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» Titulaciones conductimétricas

Para la titulacion o valoracion de sustancias que

contengan caracter acido o basico se emplean

HCI por disoluciones con caracter acido o una base fuerte
Conductimetria como el agente titulante, segiin sea el caso; sin
- embargo, el punto final de la determinacién
aCIdO"base conductimétrica no se logra con un cambio de

color al agregar una sustancia indicadora. Es posible
determinar el punto final de la titulacion mediante
la conductividad de la solucién, al agregar poco a
poco el reactivo titulante, y medir la conductividad
en todo momento (Ottaniy Villarreal, 2006).

Para que se produzca un cambio en la conductancia §
de una disolucion debe ocurrir un proceso que altere i
la concentracion electrolitica de esta, como la adicion |
de un electrolito fuerte a uno no tan fuerte o la
adicion de una sal a otra, de forma que aumenta la
cantidad de iones disueltos en el medio (por ejemplo:
agregar cloruro de sodio a una disolucién de yoduro
de sodio). Si por el contrario, se da una reaccion
quimica de naturaleza i6nica, como reacciones en
las cuales se forman precipitados o la adicion de una
base a un acido o viceversa, la conductancia puede
disminuir o aumentar; por ejemplo, al agregar base
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a un acido fuerte la conductancia disminuira, pues
ocurre una sustitucion del ion H+ o protén (altamente
conductivo) por el cation de la base, el cual cuenta
con una conductividad menor (Douglas y Alexander,
1994) por lo tanto, el principio de la valoracion
conductimétrica se basa en el intercambio ionico
de ciertos iones con conductividades diferentes.

Para comprender como el intercambio iénico afecta
la conductividad, se considera cémo cambia la
conductancia de una solucion (C+D-) a la cual se
le agrega un electrolito fuerte (A+B-), suponiendo
que A+ (que es el analito) reacciona con el D- del
reactivo titulante. Si el producto de la reaccion es AD
y es escasamente soluble (precipita) o escasamente
ionizado, la reaccion se puede escribir de la siguiente
manera:

A+B- + C+D- «—— AD-+ C+B-

De la ecuacion anterior, los iones A+ son sustituidos
por los iones C+. Conforme se avanza con la
titulacion, la conductancia de la solucion que se
forme aumentara o disminuira, esto dependera de
si la conductancia del ion C+ es mayor o menor que
la del ion A+.

La realizacion de una titulacion conductimétrica
implica la constante medida de la conductancia
de la disolucion, al agregar de forma intermitente

el reactivo titulante a la muestra. Se determina el
punto final al graficar la conductancia medida en
el momento en funcion del volumen de titulante
agregado. Las curvas de titulacion conductimétricas
pueden ser de una variedad de formas dependiendo
de la naturaleza quimica de analito por determinar;
no obstante, estan caracterizadas por porciones
de lineas rectas con pendientes diferentes a cada
lado del punto de equivalencia (Wilches, Ruiz y
Hernandez, 2007).

” Mediciones de conductancia

Para medir la conductancia de una solucion se
utiliza un puente de Wheatstone (ver figura 1)
El paso de una corriente eléctrica a través de una
solucién electrolitica puede producir cambios en
la composicion de la solucién que esta cercana a
la zona de los electrodos, se genera por lo tanto
potenciales que pueden ser fuente de errores
serios en las mediciones conductimétricas, siempre
y cuando no se reduzcan los efectos de polarizacion
y proporciones desestimables. La utilizacion de
corrientes alternas es empleada para disminuir de
manera considerable los efectos de polarizacion y
el grado de electrolisis (Gennaro, 2003).




Figura 1. Puente de Wheatstone para mediciones
de resistencias.

Puesto que se emplea corriente alterna, la celda
tendra una capacitancia que no se balanceara en
la resistencia Rs, y por eso es necesario incluir un
condensador variable en paralelo con la resistencia
de manera que la capacitancia en A-D puede
contrarrestarse en D-B (Brunatti y De Napoli,
2015, p. 7).

»  Control de temperatura

Con el aumento de la temperatura aumentan
los valores correspondientes con la conductividad
ionica equivalente. Para iones diferentes de H+
y OH-, este aumento se debe principalmente a la
disminucion de la viscosidad del medio. En soluciones
acuosas, en el intervalo de 0 a 100°C, los cambios
en las conductividades de iones diferentes de H+
y OH- tienen un promedio aproximado de 2% por
grado. Los valores de conductividad de H+ y OH-
tienen coeficientes de temperatura mas grandes,
alrededor del 14% y 16%, respectivamente (Brunatti
y De Napoli, 2015).

Es indispensable durante una titulacion
conductimétrica contar con algun control de la
temperatura; generalmente se opta por temperar el
electrodo o celda sumergiéndolo por alguin tiempo en
un liquido que mantenga la temperatura ambiente
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y que no interfiera en la medicién. Aunque es
necesaria una temperatura constante, no es
importante controlarla en todo momento al realizar
la titulacién, pues seria muy problematico.

» Cambios de volumen

Durante el proceso de una titulacion conductimétrica,
el volumen del recipiente donde se agrega el titulante
esta en constante aumento, lo cual puede afectar
los datos de conductancia medidos (efecto de
proporciones desestimables) y por tanto, la curva
de titulacion, al obtenerse como resultado curvas
no lineales o poco simétricas.

Se puede emplear un método de correccion que
consiste en multiplicar la conductancia observada por
el factor (Vo+V)/Vo, donde Vo es el volumen inicial
de la solucién y V es el volumen total del reactivo
titulante agregado. La correccion presupone que la
conductividad es una funcion lineal de la dilucion,
lo cual es cierto solo en una primera aproximacion.
Con el objeto de mantener V pequefio, el reactivo
para una titulacion conductimétrica es varias veces
mas concentrado que la solucion que se titula, puede
usarse en este caso una micro-bureta para agregar
el titulante (Brunattiy De Napoli, 2015).

