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DESCRIPCION
Procedimiento analitico colorimétrico

La presente invencion se refiere a reactivos para su uso en la medicion colorimétrica de un analito en muestras de
liquido, especialmente para andlisis de agua, y a un procedimiento de control para regular dichos reactivos cuando
se lleva a cabo el analisis. La invencién resulta adecuada para analitos en agua medidos comunmente tales como,
entre otros, cloro libre (u otros agentes oxidantes), alcalinidad total, dureza calcica y pH. Si bien los reactivos y el
procedimiento descritos en la presente memoria resultan especialmente adecuados para el andlisis en linea, se
pueden utilizar con instrumentos de laboratorio, instrumentos portatiles y similares.

Antecedentes de lainvencion

Aungue se ha experimentado con una serie de compuestos para medir el cloro libre, la medicion del cloro libre en
agua en que tiene en cuenta la formacion o pérdida de especies coloreadas
se ha venido determinando desde hace tiempo mediante tres procedimientos principales:

(1) valorimetria en la que el cloro libre reacciona estequiométricamente con un agente reductor tal como el ion
ferroso hasta un punto final utilizando un indicador de redox tal como N-N-dietil-p-fenilendiamina (DPD).

(2) colorimetria en la que un exceso de un reactivo incoloro reacciona con cloro libre para producir un producto de
reaccion coloreado proporcional a la concentracion de cloro libre. Por ejemplo, la DPD reacciona con el cloro libre
para producir un color rosa.

(3) decoloracidén de naranja de metilo.

Las reacciones en las que se observa la produccion o pérdida de color se pueden monitorizar con precision
midiendo la absorcién en una o mas longitudes de onda.

El procedimiento (1) tiene el inconveniente de que una solucién diluida de ion ferroso se oxida facilmente por el
oxigeno disuelto. Para ello, es necesario utilizar nuevo valorante. Ademas, a las concentraciones de cloro libre
medidas comUnmente de entre 0-5 ppm, el punto final no es muy definido.

La DPD, el reactivo mas popular del procedimiento (2) resulta nocivo para la salud. En forma soélida puede resultar
fatal si es absorbido a través de la piel (ref.. MSDS Oxford University). Este riesgo se reduce para la DPD en
disolucidn, pero es motivo de preocupacion cuando un analizador en linea para piscinas o baferas de hidromasaje
utiliza un depésito de DPD. Si el analizador se averia y se vierte una cantidad considerable de DPD en el agua, la
salud de los bafistas podria verse afectada, especialmente en el caso de pequefios cuerpos de agua, como el de
una bafiera de hidromasaje.

El naranja de metilo también resulta nocivo para la salud. Los procedimientos de decoloracion pueden llegar a medir
un intervalo mas amplio de concentraciones de cloro, pero se debe afiadir la suficiente cantidad del compuesto que
se esté decolorando para asegurarse de que reacciona todo el cloro libre presente. También es necesario conocer el
volumen que se ha afiadido con el fin de calcular la concentracion del cloro libre.

Debido a que los analizadores en linea que emplean procedimientos colorimétricos consumen parte del cuerpo de
agua que miden, se puede producir una perdida considerable de agua a lo largo del tiempo si la mezcla
reactivo/agua se desecha. Este hecho es indeseable en zonas en las que el ahorro de agua es primordial. Ademas,
se debe tener en cuenta la eliminacion segura de las mezclas reactivo/muestra usadas.

Muchos de los procedimientos de la técnica anterior contemplan el empleo de varios reactivos diferentes que se
suministran desde diferentes depositos de reactivo. Esto requiere un aparato de medicién complejo y caro. Por
ejemplo, el procedimiento estandar para la medicién de cloro libre emplea diferentes soluciones de DPD y un
tampon.

En la patente europea 762120, se describe un procedimiento de determinacion del contenido de cloro mediante un
indicador de bencidina que forma una sustancia colorante al reaccionar con el cloro.

En la patente de EE. UU. 4092115, se describe el uso de un indicador de acina para el analisis del cloro.

En la patente de EE. UU. 7441472, se describe un procedimiento y un dispositivo para medir el contenido de cloro
en piscinas.

En la patente de EE. UU. 7491546, se describe un procedimiento sin necesidad de contacto para el andlisis del
cloro.
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En el documento W0O2008061315, del presente solicitante, se describe un aparato y un procedimiento para
determinar el contenido de cloro en una piscina. En el procedimiento con DPD del documento US2006/073603 A1, el
reactivo es efectivamente incoloro y se produce un producto de reaccién coloreado. En este caso, es necesario
afiadir la DPD en exceso para garantizar que haya una cantidad suficiente disponible para reaccionar con todo el
cloro libre. En el procedimiento del documento JPS6190059 A, la adicidon de un colorante inerte a un agente
formador de color mejora la discriminacion visual. De este modo, el colorante no participa en la reaccion.

En la presente invencion, el reactivo para la medicion de cloro libre no resulta nocivo para la salud y se puede verter
sin problemas en el agua usada para beber o para nadar, por lo que permite reciclar las mezclas de reactivo/muestra
de cloro libre usadas y devolverlas al cuerpo de agua que se esta midiendo, con el fin de ahorrar agua.

Se proporciona un reactivo concentrado para minimizar el consumo de reactivo y para que la adicion del reactivo al
volumen fijo de muestra provoque una dilucién insignificante de la muestra. La invencién también tiene por objeto el
uso de reactivos Unicos en los cuales todos los componentes requeridos coexistan de manera estable para
simplificar el sistema de suministro, y para aumentar la velocidad del procedimiento utilizando un Unico volumen
inyectado, en lugar de un proceso de volumetria en el que se requieren multiples inyecciones. El objeto de la
invencion consiste en permitir mediciones precisas de cloro libre a lo largo de un amplio intervalo de concentracion
sin necesidad de diluir la muestra, normalmente 0 - 25 ppm.

Breve descripcion de lainvencion

La presente invencion proporciona un procedimiento analitico colorimétrico de acuerdo con la reivindicacién 1 para
determinar la concentracién de agentes oxidantes tales como el cloro libre en una muestra de liquido, mediante el
cual, se produce una reaccion del agente oxidante con dicho colorante alimentario.

Este procedimiento también se puede aplicar a métodos analiticos por via himeda de la técnica anterior para otros
andlisis tales como la conocida medicion del pH mediante un indicador de rojo de fenol, y andlisis volumétricos para
la alcalinidad total y la dureza.

En el caso de la medicién de cloro libre, la presente invencion se basa en la comprension de que ciertos colorantes
alimentarios autorizados por la agencia estadounidense de control de alimentos y farmacos (FDA por sus siglas en
inglés) se pueden decolorar mediante cloro libre, o son capaces de actuar como indicadores redox, de manera que
el colorante original reacciona con el cloro libre para dar un producto coloreado que posee un espectro de absorcion
considerablemente diferente al del colorante original. Para que la reaccion se produzca con rapidez, la solucion se
debe acidificar. El uso de un reactivo basado en sustancias autorizadas para su uso en alimentos garantiza que el
reactivo es completamente seguro y que incluso se puede devolver al agua potable.

