament. Diaquesta
manera es pot operar & un concentracid baixa de cromafor al un pH
raonablement alt, tal i com ja han aconseguit alguns autors (GAY 90).

6.3.2.4. Calibratge del CN-

Per tal d'avaluar la validesa de |'expressio (1.34) que indica una relaci
directament proporcional entre concentracié i senyal es va realitzar la
regressié lineal del logaritme de la concentracid, des de 105 M fins 2«103 M,
respecte el logaritme de | altura de pic (mesurada en mm) que es mo:stra en la
figura 6.3.
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Es pot observar com la tendéncia dels punts és lineal i permet una
calibracié per tal d’estimar (més que determinar) concentracions de cianur. La
precissio de |altura dels pics de CN- també va ser baixa (de |‘ordre del 10%),
tal i com s’observa, fins i tot quan s’injectaven mostres acabades de preparar.

Aquesta regressié va donar un valor de r2=0.974 per 15 mesures amb
Fea>>F(1,13005=4.67 que indica que el model logaritmic és correcte, pero es va
obtenir un pendent de 0.40+0.03 que dista molt de la unitat i, per tant, invalida
I"expressio (1.34).

Donat que per la deteccié directa de la fluoresceina amb el mateix
muntatge el pendent era proper a la unitat, aquesta desviacié del pendent es
deu a la técnica indirecta utilitzada, més que al muntatge experimental. De fet,
aquests resultats indicarien que el valor de TR depén de la propia
concentracié de la mostra i de la preséncia d” OH- i creix a concentracions
baixes, fet que explicaria aquesta desviacié del pendent unitat.

6.3.3. DETECCIO DELS COMPOSTOS RELACIONATS AMB EL CN- PER
FLUORESCENCIA INDIRECTA

6.3.3.1. Analisi qualitativa i estudi d’interferéncies

En aquests estudis també es van analitzar anions relacionats amb el CN-
(CNO-, SCN-, NOy") i possibles ions interferents (Cl-, SO2 i COz2/HCO;")
utilitzant el métode de fluorescéncia indirecta optimitzat. Mescles d’aquests
anions van ser analitzades utilitzant dissolucions reguladores amb
concentracions de fluoresceina i pH en un interval similar a I'utilitzat per la
deteccié del CN-.

La separacié de CNO-, SCN-, NO;~ del CI- i el SO es va aconseguir tal
i com mostra la figura 6.5. En aquest electroferograma el pics de CI- i SO no
es van poder resoldre. Aquest fet perd, no té importancia perque solament es
volia comprovar si aquests dos anions interferien en la posicié dels anions
relacionats amb el CN-.
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Per tal de saber a partir de quina concentracié podien interferir aquests
dos anions, es van utilitzar concentracions de Cl- i de SO 2~ 11 cops més grans
que les que apareixen a la figura 6.5 ( 28 ppm de CI~i 210 ppm de SO, ), que
corresponen a concentracions mes altes que les presents en aigles naturals.

Els resultats van mostrar que la deteccié de CNO- i el SCN- encara era
possible sota aguestes condicions.

En comparacié amb altres referencies (JOJ 92)(JAB 93) es va observar
que |"ordre relatiu de migracié dels anions estudiats era el mateix excepte pel
cas de ClI i SO El pic de CO4;>/HCO; no es va detectar amb polaritat
positiva, probablement degut a la seva mobilitat.

Tots els pics tenen un "tailing” (veure apartat 1.3.3.2.) que indicaria que
I"anié que s’analitza t& una mobilitat total més gran que els anions de la
dissolucidé reguladora (MEV 79). Aquest "tailing" es deu probablement a la
relativament elevada concentracié d” OH- en la dissolucié reguladora.

6.3.3.2. Soroll, LOD i temps d’analisi dels compostos relacionats.

A la taula VI.1. també apareixen els parametres analitics del CNO-, SCN-
i NO5™. Un cop fixats la dissolucié reguladora amb la minima concentracié de
fluorofor i el pH utilitzats per la deteccidé del CN-, el control de les vibracions
mecaniques i el temps d’estabilitzacié del tampéd dins del capil.lar van ésser
els nous factors limitants que calia millorar.

Controlant la fixacié del detector a I"aparell, el nivellament de la base i
I'esmorteiment de les vibracions en certs punts i utilitzant un temps
d’estabilitzacié del capil.lar d’unes 40 hores els resuitats de les analisis es van
poder millorar, tal i com es mostra en la figura 6.6. on a més s’observa una
separacié clara entre els pics de CI- i de SO,2- quan s’injecten concentracions
baixes. :

Els LOD calculats a partir d’aquesta figura son els valors més petits
presents a la taula VI.1. Aquest estat de baix soroll va finalitzar després d’unes
hores i no va ser possible tornar-lo a reproduir.
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Figura 6.5. Electroforograma de |'analisi per fluorescencia indirecta dels compostosirelacionats
' tampdé: 0.1 mM fluoresceina a pH=10 (KOH);
condicions: 5 mW de poténcia dptica, 25 KPa.s i 25 KV.