»  Curvas de titulacién

Para obtener el punto final en una valoracion,
es necesario determinar varias mediciones
experimentales con el fin de definir la curva
de titulacion, ademas se debe aplicar el factor
correctivo de volumen. Una vez elaborada la grafica,
se extrapolan los dos segmentos que sean lineales
y con ello se obtienen los puntos de equivalencia
en las dos intersecciones. Las curvas de titulacion
conductimétrica muestran gran numero de
desviaciones en relacion con su linealidad, debido
a que las reacciones entre el analito y el titulante
pueden no ser absolutamente completas.

Las regiones curvas se vuelven mas pronunciadas
cuando la reaccién en cuestion se hace menos
favorable y cuando la solucion resulta mas diluida.
Las porciones lineales de la curva se definen mejor
3 través de mediciones suficientemente alejadas
del punto de equivalencia para que el efecto de los
iones comunes impulse la reaccion mas cerca de
completarse; las mediciones en la proximidad del
punto de equivalencia, a diferencia de los métodos
potenciométricos, no tienen ningun significado.
(Brunatti y De Napoli, 2015, p. 9).

Las mediciones cercanas al punto equivalente de
la titulacion son confusas y no tienen sentido en
cuanto a la linealidad de la grafica, dado que la




curva se redondea en ambos puntos de inflexion por
factores como la disociacion, solubilidad e hidrélisis
del producto de reaccion; comparado con el método
visual con indicador o los métodos potenciométricos,
que dependen de observaciones en condiciones en
las que la reaccion es menos completa, el analisis
conductimétrico puede emplearse con éxito para
titulaciones basadas en equilibrios relativamente
desfavorables.

Aunque el punto de equivalencia es menos especifico,
el uso de la conductimétrica es mas ventajoso ya que
este método se puede adaptar a todas las reacciones
del tipo volumétrico; sin embargo, esta limitado en
sistemas de oxido-reduccion (REDOX) donde se
presenta un exceso de ion hidronio (H+), el cual se
muestra generalmente en este tipo de valoraciones
y puede llegar a alterar los cambios de conductividad
asociados a la reaccion volumétrica. (Canales, 1999).

» Titulaciones acido-base

Son titulaciones en las que ocurre una reaccion
del tipo neutralizacion (acido-base), sirven como
un excelente ejemplo para observar al punto final
conductimétrico, ya que existe una relacion de
conductancia muy alta de los iones H+y OH- en
comparacion con la conductancia de una reaccion
de formacion de productos.

Manual de laboratorio
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» Titulacion de acido fuerte con base
fuerte y con base débil

La figura 2 muestra la curva de titulacion
conductimétrica de una solucion 10-3 M de acido
clorhidrico con hidréxido de sodio.

f(VIV,,)
Figura 2. Curva de titulacion conductimétrica.
Por su parte, la figura 3 ilustra el grafico tipico de una

valoracion de un acido fuerte con una base fuerte
por conductimetria.
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A(Q-1*cm-1/Eq-g/l)

NaOH vs. Conductancia equivalente (A)
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Figura 3. Grdfico de titulacion conductimétrica
(Brunatti y De Napoli, 2015).

2 Calculos

Por el método de regresion lineal se obtienen las
dos ecuaciones para hallar el volumen del punto de
equivalencia como son: y = -3.5451x + 101.83,y =
1.9083x - 20.967

Al resolver las ecuaciones se obtiene:

-3.5451x + 101.83 = 1.9083x - 20.967
-3.5451x - 1.9083x = - 20.967 - 101.83
-5.4534x = -122.797
X=-122.797/-5.4534
X=22,51mlL

Donde 22.51 mL es el volumen del punto de equilibrio.

Al calcular la concentracion del acido clorhidrico:

250 mL*Cn,,, =22.51mL*0.125N
Cn HCl = (0.125 N) (22.51mL) (250 mL)
Cn HCl = 0.0112 N
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1. Prepare una solucion valorada de NaOH 0.1 M.

2. Llene una bureta de 10 mL con valorante y prepare
el conductimetro para la valoracion.

3. Mida una alicuota de 20 mL del HCl incognita,
y coléquelo en el recipiente destinado para la
valoracion. Afiada agua destilada hasta mantener
sumergido el orificio lateral del electrodo de
conductividad.

4. Coloque agitacion magnética y tome la lectura
Inicial de conductividad.

5. Agitando constantemente afiada valorante cada
(.25 mL y anote las respectivas conductancias.
Continte hasta vaciar la bureta de ser necesario.

6. Si el tiempo lo permite realice una nueva
valoracion.

7. Grafique, determine el punto final y calcule la
concentracion del HCl en la incognita.

8. Tabule sus resultados con los obtenidos por sus
companeros.

a. Laincertidumbre respectiva.

b. Promedio, mediana, rango.

¢. Desviacién estandar (DS), desviacion
estandar relativa (DSR), desvios absolutos y el
desvio absoluto promedio (DAP) con respecto

al promedio.

d. Desvio relativo promedio (DRP) en ppmil.

o
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Densidad en
soluciones binarias
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La palabra densidad se utiliza para describir el
cociente de la masa de un cuerpo entre su volumen.
La densidad de un cuerpo es uniforme e invariable
en toda la extension de su cuerpo, por lo que no
depende de la forma de este; es por esa razén una
cualidad de magnitud intensiva. Las unidades para
la expresion de la densidad son Kg/cm3 en el SI, pero
frecuentemente se utiliza g/mL. La férmula para la
expresion de la densidad es p = ™/v, donde “p” es

la densidad, “m” la masa y “v” el volumen (Picado y
Alvarez, 2008).

» Picnometro

Para hacer mediciones de la densidad relativa de
un liquido se utiliza el instrumento llamado botella
de densidad relativa o picnémetro, se pesa el
picnémetro vacio y luego se llena con el liquido por
analizary se pesa de nuevo para determinar la masa
por diferencia. El volumen del picnémetro se obtiene
al determinar la masa de agua que el picnémetro es
capaz de contener y multiplicarla por la densidad
del agua a una determinada temperatura. Para la
obtencion de la densidad relativa del liquido por
analizar se divide la masa de dicho liquido entre el
volumen del picnémetro (Burns, 2003).