Mientras que varios colorantes alimentarios comunes, tales como la cochinilla, se pueden decolorar con cloro libre,
el azul brillante FCF (cddigo de colorante alimentario E133) actia como un indicador redox. La reaccion con el cloro
libre produce un producto de reaccién estable amarillento. A diferencia de la reaccién de decoloracion, en la que el
producto es incoloro, un indicador redox presenta la ventaja de que, ademas de la pérdida del colorante original, o
como alternativa, se puede medir el producto de reaccién, si es coloreado. La reaccién entre el azul brillante FCF y
el cloro libre se lleva a cabo idealmente en el intervalo de pH 1,5 - 2,5, en el que la reaccién es instantanea y
completa. Se ha descubierto en la practica que la reaccidn con cloro combinado se produce, pero de manera mucho
mas lenta, similar al caso de la DPD. A diferencia de la DPD, la solucién de azul brillante FCF permanece estable
indefinidamente al aire. La reaccion no se ve afectada por el calcio u otras trazas metalicas, ni por la alcalinidad
total, siempre que la solucién se acidifique o tampone hasta un nivel inferior a un pH maximo (por ejemplo, 2,8).

Otros ejemplos de colorantes sintéticos autorizados para uso alimentario son: indigotina, verde rapido FCF, rojo
allura AC, eritrosina, tartracina y amarillo ocaso FCF. Otros ejemplos de colorantes alimentarios naturales son:
colorante de caramelo, anato, betanina, circuma, azafran, pimentén y zumo de baya de sauco.

La invencién también incorpora uno de los colorantes mencionados anteriormente u otro colorante o especie
coloreada que se decolore o actie como indicador redox con agentes oxidantes tales como el cloro libre, en un
sistema de medicién en el que la cantidad de reactivo afladida se puede cuantificar y regular con precision. Esto
resulta especialmente Gtil en un analizador en linea que monitoriza de forma continua el nivel de cloro libre.

En el procedimiento con DPD de la técnica anterior, el reactivo es efectivamente incoloro y se produce un producto
de reaccion coloreado. En este caso, es necesario afiadir la DPD en exceso para garantizar que haya una cantidad
suficiente disponible para reaccionar con todo el cloro libre. En el procedimiento de la presente invencion, el reactivo
es coloreado y la reaccién elimina el color del reactivo, o bien transforma parte del reactivo para obtener un color
diferente. En cualquier caso, al igual que en la reaccioén con la DPD, el reactivo se debe afiadir en exceso para
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asegurarse de que haya reaccionado todo el cloro libre de la muestra.

En el caso en el que el reactivo se decolora para dar lugar a un producto incoloro, la concentracion del cloro libre se
determina a partir de una pérdida de color. La presencia del color del reactivo indica que hay un exceso de reactivo
presente, y para calcular la pérdida de color (y, por tanto, la cantidad de cloro libre) se debe conocer con precision la
cantidad original de reactivo afiadida. Se puede afiadir una cantidad fija de reactivo, pero deberia contener suficiente
reactivo para cubrir el intervalo de concentracion de cloro libre que interese. Esta estrategia presenta dos
inconvenientes principales. En primer lugar, se desperdiciara reactivo; el uso mas econémico del reactivo consistiria
en utilizar dUnicamente un pequefio exceso con respecto a la cantidad necesaria para reaccionar con la
concentracion de cloro libre presente. En segundo lugar, a concentraciones muy bajas de cloro libre, la mayor parte
del reactivo quedara sin reaccionar y habra un limite para la cantidad de color de reactivo que se puede medir y, por
tanto, habra un intervalo limitado de concentracion que se pueda medir afiadiendo un volumen fijo de reactivo. Si se
conoce el volumen afiadido, se puede regular de manera que se afiada Unicamente un pequefio exceso con
respecto a la cantidad necesaria, y se pueden medir intervalos de concentracién mas amplios.

En el caso en el que el reactivo se oxida para dar lugar a un producto coloreado diferente, debe quedar parte del
reactivo tras la reaccion para garantizar que se ha afiadido lo suficiente, y la concentracion de cloro libre se puede
calcular a partir de la cantidad de producto coloreado. De nuevo, se puede afiadir un volumen fijo de reactivo
suficiente para cubrir el intervalo de cloro libre que interese. En este caso, no es necesario conocer el volumen
afiadido con tanta precisién, ya que el cloro libre se calcula a partir del producto formado y solo es necesario tener
un exceso de reactivo, como indica la presencia de reactivo sin reaccionar. No obstante, nuevamente, no es este el
uso mas econémico de reactivo y seria mejor regular el volumen afiadido. En la practica, generalmente también se
dara el caso de que exista un cierto grado de solapamiento de los espectros de absorcion del reactivo y el producto
de oxidacion coloreado y sera necesario hallar la cantidad de reactivo presente para realizar las correcciones
apropiadas a la hora de calcular las concentraciones de cloro libre.

En otro aspecto, la presente invencion contempla la provision de reactivos Unicos con un algoritmo de control para
regular el volumen de reactivo afiadido a un volumen fijo de muestra para dar un exceso escogido de reactivo mas
all4 de lo necesario para reaccionar estequiométricamente con el analito diana presente en el agua. No obstante, se
observara que los reactivos descritos también se pueden aplicar en kits de ensayo manuales u otra instrumentacion
fuera de linea, y que el algoritmo de control descrito se puede aplicar a otros analizadores en linea que utilizan mas
de una solucion reactiva. Un sistema de control para determinar la concentracion de cloro libre cuando un colorante
se oxida para dar lugar a un producto incoloro o coloreado se basa en el conocimiento o la obtencion del volumen de
reactivo afiadido y la cantidad de reactivo que queda en exceso tras la reaccion. El volumen afiadido se puede
conocer, por ejemplo, a partir de un mecanismo de dosificacién preciso (como una bomba de jeringa u otro
dispositivo de suministro) o se puede hallar, por ejemplo, a partir de mediciones épticas.

En un procedimiento, las etapas incluyen:

- Adicién de una cantidad de reactivo concentrado que contiene una concentracion conocida del compuesto reactivo
a una muestra de agua que se va a analizar en un primer ciclo de andlisis.

- Mezcla de dicho reactivo y dicha muestra de agua para formar una solucién.

- Medicion de la absorbancia de la solucion a 2 o mas longitudes de onda.

- Determinacion, a partir de dichas mediciones de absorbancia, de las concentraciones presentes en la solucion de
compuesto reactivo sin reaccionar y de producto de reaccién.

- Si hay presencia de reactivo sin reaccionar, determinacion de la concentracion del analito diana presente en la
solucion a partir de la concentracion del producto de reaccion.

- Determinaciéon de una concentraciéon “total” de reactivo en la solucion (definida como la concentracién total de
reactivo si no se diera la conversién en producto) a partir de la concentracién sin reaccionar, la concentracion del
producto y la estequiometria de la reaccion que produce el producto de reaccion a partir del reactivo.