1-CNO™ (4.6+10°5 M) 2- SCN" (3.9:105 M) 3-NOg (3.4-105 M)
4-CI" (7.2+10°° M) 5-SO,2 (24104 M) S - Pics del sistema
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Aixi, els valors normals dels LOD amb una bona fixacié del detector i un
temps d’estabilitzacié de 4 a 5 hores s’inclouen en la mateixa taula com a
valors superiors dels LOD.

Un dels avantatges del métode d’analisi desenvolupat és que es poden
analitzar els anions d’interés en menys de 8 minuts amb una bona precisioé en
els temps de migracio.

6.3.3.3. DR i TR dels compostos relacionats

Sota les condicions en les que es van obtenir els valors de LOD
superiors, es va obtenir un valor de DR=300.

Comparant els valors de TR obtinguts entre els anions (incloent el CN-)
en la taula V1.1 es pot observar que s’obtenen valors consistents amb el fet de
que el valor de TR augmenta quan la mobilitat de |"ani6 és més propera a la
mobilitat del fluorofor.

6.3.3.4. Calibratge dels compostos relacionats

El calibratge dels tres anions d’interés apareix en la figura 6.4. i es va
realitzar des de concentracions properes al LOD fins a uns 104 M de cada
anio.

La regressio lineal del logaritme de la concentracié molar del CNO-, SCN-
i NO;~ respecte el logaritme de [‘altura mesurada en comptes van mostrar
valors de r2entre 0.96 i 0.98, que indiquen un bon ajust del model, i pendents
d'entre 0.6 0.7.

Eis valors del pendents novament son estadisticament diferents de la
unitat, fet que mostra una desviacié de I'expressi6 (1.34) amb causes d"aquest
fet similars al cas del CN-. El calibratge solament permet estimar la
concentracié de les espécies relacionades.
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Figura 6.6. Electroforograma de |"analisi d"anions prop del seu LOD sota condicions
favorables de ‘soroll (fluorescéncia indirecta a 5 mW i tampé
0.1 mM fluoresceina a pH=10 (KOH), 25 KPa.si25 KV.

1-CNO" (2.7+10® M) 2-SCN" (2.3+10° M) 3-NO;" (2.0+105 M)

4-CI" (43+106 M) 5-S0,2 (1.2+10° M) S-Pic del sistema
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6.3.4. ESTUDI DE L"OXIDACIO ALCALINA DEL. CN- | SCN- AMB
HIPOCLORIT

Per tal de verificar si el métode analitic es pot aplicar al seguiment de
I"oxidacié alcalina del CN- utilitzant CIO-, una dissolucié sintética de 100 ml
amb 1.1»102 M de NaCN i 5.5+103M de KSCN a pH 10 es va oxidar utilitzant
ClO-. El métode d’oxidacié que es va seguir esta basat en assaigs estandard
(AAW 92)(AST 91) en els qué es va utilitzar la mateixa concentracié molar de
ClO- (24.8 g clor actiu / 1) i la mateixa relacidé oxidant/mostra. La mostra a
oxidar es va emplacar dins d'un kitasatos cobert exteriorment amb cinta
adhesiva negra per tal d’evitar possibles alteracions de la mostra degudes a la
llum solar.

Per la part superior del kitasatos es va insertar un eléctrode de pH a
través d’un tap de cautxu per tal de controlar I alcalinitat de la dissolucié. La
sortida lateral del kitasatos es va utilitzar per introduir dissolucions amb | ajut
de petits tubs de tefl6 units a xeringues de plastic. '

L'operacié d’oxidacid6 va consistir en introduir progressivament la
dissolucié d’hipoclorit a rad d’'uns 5 mi cada 15 minuts durant una hora sobre
la mostra agitada afegint el volum de dissoluci®6 NaOH 1M necessari per
mantenir el pH entre 10 11.

Finalitzada |"oxidacid, la dissolucio es va passar a un flascd de 200 mi i
es va enrasar amb NaOH pH=10. Per tal de realitzar les analisis de la mostra
oxidada, 0.1 mi d’aquesta dissolucié es van diluir fins 5 ml amb dissolucié
reguladora.

L electroferograma de la mostra diluida apareix a la figura 6.7. En
aquesta figura es poden identificar els pics de CIO-, CNO- i pics del sistema
per addicié de patrons i pel temps de migracié. En aquestes analisis no va
apareixer cap interferéncia per part del CIO- i d"altres subproductes (Cl-,etc)
en |"analisi del CNO-.

~Utilitzant el métode desenvolupat es va estimar que la concentracié de
CNO- es trobava entre 1 i 2«10 M en la mostra oxidada, perd no va ser
possible determinar independentment si tot el CNO- provenia de |’oxidacié del
CN- i del SCN- o solament del CN-.
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Figura 6.7. Electroforograma de | analisi d’'una mostra de CN- i SCN- oxidada (veure texte)
diluida 100 cops. (fluoreScéncia indirecta a 5 mW i tampé 0.1 mM fluoresceina
a pH=10 (KOH), 25 KPa.si25KV).

1-CNO~  S- Pics del sistema  P- Subproductes (CIO~, CI)
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) [

El fet de que I'espécie majoritaria després de l'oxidacioé alcalina sigui
principalment CNO- indica que aquesta oxidacié té lloc de forma majoritaria en
una sola etapa de manera que el CNO- que no progressa cap altres formes
(HCO5™, NH;, CO,, N, ) comen el capitol 5.
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