15
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»  Método para la utilizacién

Se mide la masa del picnémetro vacio y después se
llena de agua destilada a 20°C (0 a otra temperatura
de 1a cual se conozca la densidad del agua) y se mide
su masa. La densidad del agua a 20°C es 0.99823 +
1x10-5 g/cm*

La masa de agua requerida para llenar el picnometro
es la diferencia:

35,552 g—25.601g=9.951g.

El volumen de agua y por tanto, la capacidad
volumétrica del picnometro es

V = (Masa del agua/ densidad del agua) = m/p
V =9.951g /(0.99823 g/mL) = 9.9686 mL

Si el frasco se pesa vacio, lleno de agua, y luego lleno
del liquido problema, la densidad de este puede
calcularse sencillamente.

Ejemplo: interesa determinar la densidad del metanol
a 20°C, se sabe que la masa del picnémetro vacio
es de 25.601 g y lleno con metanol a 20 °C es de
33.490 g, de modo que la masa de metanol que se
requiere para llenarlo es:

-33.490¢g-25.601g=7.889¢g
De manera que la densidad del metanol a 20°C sera

p=m/V=7.889g/(9.969 mL) = 07914 g/mL

Figura 4. Picnometro.
»  Densimetro

Un densimetro es un instrumento utilizado
para la determinacion de la densidad relativa de
forma directa, esta compuesto por un vastago
graduado en la puntay porun bulbo con una masa
determinada ubicado en su extremo. Generalmente
son elaborados con vidrio. La técnica de medicion
con este instrumento se fundamenta en hacer




flotar el densimetro en el liquido problema, para
posteriormente realizar la medicién mediante la
escala que se encuentra en el vastago.

Existen muchos tipos de densimetros. En su
elaboracion se varia la masa en el bulboy la escala y
se usan dependiendo del liquido por analizar, puesto
que existen liquidos mas ligeros que otros.

Existen densimetros con aplicaciones especificas,
por ejemplo, los uridensimetros utilizados en
medicina para medir la densidad de la orina o los
alcoholimetros utilizados en la industria para medir
la densidad de licores y vinos (Fuentes, 1998).

e e

Figura 5. Densimetro.

»  Labalanza de Mohr-westphal

Esta balanza aprovecha la fuerza de empuje de
los liquidos y el principio de Arquimedes para la
determinacion de la densidad de un liquido. Este

R R R R R R R R R,
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principio establece que al sumergirse un cuerpo
€n agua su peso aparente sera menor que el aire,
fenémeno que se conoce como fuerza de flotacién
o empuje (E), relacionada con la densidad del fluido
y ladensidad del cuerpo que se sumerja. Se expresa
de modo que (V) es el volumen del inmersor, (Er)
la densidad del liquido y (g) la gravedad (Lobo,
Castro, Miranda y Mendoza, 2010). La balanza Mohr-
Westphal esta conformada por una varilla de vidrio
de la que pende un hilo fino de platino; el inmersor
atado a la varilla experimenta una pérdida de peso
al sumergirse en el liquido problema “fuerza de
empuje”, que se compensa con reitres o jinetillos
que funcionan como contrapesos al colocarse al lado
opuesto de la varilla.

Contrapeso

M dg@
{

Inmem{

=

Figura 6. Balanza de Westphal.
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Al conocer el peso “en el aire” del inmersor (m), se
contrarresta la pérdida de peso generada por la
fuerza de empuije con diferentes masas conocidas
(reiters), esta masa es numéricamente igual que el
volumen del inmersor (v), puesto que la densidad
del agua es de 1 g/cm? (a una temperatura de 4 ")
Asi. con la férmula de densidad, es posible calcular
la densidad del liquido problema r p = m/v. Algunos
factores que pueden alterar esa medicion son la
temperatura, ya que la densidad cambia con respecto
a esta; la masa y volumen del hilo y su inmersion,
la presencia de burbujas de aire en el liquido, la
viscosidad y la tension superficial (Hopp, 1994).

Procedimiento 2

a. Densidad en refrescos gaseosos

1. Para analizar la densidad del refresco, que no es
una mezcla binaria, primero se le debe eliminar el
C0?, para lo cual se coloca la cantidad de muestra
necesaria en un beaker y se pone con agitacion
magnética hasta que no presente formacion de
burbujas.

2. Si el refresco es coloreado debera utilizar una
punta de espatula de carbon activado para eliminar
las impurezas coloreadas y filtrar, para eliminar el
carbon.

3. Una vez lista la muestra, se enfria a 20°C yse
determina la densidad por los métodos estudiados.

4. Seinterpola el resultado en una tabla de % m/m
de sacarosa (°brix) y se obtiene.

b. Densidad en licor

1. El licor se considera una solucion binaria, por
lo tanto, se procede directamente a realizar las
determinaciones de densidad con la muestra a 20°C,
con los tres métodos.

2. Con la densidad obtenida se interpola en una
tabla de °alcohdlico.




1. Medir la masa del picnémetro limpio y secoy no
manipularlo directamente con las manos.

2. Llenar el picnémetro con agua destilada de 20°C
= 25°C con la temperatura previamente medida.

3. Colocar la tapa del picnémetro y secar
completamente por fuera.

4. Medir la masa del picnometro mas el agua.
5. Homogenizar bien el picnémetro con la muestra

y proceder de igual forma que se hizo con el agua,
pero ahora con la muestra por triplicado.

6. Calcule la densidad correspondiente.

1. En una probeta de vidrio de 250 mL limpia y seca,
toloque 200 mL de la muestra a 20°C.

2. Con mucho cuidado, asegurese de que el
densimetro esté perfectamente limpio y seco.

3. Sumerja el densimetro con mucho cuidado sin
manipularlo directamente con las manos y no lo

Manual de laboratorio
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suelte bruscamente porque puede irse hasta el fondo
de la probeta.

4. Dele un giro al densimetro y asegurese de que no
quede pegando en las paredes de la probeta antes
de hacer la lectura.

5. Familiaricese con la escala del densimetro
empleado para evitar errores de lectura y determine
la densidad correspondiente.

6. Realice dos mediciones mas de la muestra a 20°C.

La incertidumbre de cada resultado.
Promedio, mediana y rango.