- Determinacion de un nuevo volumen Vnuevo a afadir para producir un nivel escogido de exceso de reactivo por
encima del necesario para la reaccion con la concentracién de analito en la muestra de agua.

- Regulacién del sistema de suministro para suministrar Vnuevo en un posterior ciclo de analisis.

Un procedimiento alternativo incluye:

- Adicion al reactivo de un compuesto coloreado (referencia) que no participa en la reaccion y que posee un espectro
de absorcion considerablemente diferente al de otros compuestos del reactivo y a productos formados cuando se
afade a la muestra de agua, y en la que el compuesto de referencia esta presente en el reactivo en una relacion de
concentracion conocida con respecto a un compuesto reactivo del reactivo, de manera que la concentracion del
compuesto reactivo se puede expresar como algun factor F multiplicado por la concentracion del compuesto de
referencia.

- Adicidn de reactivo a la muestra de agua que se esta analizando.
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- Mezcla de dicho reactivo y dicha muestra de agua para formar una solucion.

- Medicion de la absorbancia de la solucion resultante a 2 o mas longitudes de onda.

- Determinacion, a partir de dichas mediciones de absorbancia, de la concentracion en la solucion del compuesto de
referencia [ref] y, por tanto, de la concentracién de reactivo afiadido como F x [ref].

- Si la concentracion del reactivo se considera suficiente para proporcionar un exceso para el intervalo de
concentracion de analito que interese, determinacion de la concentracion del analito en la solucién a partir de la
absorbancia medida.

- Determinacion del volumen V de reactivo afiadido a partir de la concentracion de referencia, la concentracion de
referencia conocida en el reactivo y el volumen de la camara de andlisis (CV).

- Determinacion de un nuevo volumen Vnuevo a afiadir para producir un exceso escogido de reactivo.

- Regulacion del sistema de suministro para suministrar Vnuevo en un posterior ciclo de andlisis.

Los reactivos y el procedimiento descritos en la presente memoria resultan especialmente adecuados para su uso
con el aparato y el procedimiento descritos anteriormente en la solicitud de patente previa WO2008061315 del
presente solicitante, pero se puede usar con otro aparato. Se ha escogido el cloro libre como ejemplo de andlisis
Unicamente con fines ilustrativos, pero se entendera que los principios descritos en la invencién se pueden aplicar
enteramente o en parte en otros analisis. Un ejemplo también proporciona un procedimiento éptico de analisis de la
alcalinidad total mediante un Gnico reactivo y un algoritmo de control de volumen. El reactivo y el procedimiento
utilizan un indicador de pH que se muestra coloreado tanto en forma acida como basica.

Un procedimiento para medir la alcalinidad total en el que el procedimiento comprende las etapas de:

- Adicién de una cantidad de un reactivo concentrado a una muestra de agua que se va a analizar, en la que el
reactivo contiene una concentraciéon conocida de acido y una concentracién conocida de indicador de pH; y en la
que el indicador de pH se muestra coloreado tanto en forma &cida como basica y presenta un cambio considerable
de color a valores de pH inferiores al del punto final de la valoracién del tampon presente en la muestra de agua; y
en la que la concentracion de acido esta presente en el reactivo en una relacién conocida de concentracion con
respecto al indicador de pH, de manera que la concentracion del acido se puede expresar como algin factor F
multiplicado por la concentracion del indicador de pH.

- Mezcla de dicho reactivo y dicha muestra de agua para formar una solucion.

- Medicion de la absorbancia de la solucidn resultante a 2 o mas longitudes de onda.

- Determinacién, a partir de dichas mediciones de absorbancia, tanto de la concentracién total (forma acida + basica)
de indicador presente en la solucién como del pH de la solucion.

- Si el pH se encuentra dentro del intervalo de cambio de color del indicador de pH, determinacion de la
concentracion en exceso de iones hidrégeno presente en la solucién a partir del pH.

- Determinacion de la concentracion total de acido afadido a partir de la concentracion total del indicador.

- Determinacion de la concentracion total de &cido consumido en la solucibn como la diferencia entre la
concentracion total afiadida y el exceso que queda.

- Determinacion del volumen V de reactivo afiadido a partir de la concentracion total del indicador, la concentracion
conocida del indicador de pH en el reactivo y el volumen de la camara de analisis (CV).

- Determinacion de un nuevo volumen Vnuevo a afiadir para producir un exceso escogido de &cido, es decir, un pH
escogido dentro del intervalo de cambio de color del indicador de pH.

- Regulacion del sistema de suministro para suministrar Vnuevo en un posterior ciclo de andlisis.

Otro ejemplo de andlisis que aplica el control contempla el uso de un Unico reactivo para analizar la dureza calcica.
Este ejemplo proporciona un procedimiento para medir la dureza célcica, en el que el procedimiento comprende las
etapas de:

- Adicion de una cantidad de un reactivo concentrado a una muestra de agua que se va a analizar, en la que el
reactivo contiene una concentracion conocida de un compuesto que se liga fuertemente al calcio en una forma
incolora, y una concentracion conocida de un compuesto que se liga al calcio, con dos colores diferentes en las
formas ligada y no ligada, pero con menos con menos fuerza que el compuesto ligante fuerte incoloro; y en la que la
concentracion de compuesto ligante incoloro de union al calcio esta presente en el reactivo en una relacién conocida
de concentracidon con respecto al compuesto ligante coloreado, de manera que la concentracién del compuesto
ligante incoloro se puede expresar como algun factor F multiplicado por la concentracion del indicador del
compuesto ligante coloreado.

- Mezcla de dicho reactivo y dicha muestra de agua para formar una solucion.

- Medicion de la absorbancia de la solucion resultante a 2 o mas longitudes de onda.

- Determinacion, a partir de dichas mediciones de absorbancia, tanto de la concentracion total de compuesto ligante
incoloro como de las proporciones del compuesto ligante coloreado de union al calcio en sus formas ligada y no
ligada presentes en la solucion.

- Si hay unas proporciones considerables de formas tanto ligada como no ligada del compuesto ligante coloreado
presentes en la solucion, determinacion de la dureza calcica a partir de concentraciones del compuesto ligante
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coloreado y la concentracion de compuesto ligante incoloro.

- Determinacion del volumen V de reactivo afiadido a partir de la concentraciéon total del compuesto ligante
coloreado.

- Determinacion de un nuevo volumen Vnuevo a afiadir para producir un exceso escogido de compuesto ligante
coloreado, es decir, una relacién escogida de la forma ligada respecto a la no ligada.

- Regulacién del sistema de suministro para suministrar Vnuevo en un posterior ciclo de analisis.

El reactivo Gnico comprende un compuesto incoloro que se liga fuertemente al calcio (por ejemplo, EDTA, gluconato
sadico), un compuesto que se liga menos fuertemente al calcio y que posee un color diferente en la forma ligada y la
no ligada (por ejemplo, rojo alizarina S), un tampén de pH para mantener un estrecho intervalo de pH y también
puede contener un agente reductor tal como tiosulfato de sodio para eliminar todo efecto decolorante de los agentes
oxidantes sobre el compuesto coloreado que puede estar presente en la solucién que se esta analizando, y también
puede contener otros compuestos tales como glicerol para alterar la viscosidad de la solucién reactiva.