DS, DSR, desvios absolutos y el DAP con respecto al
promedio.

DRP en ppmil, error absoluto y error relativo en %.
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Cianocobalamina

por espectrofotometria
visible y teofilina por
espectrofotometria
ultra violeta
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La espectrometria ultravioleta visible (UV-V) fue
uno de los primeros métodos fisicos utilizados
para la determinacion de compuestos de manera
cuantitativa, se basa en la absorcion de energia
electromagnética del espectro ultravioleta y visible
por parte de las moléculas del analito. El rango del
espectro electromagnético para la region ultravioleta
esde 190 nmalos 325 nm y el del espectro visible se
encuentra en un intervalo entre 325 nm a los 1100
nm, la cual es la region del espectro capaz de ser
captada por el ojo humano (Olsen, 1990).

El espectro de frecuencias
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Figura 7. Espectro electromagnético.
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La energia electromagnética del rango ultravioleta
visible tiene la caracteristica de que puede ser
absorbida por las moléculas de una sustancia, de
forma tal que genera un estado de excitacion en
niveles de energia superior (electrones de valencia)
Yy provoca en estas un aumento en la energia y
transiciones electronicas, donde la energia adquirida
es liberada posteriormente de la molécula en forma
de calor o luz, al regresar de nuevo a su estado
fundamental (no excitado).

Para poder realizar la excitacion de electrones que se
encuentren fuertemente unidos (enlaces tripes) se
requiere de una fuente de energia radiante, en este
caso de fotones de luz (longitud de onda corta). Para
enlaces simples y electrones deslocalizados se utilizan
longitudes de onda mas largas como infrarrojo y
microondas (Hernandez y Gonzalez, 2002).

Johann H. Lamber y Wilhel Beer demostraron por
medio de sus experimentos, que existia relacion
entre la cantidad de luz radiante absorbida por
una determinada cantidad de sustancia al pasar
a través de ella. Este fendmeno de absorcion
ocasiona la deduccion del haz de luz irradiado ya
que la disminucion es proporcional a la cantidad de
sustancia de la muestra; estas observaciones fueron
la base para la creacion de métodos encargados de
la medicién cuantitativa de sustancias (Hernandez
y Gonzalez, 2002).

Se conoce como absorbancia (ABS) a la fraccion de
luz absorbida por una sustancia:”...es el logaritmo
decimal entre la potencia radiante espectral de la
luz transmitida a través de la referencia y de la luz
trasmitida a través de la muestra, ambos observadas
en cubetas idénticas” (Bourdelande, Nonell, Acufa y
Sastre, 1999, p. 13). Esta es proporcional al multiplo
de la absortividad de la sustancia debido a la
trayectoria del haz de luz que atraviesa la muestra
(paso optico), por la concentracion del analito. El
valor de absorbancia no tiene unidades, por tanto,
es adimensional (Bourdelande et al., 1999).

Donde:
ABS= absorbancia.
a = constante de. absortividad.
b= paso 6ptico medido en centimetros.

Crg/ = CONcentracion de la sustancia en mg/L.

La formula de absorbancia puede de igual manera
ser expresada en fraccion molar:




de:

™ absorbancia molar.

r = constante de absortividad molar.
paso optico en medido en centimetros.

= concentracion de la sustancia en mol/L.

Uz que atraviesa la muestray la luz incidente sobre
la. Se expresa de la siguiente manera:

~ = intensidad del haz luego de interaccionar con la
~ muestra.

= intensidad del haz incidente sobre la muestra.
(Billmeyer, 2004).

Barrido espectral: se realiza un barrido espectral
cuando se miden todas las longitudes de onda del
espectro UV-V, la absorbancia de una muestra. Se
destaca cada longitud de onda (eje x) con respecto
a su valor de absorbancia (eje y) formando un grafico
representativo del compuesto, que se considera como
el espectro. Para sustancias puras este espectro
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es invariable, por lo que puede ser almacenado
en una biblioteca electronica y comparado para
determinaciones cuantitativas de mezclas y
complejos (Villegas, Acerato, y Vargas, 2006).

Instrumento de analisis

La técnica de analisis por espectrofotometria se
fundamenta en irradiar la muestra de analisis
con un haz de luz monocromatica que tenga una
determinada longitud de onda, dicha longitud se
selecciona por medio de un selector de longitud de
onda o monocromador para posteriormente pasar
a través de la muestra. El haz de luz disminuye su
intensidad al pasar por la muestra, lo que produce
un cambio de intensidad que puede ser cuantificado
por medio de un detector de fotones de luz; la senal
producida se cuantifica y el valor obtenido es llamado
absorbancia (Harris, 2006).

Existen diferentes instrumentos utilizados acorde
con las cualidades para realizar distintas mediciones,
fundamentalmente se dividen en dos tipos: los
equipos capaces de realizar barridos espectrales
(espectrofotometros) que trabajan en todo el rango
del espectro electromagnético UV-Vy se dividen en
espectrofotémetros visibles, espectrofotometros
ultravioleta y espectrofotometros ultravioleta visible,
segun el rango del espectro electromagnético que




24

i

Manual de laboratorio
Técnicas instrumentales de analisis

cubran; y los fotdmetros, que miden solo la absorcion
de luz en el rango visible y no pueden realizar barridos
espectrales (Aldabe, Aramendia, Bonazzola, y
Lacreu, 2004).

Figura 8. Esquema bdsico de un espectrofotometro.

Fuente Selector
luminosa

i %) g

El equipo cuenta con un software que toma las
medidas de absorbancia para realizar una curva de
calibracion, basada en las mediciones de absorbancia
de estandares con concentraciones conocidas para
luego realizar la medicion de las muestras. Con
ayuda de los datos de absorbancia obtenidos es
posible alcanzar la concentracion de la muestra
problema, mediante una interpolacion (Aldabe
et al, 2004).

Componentes principales del equipo:

Fuente luminosa o de irradiacién: estas son lamparas
semejantes a un foco o bombilla, se fabrican con
materiales de calidad especificos para su funcion;
algunas son la lampara de filamento de tungsteno
(usada para rango espectral visible), la lampara de

deuterio o wolfranio (usada en la region ultravioleta)
y la lampara de xenén (que tiene un rango mas
amplio, por lo que cubre ambas zonas del espectro
UV-V) (Aldabe et al, 2004).

Selector de longitud de onda o monocromador: su
funcion es convertir la luz policromatica proveniente
de la fuente, en luz monocromatica, para después
poder irradiar la muestra con la longitud de onda de
interés (Aldabe et al, 2004).

Portamuestra o cubeta: son reservorios de la
muestra durante el analisis. Se fabrican con
materiales resistentes segtin el rango de medicion
que se vaya a implementar, de modo que se utiliza
cuarzo para el rango ultravioleta y plastico o vidrio
para el rango visible (Mauri, Llobat y Herraez, 2010).

Los detectores: se colocan al final del paso 6pticoy
ninguno es totalmente idoneo pues todos generan
ruido. El detector ideal debe tener alta sensibilidad en
cualquier rango del espectro, buena relacion sefal-
ruido, respuesta constante, tiempo de respuesta
corto,y minima senal constante en ausencia de luz (luz
oscura). Los mas utilizados son los fotodiodos, estos
estan compuestos por una barra semiconductora
de silicio o germanio que funciona como superficie
sensible para la medicién de fotones; también
existen los fotomultiplicadores, que a diferencia
de los fotodiodos cuentan con varias superficies
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fotosensibles, que multiplican factorialmente la
senal al interactuar con las diferentes superficies,
genera lo conocido como una cascada de electrones,
lo que permite aumentar la sefal, para una mejor
cuantificacion (Villegas, Acerato, y Vargas, 2006).

Tipos de instrumentos de acuerdo con su
configuracién: los espectrofotometros se
pueden dividir de acuerdo con su configuracion
optica en espectrofotémetros de un solo haz y
espectrofotémetros de doble haz.

Espectrofotometros de un’solo haz: la luz que
proviene de la fuente pasa por el monocromador y
directamente hacia la cubeta donde se encuentra
la muestra, luego por el detector, por lo que se
debe realizar primero un blanco para corregir la
absorbancia de fondo, antes de realizar una medicion.

Espectrofotometros de doble haz: la luz proveniente
de la fuente se divide en dos rayos de luz que toman
trayectorias diferentes, el equipo cuenta con dos
reservorios equivalentes a dos pasos 6pticos, un haz
de luz pasa por una de las cubetas con la muestra,
mientras de forma consecutiva el otro haz atraviesa
la otra cubeta con el blanco; eso permite medir en
todo momento la absorcion de fondo, adiferencia del
equipo de un haz que solo lo realiza una vez. Los dos
rayos de luz pasan al monocromador y al detector de
manera intermitente, para que realice la medicion de

cada unoy pueda corregir la lectura de absorbancia
(Hernandez y Gonzalez, 2002).

Cuidados experimentales
e instrumentales

El operador de este tipo de equipo tiene que seguir
cuidados experimentales e instrumentales para
asegurar la perfecta operacion del instrumento y
mantener su debida calibracion, alineacion optica,
estabilidad y trazabilidad en el tiempo. Las pautas
por seguir son las siguientes:

»  El instrumento debe ubicarse en un lugar que
permanezca cerrado con una temperatura
menor a 25 °C y humedad relativa menor al
70%. No se debe permitir la entrada de polvo
o animales rastreros que puedan entrar en el
equipo y depositarse en la 6ptica o danarla.

» La alimentacion eléctrica se debe regular
mediante una UPS adecuada para evitar picos
de voltaje que puedan afectar las fuentes de
poder y tarjetas electrénicas.

»  Mientras el equipo esté fuera de la operacion
debe permanecer cubierto para impedir la
entrada de polvo.

M e . ™
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»» Para alcanzar una buena reproducibilidad y
exactitud de los datos, el equipo debe encenderse
de 30 a 45 minutos antes para lograr estabilidad
térmica en la lampara y la electronica.

» Se requiere que toda solucion que se desee
analizar sea homogénea, no debe poseer solidos
suspendidos pues provocan pérdidas de luz por
difraccién y dispersion.

» Deben manipularse las cubetas de forma
adecuada (no tomarlas por la parte no
esmerilada) y secar bien (con papel que no raye
y que no deje residuos) el paso optico al realizar
la lectura en el instrumento.

Para realizar mediciones de absorbancia la cubeta
debe homogenizarse con el analito por lo menos
en tres ocasiones, se secan y limpian las caras
transparentes de la cubeta con una toalla suave antes
de la medicion y se coloca en su lugar. Esta operacion
debe efectuarse con mucho cuidado porque las
celdas utilizadas para la zona ultravioleta visible son
de cuarzo, lo que implica que sean delicadas, costosas
y que se puedan rayar por una mala manipulacion.

Procedimiento 3

Cianocobalamina inyectable por espectrofotometria
visible

1. Prepare en grupo, una solucion madre de
cianocobalamina a 250 mg/L de agua, pese con
exactitud 25 mg del estandar puro y llévelo a un
balén de 100 mL.

2. Realice por mesa, seis soluciones patron a partir
de la solucién madre a 250 mg/L, segun el siguiente
cuadro:

Cuadro 1. Diluciones para curva de calibracion
de cianocobalamina

Solucion Patron Alicuota Balon Concentracion

Madre (mL) (mL) (mg/L)

p! 3,00 25,00 30,00

2 3,50 25,00 35,00

250 3 400 2500 40,00

mg/L 4 450 25,00 45,00

2 5,00 25,00 50,00

6 6,00 25,00 60,00




1. Consulte el etiquetado de cianocobalamina del
producto por analizar y prepare tres diluciones de
la muestra inyectable en balones de 25 mL, de tal
manera que la concentracion tedrica esperada quede
dentro de la curva de calibracién propuesta en el
punto anterior. Esta etapa se realiza en parejas o lo
que indique su profesor.

2. Después de al menos media hora de haber
encendido el espectrofotometro, inserte la
longitud de onda de trabajo (549 nm) y calibre el
cero absorbancia con las dos,cubetas con el blanco
reactivo.