Se sabe que la EDTA y el gluconato de sodio tienen una gran capacidad de formar complejos con los iones de calcio
en disolucion y el complejo resultante es incoloro. También se conoce la capacidad del rojo alizarina S para formar
complejos con los iones de calcio en disolucion, aunque no es tan marcada, por lo que los iones de calcio presentes
se ligaran en primer lugar a la EDTA o al gluconato de sodio. El rojo de alizarina S es de color rojo en su forma no
ligada y morado cuando se liga al calcio a un pH de aproximadamente 8,5. Es importante mantener el pH dentro de
un intervalo relativamente pequefio, ya que el rojo de alizarina S también funciona como un indicador de pH y puede
ser rojo o morado dependiendo del pH. A medida que se afiade el reactivo, la sustancia con mayor capacidad ligante
(EDTA o gluconato de sodio) se ligara primero al calcio presente y, si la concentracion de calcio excede la capacidad
del compuesto con mayor capacidad ligante, el rojo alizarina S se ligard al calcio y se volvera morado. Si la
concentracion del calcio no supera la capacidad del compuesto de mayor capacidad ligante, el rojo de alizarina S
permanecera rojo.

La esencia de esta metodologia se basa en converger en un volumen de reactivo a afiadir para dar lugar a un
exceso requerido de un compuesto del reactivo y, en dicho punto, se puede determinar el parametro que se esta
analizando. Una vez que se encuentra en el intervalo de volumen que interesa, este volumen se ajusta en funcién de
las concentraciones medidas para mantener este exceso requerido y constituye el volumen de reactivo inyectado en
el siguiente ciclo de analisis. Por tanto, cuando las concentraciones que se estan analizando cambian lentamente (lo
cual sucede a menudo), el sistema suele necesitar Unicamente una inyeccion para obtener un resultado y registrara
el volumen requerido que se debe inyectar, a medida que cambia. Esto se traduce en un tiempo de andlisis mas
corto y un menor uso de reactivo que llevando a cabo una valoracién cada vez. Si se produce un gran cambio
repentino, entonces se necesita que unos cuantos ciclos vuelvan a converger en la zona de interés. Las
concentraciones pertinentes (y a partir de ellas, los volumenes inyectados) se calculan utilizando compuestos de
referencia coloreados en el reactivo que pueden o no participar en la reaccion.

Los ejemplos de andlisis descritos que encajan en este procedimiento de control son:

1. Cloro libre utilizando colorante alimentario azul brillante. Aqui, el procedimiento se afina para que haya un
pequefio exceso de azul brillante sin reaccionar para tener la garantia de que se ha afiadido lo bastante para
reaccionar con todo el cloro presente. El azul brillante sin reaccionar y su producto oxidado se utilizan como
referencia Optica para determinar cuanto reactivo se ha afiadido.

2. Alcalinidad total. Aqui, el procedimiento se afina para que haya un pequefio exceso de acido mas alla del punto
final para dar un pH en el intervalo cuantificable mediante azul de bromofenol. Se utilizan ambas formas del azul de
bromofenol, acida y basica, como referencia Optica para determinar cuanto reactivo se ha afiadido.

3. pH. El procedimiento utiliza la relacién entre la absorbancia a 2 longitudes de onda para determinar el pH, pero el
procedimiento utiliza las formas acida y basica del indicador como referencia dptica para determinar cuanto se ha
afadido (igual que antes con el azul de bromofenol) y regularlo después hasta una cantidad fija (exceso) de reactivo
afiadido.

4. Dureza. Aqui, el procedimiento utiliza las formas ligada y no ligada del rojo de alizarina S con calcio como
referencia éptica para determinar cuanto reactivo se ha afiadido, y después se afina para tener un exceso de rojo de
alizarina S no ligado, de manera que esté en el intervalo en el que parte de la alizarina esté ligada y parte no esta
ligada.

Descripcion detallada de lainvencién
Se describira una realizacion preferida de la invencion haciendo referencia a los dibujos, en los que:
La figura 1 muestra la absorbancia a una longitud de onda concreta del colorante reactivo en funcién del volumen

anadido;
La figura 2 muestra los perfiles de absorcidn en funcion del volumen afiadido para el colorante reactivo y el producto
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coloreado;
la figura 3 ilustra un sistema de control aplicado a la valoracién para determinar la alcalinidad total y
la figura 4 ilustra un procedimiento para medir la alcalinidad total.

En el caso de que el reactivo se decolore hasta dar lugar a un compuesto incoloro, se pueden afiadir volimenes que
aumenten gradualmente hasta que quede un exceso de reactivo, indicado por la persistencia del color del reactivo.
La cantidad de reactivo que queda en exceso se puede calcular a partir de la absorcién del reactivo a una o mas
longitudes de onda. La cantidad total de reactivo afiadido se puede calcular a partir del volumen total de reactivo
afadido y la concentracion de la solucion del reactivo. La cantidad de reactivo consumida sera el total afadido
menos la cantidad que quede en exceso. Después se puede calcular la cantidad de cloro libre presente a partir de la
cantidad de reactivo consumido y la estequiometria de la reaccién entre el reactivo y el cloro libre. Una vez que se
conoce la concentracion de cloro libre, se puede calcular el volumen necesario para producir un exceso dado de
reactivo y se puede utilizar en un algoritmo de control que utiliza este volumen como punto de partida para el
siguiente analisis y ajusta de manera continua este volumen de partida aumentandolo o reduciéndolo en funcién de
cada medicion para mantener este exceso requerido independientemente de la concentracion del cloro libre. Esto
permite un uso mucho méas econémico del reactivo y un intervalo de medicion mas amplio que con la simple adicion
de un volumen fijo de reactivo suficiente para cubrir el intervalo de concentracion que interese, y una respuesta mas
rapida que si cada vez se lleva a cabo una valoracion por etapas. En muchos casos, el nivel de cloro libre cambiara
de manera relativamente lenta y, bajo esta estrategia de control, el volumen de reactivo afiadido se registrara con el
cambio en el nivel de cloro libre. Solo sera necesario llevar a cabo adiciones considerablemente mayores 0 menores
para hallar el nuevo volumen requerido si se produce un cambio rapido en el nivel de cloro libre, como en el caso de
una supercloracion.

El principio de este control para el caso de la decoloracidon se muestra en la figura 1, que muestra la absorbancia en
una longitud de onda concreta del colorante reactivo en funcién del volumen afiadido para dos concentraciones de
cloro libre diferentes (1) y (2), en las que (2) representa una mayor concentracion. Al principio, con bajos volimenes
afiadidos, todo el colorante reactivo se decolora hasta convertirse en un producto incoloro y no hay una absorbancia
apreciable hasta que se ha afiadido el suficiente colorante para reaccionar con todo el cloro libre presente, y
corresponden a los volumenes indicados con X1 y X2. En el caso del cloro libre de concentracion méas baja (1), hay
exceso de colorante presente a volimenes mayores a X1, y a volimenes mayores a X2 en el caso de la mayor
concentracion (2). A medida que el exceso aumenta, también lo hace la absorbancia medida del colorante reactivo.
Para lograr el nivel de exceso deseado se deben afiadir los volumenes indicados V1 y V2 en los casos de menor y
mayor concentracion de cloro libre, respectivamente. La cantidad de reactivo requerido en exceso se puede
expresar como un volumen (Vexceso_requerido). Una vez que se detecta el colorante reactivo, se puede calcular la
cantidad en exceso (y el volumen en exceso Vexceso correspondiente) a partir de la absorbancia. El volumen total V
afiadido, se puede expresar entonces como la suma del volumen del reactivo en exceso y el volumen que
corresponde a la cantidad de colorante reactivo oxidado para dar lugar al producto incoloro (Vproducto):

V = Vexceso + Vproducto

De este modo, el nuevo volumen para regular el siguiente ciclo de analisis de manera que se obtenga el exceso
requerido del reactivo (por ejemplo, V1 o V2 de la figura 1) es:

Vnuevo = Vproducto + Vexceso_requerido

Para cada medicién sucesiva, se repite este ciclo: Vexceso se calcula a partir de la absorbancia del colorante
reactivo y, conociendo el volumen total V afadido, se puede calcular Vproducto y Vnuevo. La concentracién de cloro
libre se puede calcular a partir de Vproducto, que proporciona la cantidad de colorante reactivo que ha reaccionado
con el cloro libre.

Una alternativa al uso de unos medios mecanicos de suministro de volumen precisos consiste en un procedimiento
para hallar la cantidad total de reactivo afiadido basado en un compuesto de referencia afiadido al reactivo, tal como
se describe en nuestra correspondiente patente nimero W02008061315. ElI compuesto de referencia es un
compuesto afiadido al reactivo que no participa en la reaccién con el analito diana y que posee un espectro de
absorcion considerablemente diferente al de otros compuestos presentes en el reactivo y/o los productos de
reaccion formados. La cantidad de reactivo afladido se puede determinar entonces a partir de la absorcion (y por
tanto la concentracion) del compuesto de referencia. En este caso, el compuesto de referencia no debe ser oxidado
de manera apreciable por el cloro libre u otro compuesto oxidante que se esté analizando.

En el caso del colorante reactivo que se oxida hasta presentar otro color, de nuevo se pueden afadir volumenes de
reactivo que aumenten gradualmente hasta que se mantenga un exceso del reactivo (lo cual también vendra
indicado por no producirse un mayor aumento en el nivel del producto producido). En este caso, la concentracion del
cloro libre se puede calcular a partir de la cantidad de reactivo consumido, como en el caso de la decoloracion, o a
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partir de la cantidad de producto producida, que se puede determinar a partir de la absorcion del producto coloreado.
La figura 2 muestra los perfiles de absorcion en funcién del volumen afadido para el colorante reactivo y el producto
coloreado, y los perfiles se mediran habitualmente a una longitud de onda diferente para el colorante reactivo y para
el producto oxidado. El perfil para el colorante muestra la misma forma que en el caso de la decoloracion, a
excepcion de que, debido al hecho de que el producto no es incoloro, también puede haber una contribucién a la
absorbancia medida de las especies del producto, y la absorbancia con un volumen inferior a X puede ser distinta a
cero. La absorbancia del producto coloreado tenderd a aumentar y a estabilizarse después, una vez que haya
reaccionado todo el cloro libre, y cualquier aumento continuado se debe a una contribucién del colorante reactivo en
exceso a la absorbancia. Dado que, en la practica, habra un cierto solapamiento espectral de la absorbancia entre el
colorante reactivo y las especies del producto, es necesario que el algoritmo de control tenga esto en cuenta a la
hora de hallar Vexceso y Vproducto.

Por ejemplo, si consideramos dos longitudes de onda en las que se puede apreciar una diferencia entre la absorcion
del colorante reactivo y las especies del producto, como por ejemplo una longitud de onda en el rojo y una longitud
de onda en el azul en el caso del azul brillante y su producto de oxidacion, entonces las relaciones se pueden
expresar como:

Absorbancia del rojo (Rabs) = Absorbancia del rojo de colorante reactivo en exceso (Rexceso) +
Absorbancia del rojo del producto (Rproducto)

Absorbancia del azul (Aabs) = Absorbancia del azul de colorante reactivo en exceso (Aexceso) +
Absorbancia del azul del producto (Aproducto)

Basandose en los espectros de absorcion para los compuestos puros, se sabe cudl es la relacion entre la
absorbancia en cualquier longitud de onda. Por ejemplo, la absorbancia del azul del colorante reactivo se puede
expresar como un factor F1 de la absorbancia del rojo, y la absorbancia del rojo del producto se puede expresar
como un factor F2 de la absorbancia del azul del producto. Por lo tanto:

Rabs = Rexceso + F2 x Aproducto
Aabs = F1 x Rexceso + Aproducto
Aproducto = (Aabs — F1 x Rabs)/ (1 - F1 x F2)
Rexceso = Rabs — F2 x Aproducto
De manera similar, también se pueden usar relaciones entre otras longitudes de onda.

La concentracion del producto (y por tanto la concentracion del cloro libre) es proporcional a la absorbancia del azul
del producto Aproducto, y la concentracion del colorante en exceso es proporcional a la absorbancia del rojo del
colorante en exceso Rexceso.

Conociendo el volumen de la camara de andlisis y las concentraciones presentes en el reactivo (o la absorbancia
para una proporcion dada entre reactivo y agua), tal como se describe anteriormente para el caso de la
decoloracion, las concentraciones del colorante reactivo en exceso y del producto se pueden expresar como un
volumen equivalente de reactivo afiadido. De este modo, el volumen afiadido que se consume para formar el
producto es Vproducto y el volumen de reactivo que, si no reacciona, produce la absorbancia Rexceso es Vexceso
y, por tanto, como anteriormente, el volumen total V afiadido es:

V = Vexceso + Vproducto,

y, nuevamente, el nuevo volumen a afiadir en el siguiente ciclo de medicién para mantener el nivel de exceso
deseado es:

Vnuevo = Vproducto + Vexceso_requerido

Al igual que en el caso de la decoloracion, se puede afiadir al reactivo un compuesto de referencia distinto que
posea un espectro de absorcion considerablemente diferente al de los compuestos del reactivo y los productos de
reaccion, y utilizarlo para hallar la cantidad de reactivo afiadido. No obstante, cuando se produce un producto de
reaccion coloreado, la solucién resultante se utiliza como su propia referencia para determinar volimenes de
reactivo afiadidos. La cantidad total de reactivo afiadido se halla a partir de la relacién entre los espectros de
absorcion del reactivo y el producto. El uso de la solucidbn como su propia referencia para hallar la cantidad de
reactivo anula la necesidad de una referencia adicional que sea estable ante la oxidacion del cloro libre. Si la
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absorciéon a una longitud de onda concreta se satura, se pueden utilizar las relaciones de absorcion a otras
longitudes de onda. La determinacion de los volimenes afiadidos a través de medios Opticos permite utilizar
procedimientos de inyeccién de volumen distintos de los que incluyen mecanismos mecanicos, por ejemplo, un
sistema de inyeccion presurizada basado en el tiempo, como el de nuestra patente correspondiente
W02008061315. La obtencion del volumen afiadido por medios épticos también sirve como diagndéstico til.