3. Mida en el espectrofotémetro la curva de
calibracion correspondiente a su mesa y anote los
datos de absorbancia. Seguido a ello mida las tres
muestras, anote las absorbancias correspondientes
y calcule lo solicitado.

4. Determine:

a. Concentraciéon en mg/L de cianocobalamina
en la muestra inyectable y su incertidumbre.

b. Porcentaje obtenido con respecto a lo
etiquetado en el producto y si cumple o no
cumple con la especificacion (95-115%)

¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP.
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Procedimiento 4

Teofilina en tabletas por espectrofotometria ultra
violeta

1. Prepare por grupo, una solucién madre de
teofilina a 100 mg/L en agua, pese con exactitud 25
mg del estandar puroy llévelo a un balon de 250 mL.

2. Realice por mesa, seis soluciones patron a partir
de la solucién madre a 100 mg/L, segun el siguiente
cuadro:

Cuadro 2. Diluciones para curva de calibracion
de teofilina

Solucion Patron Alicuota Balén Concentracion

Madre (mL) (mL) (mg/L)

1 1,00 25,00 4,00

2 150 25,00 6,00

100 3 2,00 2500 8,00

mg/L 4 2,50 25,00 10,00

5 3,00 25,00 12,00

6 3,50 25,00 14,00
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1. Pese con exactitud del 0.1 mg diez tabletas de
teofilina, calcule el peso promedio de dichas tabletas
y morterice hasta hacerlas polvo muy fino.

2. Consulte el etiquetado de teofilina del producto
por analizar y prepare tres pesadas de la muestra en
balones de 100 mL, al mismo tiempo calcule que la
concentracion teérica al final de las diluciones, quede
dentro de la curva de calibracion propuesta.

3. Agregue agua destilada hasta tres cuartas partes
del volumen del balén y coloque los balones durante
10 minutos en bafo ultrasénico para asegurar la
solubilidad total de la teofilina.

4. Retorne a temperatura ambiente el balon (si se
calento en el ultrasénico) y afore a volumen con agua
destilada.

5. Filtre con papel de tamafio de poro apropiado,
unos cuantos mL de la muestra, tome una alicuota
delfiltrado y llévela al balon seleccionado segun los
calculos hechos.

6. Luego de al menos media hora de haber encendido
el espectrofotometro, inserte la longitud de onda de
trabajo (272 nm)y calibre el cero absorbancia con las
dos cubetas con el blanco reactivo.

7. Mida en el espectrofotometro la curva de
calibracién correspondiente a su mesa, anote los
datos de absorbancia y seguidamente mida las tres
muestras y anote las absorbancias correspondientes.

Calcule

a. Los mg de teofilina en las tabletas y su
incertidumbre.

b. El porcentaje obtenido con respecto a lo
etiquetado en el producto y diga si cumple o no
cumple con la especificacion (90-110%).

¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.
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El fundamento de la técnica de espectroscopia de
absorcion atémica (EAA) y la espectroscopia de
emision atémica (EEA) fue estudiado por primera
vez por los cientificos G. Kirchhoff y R. Bunsen, el
objeto de su estudio fue el fendmeno de auto

Potasio por absorcion absorcion en el espectro de algunos metales; la
ley de Kirchhoff establece que “cualquier materia

atomica : § sodio por que pueda emitir luz a una cierta longitud de onda

fotometria de llama también absorbera luz a esa longitud de onda”, esto

( s b témi ) significa que, si un atomo que se encuentra en su
émision atomica estado basal es irradiado por una fuente de energia

radiante, absorbera una determinada longitud de

onda proveniente de esa fuente y por consecuencia,

experimentara una transicion hacia un estado de ¥
excitacion electronica de mayor energia, porque ese
estado es inestable. El dtomo regresa con el tiempo
a su acomodo electronico inicial y elimina el exceso
de energia en forma de radiacion, ya sea luz o calor §
(Razmilic, 2016). .

°
n
e
g

De acuerdo con lo anterior, un atomo puede alcanzar
uno o varios estados de excitacion electronica (E1, E2,
E3,..) por consecuente, cada uno puede emitir una
determinada longitud de onda en el espectro (A1,
A2, A3,...); sin embargo, para la técnica de absorcion
atémica es importante el primer estado excitado
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(E1), ya que este determina la transicion entre el
estado basal o fundamental y el estado excitado
(se conoce como longitud de onda de resonancia).
Este fendmeno se describe en la ecuacion de Plank,
donde se establece que la energia radiante emitida
por atomo es igual a la diferencia entre el estado
excitado (E1) y el estado fundamental (EO) (ACS, 2005).

H Constante de Planck
\Y Frecuencia

@ Velocidad de luz
A Longitud de onda

Puesto que existe una relacion entre la cantidad de
sustancia y la cantidad de energia que esta pueda
absorber, se define lo conocido como la ley de
Lambert-Beer, la cual establece que la absorbancia
de una sustancia es directamente proporcional a la
concentracion de las especies absorbentes presentes
en ella. Al seguir este fundamento y al saber que
el coeficiente de absorcion es caracteristico para
cada elemento, es posible cuantificar la cantidad
de sustancia de una muestra problema mediante la
técnica de absorcion atémica (Gomez, Sierra, Pérez,
y Morante, 2010).

La técnica de absorciéon atomica consiste
fundamentalmente en descomponer la muestra en
vapor atémico, mediante la adicion de calor a altas
temperaturas, luego se irradian los 4tomos en estado
fundamental con una fuente que emite la misma
longitud de onda de la sustancia que se buscay por
altimo, se cuantifica la cantidad de radiacion emitida
por la muestra (espectroscopia de emisién atomica)
o la cantidad de energia que absorbio de la fuente
(espectroscopia de absorcion).