Se puede observar que el reactivo y el procedimiento de control de la invencién para el analisis del cloro libre
presentan varias ventajas. En una realizacién preferida, el reactivo simplemente incluye una solucién de azul
brillante FCF junto con unos medios de tamponamiento del reactivo hasta el intervalo de pH preferido de 1,5 a 2,5.
El tamponamiento se puede lograr mediante combinaciones de acidos y bases organicos o inorganicos y sus sales.
En una realizacion preferida, los medios de tamponamiento son acido citrico o acido tartarico junto con aminoacidos
tales como la glicina y/o el acido aspartico. En otra realizacién preferida, los medios de tamponamiento consisten en
un tampon de fosfato que comprende acido fosférico y dihidrogeno fosfato sédico. Las anteriores composiciones
presentan la ventaja de que no son corrosivas ni toxicas y no favorecen el crecimiento de algas en el caso en el que
el reactivo se devuelva a la piscina. El procedimiento de control se basa en hallar volimenes a partir de mediciones
Opticas del colorante reactivo que queda sin reaccionar y el producto de oxidacion coloreado en dos o mas
longitudes de onda y utilizar estos voliumenes para calcular un nuevo volumen a inyectar en el siguiente ciclo de
mediciéon con el fin de mantener un exceso escogido de colorante reactivo sin reaccionar. El procedimiento de
control proporciona un uso econémico del reactivo y amplia el intervalo de concentraciones que se pueden medir.

De acuerdo con la invencion, se puede observar que el uso de un colorante alimentario solventa las preocupaciones
acerca de la toxicidad de la DPD y el naranja de metilo, lo cual permite devolver la mezcla de reaccion al suministro
de agua con el fin de minimizar el consumo de agua. Ademas, en la practica, se ha descubierto que la regulacién del
volumen de colorante alimentario reactivo afiadido a la muestra de agua, conforme a los citados valores de
absorbancia del colorante alimentario original, el producto de reaccion y el compuesto de referencia, si se encuentra
presente, o combinaciones de los mismos, permite realizar mediciones precisas del cloro libre a lo largo del intervalo
de 0 a 25 ppm.

También se observé que tiene lugar una reaccion lenta del azul brillante FCF con cloraminas. La cinética de esta
reaccion se puede utilizar para determinar el contenido de cloro combinado de la muestra de fluido. Todo el cloro
libre presente reaccionara de manera instantanea con el azul brillante FCF y la reaccién con cloraminas (y otros
agentes oxidantes) se producira de forma mucho mas lenta. En este caso, se puede utilizar la evolucion del producto
de reaccion a lo largo del tiempo para determinar las concentraciones presentes. La reaccion se puede monitorizar
durante un periodo prolongado hasta que la reaccién se haya completado y el nivel de absorcion del producto se
estabiliza, o bien se puede monitorizar la reaccion (nivel de absorbancia del producto) en funcién del tiempo y una
funcion matematica ajustada a los datos, calculandose la concentracion final del producto a partir de la funcién
ajustada.

Los siguientes son ejemplos de formulaciones de reactivo:

A

232 gm de acido fosforico al 85 % en peso

293 gm de dihidrégeno fosfato sddico dihidratado

1,8 gm de azul brillante (erioglaucina), colorante alimentario C133
Completado hasta 1l con agua destilada

B

232 gm de acido fosférico al 85 % en peso

293 gm de dihidrégeno fosfato sddico dihidratado

1,8 gm de azul brillante (erioglaucina), colorante alimentario C133
0 -300 g de glicerol

Completado hasta 1l con agua destilada

C

150 gm de glicina

700 gm de acido citrico

1,8 gm de azul brillante (erioglaucina), colorante alimentario C133
Completado hasta 1l con agua destilada

D

150 gm de glicina

500 gm de é&cido tartérico
100 gm de acido aspartico
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1,8 gm de azul brillante (erioglaucina), colorante alimentario C133
0-300 g de glicerol
Completado hasta 1l con agua destilada

Se pueden utilizar otros tampones, el objeto consiste en producir un pH resultante en el intervalo de 1,5 a 2,5 tras la
adicion del reactivo en la proporcién de 1:100 (reactivo:muestra de agua que se esta analizando). También se
pueden utilizar otras concentraciones de azul brillante, dependiendo de los requisitos de la electrénica de la
absorcion.

En otro ejemplo, se utiliza una combinacién de colorantes alimentarios en un kit de ensayo manual para cloro libre

u otros compuestos oxidantes. Si en un reactivo para cloro libre se incluyen dos o mas colorantes alimentarios, que
se pueden decolorar o transformar en un producto coloreado en proporcion a la cantidad de cloro libre presente,
serd posible generar una gama de colores en la solucidn resultante, de manera que se pueda crear una escala de
color proporcional al cloro libre que sea distinguible a simple vista.

Siempre que el compuesto o compuestos del reactivo estén coloreados y el producto o productos de reaccion estén
coloreados, la solucién resultante se podra utilizar como su propia referencia para hallar el volumen de reactivo
afiadido, tal como se describe anteriormente. Otro caso particular es el de los indicadores de pH en los que las
formas acida y basica estan ambas coloreadas. En este caso, la solucién resultante consiste en una mezcla de las
formas acida y bésica del indicador, cuya proporcién depende del pH. Como antes, las concentraciones de ambas
especies se pueden hallar a partir de las relaciones de la absorbancia en dos o méas longitudes de onda. La
concentracion total del indicador sera la suma de las dos formas, y la concentracion total se puede convertir en un
volumen equivalente afiadido.

Por ejemplo, el pH de una piscina se mide convenientemente utilizando rojo de fenol como colorante indicador. El
rojo de fenol cambia de amarillo a rojo a lo largo del intervalo de pH de 6,8 a 8,4. El pH se puede determinar
Opticamente utilizando un Unico reactivo consistente en un colorante indicador de pH vy, en el caso del agua de una
piscina, un agente reductor adicional (como el tiosulfato de sodio) para neutralizar el cloro libre con el fin de impedir
la decoloracion del indicador. La concentracion total y el volumen afadido durante cualquier medicién se pueden
hallar a partir de la absorcién en dos o més longitudes de onda. El pH se puede calcular a partir de la absorbancia a
una longitud de onda una vez que se conoce la cantidad total de indicador afiadido, o el pH se puede calcular a
partir de la proporcion de la absorbancia a dos o mas longitudes de onda.

En un ejemplo, se proporciona un procedimiento de andlisis 6ptico de la alcalinidad total utilizando un Unico reactivo
y un algoritmo de control de volumen. El reactivo y el procedimiento utilizan un indicador de pH que esta coloreado
tanto en su forma acida como la basica. El indicador de pH sirve como su propia referencia para hallar el volumen
total afiadido. En muchas aplicaciones, la alcalinidad total se regula utilizando bicarbonato sédico. Normalmente, la
alcalinidad total (AT) se determina a través de una valoracion con &cido para localizar el punto final del acido
carbdnico. La AT se calcula a partir de la cantidad de acido afiadida en el punto final. A medida que se afade
progresivamente acido a la solucién que se esta analizando, el pH disminuye, y cambia con mayor rapidez en las
proximidades del punto final, tal como se muestra en la figura 3.

Un indicador de pH solo permite calcular el pH con precisién dentro del intervalo de pH en el que cambia de color.
Fuera de este intervalo, el indicador estara predominantemente en la forma acida o en la basica y se mantendra del
mismo color a medida que el pH varia. Para un indicador que cambie de color en la zona de pH del punto final (por
ejemplo, verde de bromocresol), el pH calculado utilizando el color del indicador durante la valoracién aparece como
la linea discontinua que se muestra en la figura 3. Para determinar el punto final, se debe afiadir acido hasta que el
pH atraviese la zona de cambio de color del indicador. Se podria afiadir a&cido de manera continua, siempre que se
produzca una mezcla adecuada y rapida durante la adicion, o bien por etapas. En cada punto, es necesario conocer
el volumen de reactivo afiadido para determinar el volumen afiadido en el punto final representado por el punto de
inflexion de la curva de valoracion. Si se afiade el indicador al reactivo, la concentraciéon del indicador presente
aumenta en proporcion a la cantidad de reactivo afiadido. Se pueden utilizar indicadores con formas acida y basica
coloreadas como su propia referencia para calcular la cantidad de indicador presente y, por tanto, el volumen de
reactivo afiadido. Una vez que se conoce la AT, se puede calcular el volumen de reactivo necesario para alcanzar la
zona de pH cercana al punto final y utilizarlo como punto de partida para el siguiente ciclo de analisis. La realizacién
de este calculo en cada ciclo de andlisis permitird a la rutina de control centrarse rapidamente en la zona de interés y
registrar los cambios en la AT.

En otro ejemplo, se proporciona un Unico reactivo para el analisis de la alcalinidad total consistente en un &cido, un
indicador de pH que presenta formas tanto acida como bésica coloreadas, y en el que el cloro libre u otro agente
oxidante estan presentes en el agua que se va a analizar, un agente reductor para neutralizar el agente oxidante con
el fin de impedir la decoloracion del colorante indicador de pH. Es necesario que todos los compuestos coexistan de
manera estable en la solucién Unica. En una realizacién preferida, el agente reductor es incoloro y se oxida para dar
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lugar a un producto incoloro. El reactivo Unico también puede contener otros compuestos para otros fines, como
alterar la viscosidad del reactivo. Un ejemplo consiste en no llevar a cabo una valoracion para determinar la AT, sino
una Unica adicion de un volumen del reactivo Unico de AT para afiadir un exceso de acido mas alla del punto final, y
calcular la AT a partir del exceso de &cido presente. La ventaja de esta estrategia es que solo se requiere un Unico
punto pasado el punto final y no es necesario determinar el punto de inflexion de la curva de valoracion. Ademas,
debido a que se requiere un exceso de acido, se puede utilizar un reactivo concentrado y solo se requiere afiadir
pequefios volimenes, con lo que se minimiza el uso del reactivo y se minimiza cualquier efecto de dilucion
producido por la adicién del reactivo. En este procedimiento, se escoge un indicador de pH (por ejemplo, azul de
bromofenol) que cambia de color a valores de pH por debajo del punto final, tal como se muestra en la figura 4. La
velocidad de cambio de la curva del pH frente al volumen de reactivo afiadido es también mucho méas pequefia mas
allda del punto final, por lo que se puede afiadir un volumen de reactivo en un intervalo mucho mas amplio para
producir un pH que quede dentro del intervalo que se puede medir mediante el indicador (indicado como “intervalo
de volumen util” en las figuras 3 y 4). El volumen afiadido se puede calcular utilizando el azul de bromofenol como su
propia referencia, y también se calcula el pH utilizando los valores de absorbancia del indicador.

La cantidad total de acido afiadido se calcula a partir de la cantidad total de reactivo afiadido. En el analisis de la AT,
el exceso requerido es un exceso de acido mas alla del necesario para convertir completamente todo el bicarbonato
en acido carbonico, de forma analoga al andlisis del cloro libre, en el que el exceso requerido consistia en colorante
reactivo sin reaccionar mas alla del requerido para reaccionar con todo el cloro libre. En este caso, la concentracion
del exceso de acido se puede calcular directamente a partir del pH. La AT se calcula a partir de la cantidad de acido
consumido. La concentracion del acido consumido es la diferencia entre la concentracién total afiadida y la
concentracién que queda en exceso. La cantidad de acido consumido se puede expresar como un volumen afiadido,
gue es el volumen de reactivo afiadido cuando se alcanza el punto final (VAT).

El azul de bromofenol cambia de amarillo a azul a lo largo del intervalo de pH de 3 a 4,4. El algoritmo de control de
la realizacion preferida regula el volumen afiadido para lograr un pH en el medio de este intervalo, es decir, pH 3,7.
La cantidad de reactivo requerida para producir un pH de 3,7, que constituye un exceso particular de acido mas alla
del punto final (es decir, en una solucién no tamponada), se puede expresar como un volumen de reactivo
(Vexceso). De este modo, el nuevo volumen de reactivo a afiadir para lograr un pH de 3,7 es:

Vnuevo = VAT + Vexceso

De nuevo, este valor se vuelve a calcular tras cada ciclo de analisis y el algoritmo registrara los cambios en la AT.
Solo sera necesario realizar cambios mas significativos del volumen inyectado si se produce un acontecimiento que
cambie rapidamente la AT en gran medida. En este caso, se aumentara o disminuira el volumen afiadido para volver
a localizar la zona de cambio de color del azul de bromofenol. La direccion del cambio (aumento o disminucion en el
volumen afiadido) es evidente a partir del valor de pH calculado. Tal como se explica anteriormente, el pH calculado
mediante el indicador cuando el pH esta4 fuera del intervalo de cambio de color del indicador serd un valor
relativamente constante, ya que el indicador estara presente, principalmente, todo en forma bésica o todo en forma
acida. De este modo, si el pH calculado a partir del indicador es préximo o superior a 4,4, es necesario afiadir mas
reactivo, y si el pH calculado a partir del indicador es proximo a 3 o es inferior, entonces, es necesario afiadir menos
reactivo (tal como se ilustra mediante las posiciones de la figura 4 marcadas con estrellas).