Instrumento de analisis

Los componentes basicos de un equipo de absorcion
atomica son

Fueme de
radiacion |——* i Monocromador Detector
pnmana

Sistema de Medidor
introduccion o registro
de muestra

Figura 9. Componentes bdsicos de la absorcion atomica.
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Fuente de radiacién: |a fuente utilizada cominmente
en absorcion atémica es la lampara de catodo hueco,
esta se compone por un cilindro sellado al vacio, en
su interior se encuentra un catodo (construido del
metal por analizar) y un anodo, rodeados por una
atmosfera de gas inerte. Esta funciona como una
bombilla ya que emite luz a la longitud de onda del
metal del que esta construido el catodo, al aplicar
corriente eléctrica, esta funciona solo para medir
este tipo de metal (Walton y Reyes, 1983).

También existe la lampara de descarga sin electrodos,
constituida por un tubo de cuarzo herméticamente
.cerrado con una atmésfera de gas inerte, en cuyo
interior se encuentra un depdsito con una pequena
cantidad del elemento de interés. Para generar la luz
se aplica radiacion por microondas, lo cual hace que
se exciten los electrones del elemento al colisionar
con las moléculas de gas inerte, este fenémeno
produce liberacién de energia en forma de fotones
de luz (Villegas, Acerato y Vargas, 2006).

Atomizador: en absorcion atémica se utilizan
atomizadores de llama o atomizadores sin llama
para generar la temperatura necesaria para producir
atomos libres de la sustancia por analizar.

Atomizador de llama: se compone de un mechero
0 quemador alimentado por combustible (aire/
propano, aire/6xido nitroso...) ademas de un
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nebulizador para introducir la muestra al me chero.
Antes de que la muestra sea atomizada por el
mechero esta debe ser convertida en un fino aerosol,
lo que ayuda a distribuir de mejor forma la sol ucion,
lo cual permite evaporar los solventes y formar con
ayuda de la llama un vapor atémico mas uniforme
(Walton y Reyes, 1983).

Atomizador sin llama o atomizacién electro térmico:
consiste en una cavidad u horno construido en un
material resistente como el grafito, en su interior
se encuentra un tuvo hueco del mismo material
donde se coloca la muestra. La produccion de la
temperatura necesaria para convertir la muestra
en vapor atémico se genera en el tubo de grafito, que
es calentado al hacer pasar una corriente eléctrica a
través de €l. Estos atomizadores presentan diversas
ventajas como una alta eficiencia en generar vapor
atémico, permitir el empleo de pequefos volirmenes
de muestra y admitir un analisis directo de muestras
solidas (Razmilic, 2016).

Monocromador: en absorcion atémica se utiliza el
monocromador de red con montaje de Littrovv o de
Czerny-Turner o rejilla. Este monocromador permite
aislar una longitud determinada del espectro emitido
por la lampara de catodo hueco (Potts, 2013).-

Detector: se emplea un foto-multiplicador que
produce una corriente eléctrica proporcional a la
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intensidad de fotones emitidos por el monocromador.
Ademas, tiene acoplado un amplificador de sefal,
con el fin de generar una sefial mas sensible, por
altimo pasa a un dispositivo de lectura de voltaje,
generalmente un voltimetro digital, esta senal es
computarizada y es proporcional a la concentracion
del analito (Razmilic, 2016).

Diferenciacion entre la deteccion

en EEAy EAA

En EAA los atomos que estan en la llama absorben
radiacion, por lo que se genera una disminucion
en la sefial emitida por la fuente, el detector mide
esa disminucion para compararla luego con el valor
de concentracion; en EEA no hay una fuente de
emision, lo cuantificado por el detector es la energia
irradiada en forma de luz por los atomos al excitarse
por las altas temperaturas y regresar a su estado
fundamental.

Importancia de la temperatura
de atomizacion

Los atomos absorben energia en cantidades
diferentes de acuerdo con sus caracteristicas y
configuracion electrénica, por lo tanto, diferentes
sustancias cuentan con varios estados de excitacion;

sin embargo, si esta energia excede la necesaria para
alcanzar el Gltimo estado de excitacion se puede
“arrancar el electron” (potencial de ionizacion), de
forma que acaba en ese punto la serie espectral.
Puesto que cada elemento cuenta con varias
longitudes de onda a las cuales pueden absorber,
se puede determinar de forma experimental la
temperatura necesaria para alcanzar la longitud de
onda adecuada para una buena medicion que se
adapte mejor a la ley de Lambert-Beer; los equipos
modernos cuentan con bibliotecas electronicas
donde se establece la temperatura adecuada para
cada elemento (Razmilic, 2016).

Comportamiento de un elemento
al ser expuesto a altas temperaturas

Si se expone un metal a una temperatura entre
2000-3000°C, ese metal pasara a un estado
excitado, para posteriormente volver a su estado
fundamental de varias formas:

» Al emitir radiacion electromagnética de la misma
longitud de onda que la absorbida (fluorescencia
de resonancia).

» Al perder esa energia por colision con otras
particulas en la llama (pérdida de calor).




» En caso de que exista otro nivel permitido
para ese elemento puede haber una emision
(fluorescencia no resonante) de distinta longitud
de onda y luego puede darse una emision en
forma de calor.

»  Larelacion entre los atomos en estado excitado
y los atomos en estado fundamental depende
de la temperatura y de la naturaleza del atomo
considerado (Razmilic, 2016).

Emision vs. absorcion

Actualmente la absorciéon resulta ser un método
mucho mas sensible para la mayoria de elementos
que el método por emision; pues para que un dtomo
emita luz, debe de alcanzar un estado de energia
excitado superior a su estado fundamental; aunque
la temperatura de la llama pueda suministrar esta
energia, no todos los atomos de la muestra poseen
la energia necesaria para emitir suficiente luz, en
contraste con la absorcién atémica, donde todos
los atomos de la muestra logran alcanzar su estado
de excitacion fundamental al estar en la llama y por
tanto, toda la muestra es capaz de absorber luz,
lo que resulta mas facil de medir por el detector
(Walton y Reyes, 1983).
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»» Enemision se puede evitar la interferencia de la
llama por medio de un cortador.

» Las lineas fundamentales para medir en
absorcién son las que parten de atomos en
estado fundamental.

”» A medida que aumenta la temperatura la
fraccion de atomos excitados se hace mayor.
Este aumento de temperatura tiene un efecto
marcado en emision y afecta menos en
absorcion.