Ejemplos de formulaciones de reactivo para la alcalinidad total

E

10 — 30 % de agua

0 — 40 % de glicerol

0,02 - 0,5 concentracion molar final de HCI (normalmente, 0,1 M)
0,1 - 5 g/litro de tiourea

1 - 4 g/l azul de bromofenol

Etanol hasta equilibrio

F

10 — 30 % de agua

0 — 40 % de glicerol

0,02 - 0,5 concentracion molar final de HCI (normalmente, 0,1 M)
0,1 - 5 g/litro de glutation

1 - 4 g/l azul de bromofenol

Etanol hasta equilibrio

G
10 — 30 % de agua

11
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0 — 40 % de glicerol

0,02 - 0,5 concentracién molar final de HCI (normalmente, 0,1 M)

0,1 - 5 gllitro de cisteina

1 -5 g/l azul de bromofenol

Etanol hasta equilibrio

El HCI (acido clorhidrico) se puede sustituir por otros acidos fuertes como el sulfirico (H2SO4) o hidrégeno sulfato de
sodio (NaHSOQ,)

Una formulacion de reactivo para pH

H

0,05 - 0,5 g/litro de rojo de fenol (u otro indicador para el intervalo de pH apropiado)
0 — 50 % de etanol

0 - 50 % de glicerol

0,1 — 5 g/litro de tiosulfato de sodio

Agua hasta equilibro

Otro ejemplo contempla el uso de un Unico reactivo para analizar la dureza calcica.

El procedimiento incluye la determinaciéon del volumen de reactivo a afiadir de manera que la concentracién de
ligante fuerte mas rojo de alizarina S excede ligeramente la necesaria para unirse a todo el calcio presente. El
volumen afiadido se ajustara para alcanzar el punto en el que la mitad del rojo de alizarina S se liga al calcio (forma
morada) y la mitad queda sin ligar (forma roja). Por tanto, el procedimiento es anélogo al procedimiento descrito para
la alcalinidad total, ya que la cantidad de rojo de alizarina S en exceso que queda sin ligar y la cantidad total de
reactivo afiadido se determinan a partir de la absorcion del rojo de alizarina S en dos 0 mas longitudes de onda
(véase indicador de pH). Una vez que se ha afiadido un volumen de reactivo que da lugar a una mezcla con
presencia de formas ligadas y no ligadas del rojo de alizarina S, se puede calcular la dureza célcica a partir de la
proporcion de rojo de alizarina S ligado (calculado a partir de la relacion entre las dos formas de color) y la cantidad
total de rojo de alizarina S afiadida (calculada a partir de las magnitudes de absorciéon en dos o mas longitudes de
onda). Debido a que el rojo de alizarina S y el ligante fuerte estan presentes en una proporcion fija en el reactivo, la
cantidad total de rojo de alizarina S afiadida esta relacionada con la cantidad de ligante fuerte afadido. La
concentracion de calcio estara relacionada entonces con la concentracion de ligante fuerte mas la concentracion de
rojo de alizarina S ligado.

Para converger en el intervalo de volumen requerido, la indicacion de si afiadir mas o menos reactivo viene sefialada
por la absorcion del rojo de alizarina S en la solucion. Si todo el rojo de alizarina S se encuentra en la forma roja, es
necesario afiadir mas reactivo, ya que esta todo en la forma no ligada, y si esta todo en la forma morada, es
necesario afadir menos reactivo, ya que esta todo en la forma ligada. Una vez que se ha determinado el intervalo de
volumen requerido, este volumen se utiliza en el siguiente ciclo de andlisis, de manera que registrara los cambios
lentos en la dureza.

Formulaciones de reactivo preferidas para la dureza calcica:

I

10 - 200 g/litro de TRIS

3,5 — 70 ml/l de HCI concentrado (por ejemplo, 40 g/L de TRIS, 14 ml/L HCI concentrado)
0,5 — 5 g/litro de rojo de alizarina S

1 - 15 g/litro de EDTA

0 — 50 % de glicerol

J

10 - 200 g/litro de TRIS

3,5 - 70 ml/l de HCI concentrado
0,5 — 5 g/litro de rojo de alizarina S
1 - 50 g/litro de gluconato de sodio
0 - 50 % de glicerol

A partir de lo expuesto anteriormente, se puede observar que la presente invencién proporciona una estrategia Unica

y segura para medir el cloro, el pH, la alcalinidad total y la dureza calcica. Los expertos en la materia entenderan que
la presente invencion se puede implementar dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento analitico colorimétrico para determinar la concentracion de un analito oxidante presente
en una muestra de liquido, y dicho procedimiento se caracteriza por las siguientes etapas:

a) mezcla de un volumen de reactivo con un volumen de dicha muestra de liquido para formar una solucion, en la
que dicho reactivo contiene un colorante alimentario capaz de reaccionar con dicho analito oxidante de manera que
el producto de reaccion en dicha solucion posee unas caracteristicas de longitud de onda de absorbancia diferentes
a las del colorante alimentario sin reaccionar;

b) medicién de las caracteristicas de absorbancia de dicha solucién a dos o mas longitudes de onda, en la que al
menos una de las longitudes de onda corresponde al colorante alimentario sin reaccionar y otra de las longitudes de
onda corresponde al colorante alimentario que ha reaccionado;

¢) determinacién, a partir de dichas mediciones de absorbancia, de la concentracion de dicho producto de reaccién
de dicho colorante alimentario y la concentracién del colorante alimentario sin reaccionar en dicha solucion; y

d) determinacién de la concentracion de dicho analito oxidante a partir de la concentracion de dicho producto de
reaccion y dicha concentracion del colorante alimentario sin reaccionar.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el analito oxidante es cloro o bromo.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dichas etapas de adicion de un volumen de
reactivo, mezcla, medicion de la absorbancia y determinacién de las concentraciones de dicho producto de reaccion
de dicho colorante alimentario y dicho colorante alimentario sin reaccionar se repiten hasta que hay una
concentracion de colorante alimentario sin reaccionar distinta de cero para indicar que se ha afiadido un exceso de
reactivo mas alla del requerido para la reaccion estequiométrica entre dicho colorante alimentario y dicho analito
oxidante, y la determinacion de la concentracion de dicho analito oxidante a partir de la concentracion de dicho
producto de reaccion y dicha concentracion distinta de cero de colorante alimentario sin reaccionar.

4, Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el reactivo también
incluye un compuesto o compuestos para limitar el pH de dichas soluciones a un valor o intervalo de valores
deseado.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho colorante alimentario es azul brillante FCF.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que dicho compuesto o compuestos limitadores del pH
incluyen acido tartarico o un tampdén de fosfato.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se incluye en el reactivo
un compuesto de referencia coloreado que no reacciona con dicho compuesto oxidante en dicha muestra de liquido.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el volumen de reactivo
determinado para producir una concentracién en exceso escogida de colorante alimentario sin reaccionar en dicha
solucion se utiliza como volumen de partida de reactivo afiadido en el siguiente analisis de dicha concentracion de
compuesto oxidante.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que, para reacciones que no

son instantaneas, la reaccion se monitoriza en funcion del tiempo para determinar la concentracion de dicho analito
oxidante.
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