»  La sensibilidad varia mucho de un elemento
a otro en emision, siendo mas homogénea en
absorcion (Razmilic, 2016).

Sensibilidad y limite de deteccion
para espectroscopia de llama

Se define el limite de deteccion como la concentracién
de un elemento emitida por una sefal igual a tres
veces el nivel de ruido pico a pico de la linea base. El
nivel de ruido de la linea base se debe medir mientras
se aspira en la llama un blanco. Es la media del blanco
mas tres veces la sensibilidad del blanco. Al disminuir
el ruido del equipo disminuye el limite de deteccion;
sin embargo, la sensibilidad se mantiene constante
(Harris, 2006).
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Factores que hacen que se ensanchen
las lineas del espectro

» Ensanchamiento natural: depende del tiempo
que los 4tomos estén excitados. Es para todos
los métodos espectroscopicos.

»  Por efecto doppler: movimiento térmico de los
atomos en la llama con respecto al observador
(detector). Para absorcion con llama.

% Por colision: colision de los atomos del analito
con los demés gases de la llama. Es natural. Para
absorcion con llama.

» El ensanchamiento normal de las lineas es de
10-4 armstrong (Razmilic, 2016).

Tipos de espectrofotometria de acuerdo
a su equipamiento basico

Espectroscopia de absorciéon atémica: cuentan con
un quemador u horno de grafito como atomizador,
lampara de catodo hueco y un nebulizador. Mide
absorcion.

Espectroscopia de emisién atémica: cuentan con
un quemador u horno de grafito como atomizador

y un nebulizador, no cuenta con ldmpara de catodo
hueco o simplemente se apaga. Mide solo emision.

Espectroscopia de fluorescencia atémica: mismos
accesorios, pero tiene la particularidad de que la
fuente y el atomizar estan en perpendiculares el
uno del otro con el fin de que la fuente no vaya
directamente al detector. Con el mismo instrumento
se puede medir absorcion o emision encendiendo o
no la fuente.

Para todos los equipos se debe contar con un
monocromador que debe ser de rejilla.

Tipos de atomizadores

De tipo continuo:'aqui se ingresa la muestra de
manera continua, primero el liquido problema es
absorbido por un capilar para luego pasar a la fase
de nebulizacién la cual consiste en convertir la
muestra acuosa en una niebla de gotas muy finas,
posteriormente este aerosol se envia a la zona de
llama caliente para llevar a cabo la atomizacion.

De tipo discretos: se introduce un volumen
definido de la muestra medido por una jeringa o un
muestreador automatico, este pequefio volumen es
depositado en la plataforma del tubo del horno de
grafito. Se aumenta la temperatura para eliminar




el solvente (desolvatacion) y luego se aumenta el
potencial eléctrico de golpe, asi es posible elevar
rapidamente la temperatura para generar la
atomizacion de la muestra (Santiago, 2007).

Los tipos de llamas més utilizados son los siguientes:
Aire-propano 1725°C.
Aire-acetileno 2250°C.
Oxido nitroso-acetileno 2955°C.

Argoén-hidrogeno-aire 1577°C.

En espectroscopia de absorcién atémica las dos
llamas mas utilizadas son:

Aire-acetileno. Llama de color azulado.

Oxido nitroso-acetileno. De llama espectacular
y peligrosa. Tiene una zona de color rosado en la
base de la llama que es donde interesa medir ya
que es la zona mas reductora.

La llama de aire-hidrogeno-argon trabaja para
longitudes de ondas bajas y se combina con hidrogeno
para la formacion del hidruro correspondiente
(Razmilic, 2016).

Variables que afectan la temperatura de la llama:
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Relacion oxidante/combustible: es un factor
importante a optimizar puesto que el flujo de
oxidante (generalmente aire) es constante, por
lo que varia la entrada de combustible.

Altura del quemador: se varia mediante el
software, la altura es un factor importante
ya que altera la temperatura que pueda llegar
a la muestra.

Interferencias en el analisis

Interferencias espectrales: son muy dificiles de
detectar debido al fenémeno de superposicion de
lineas de absorcion de atomos y moléculas, esta
interferencia se puede eliminar por un método
de correccién de fondo continuo. Concretamente
se tienen:

Interferencias por solapamiento de lineas,
absorcién y auto-absorcion de atomos
y moléculas.

Formacion de oxidos-refractarios que pueden
emitir cerca de las lineas de la muestra o que
generan dispersion de la luz.

Interferencias quimicas: se deben principalmente
a la reactividad de la muestra con el disolvente o
con el medio de tratamiento, ya que de ser reactivo
se pueden formar especies quimicas que pueden
interferir con la medicion.
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Interferencias por ionizacién: se dan al sobrecalentar
la muestra y sobrepasar el estado de excitacion
necesario para la absorcion, ya que en vez de absorber
radiacion de la fuente, la muestra puede emitir luz
que aumenta la sefial y por tanto la medicion.

Interferencias fisicas o de matriz: propiedades de
la muestra como la viscosidad, tension superficial,
presion de vapor y temperatura de la disolucion.

Interferencia de transporte: se debe principalmente
a la forma en que se inyecta la muestra en el
atomizador, la velocidad y la constancia en la
formacion del aerosol (Santiago, 2007).

Procedimiento 5

Determinacion de potasio en una bebida energética
(Powerade) por absorcién atémica

1. De una solucion madre de potasio a 1000 ug/mL,
se prepara una a 20 mg/L en agua.

2. De la solucion a 20 mg/L de potasio, prepare
patrones de 0.4, 0.8,1.2,1.6,2.0y 2.4 mg/L en
balones de 50 mL.

Cuadro 3. Diluciones para curva de calibracion
de potasio

Solucién Patrén Alicuota Balén Concentracion

Madre (mt)  (mb) (mg/L)
1 1,00 50,00 0,40
2 200 50,00 0,80
20 3 300 50,00 1,20
mg/iL 4 4,00 50,00 1,60
5 500 50,00 2,00
6 6,00 50,00 2,40
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Calcule

a. La concentracion en mg/L de potasio en la “‘ '
bebida y su incertidumbre.

g 1 Consulte el etiquetado de potasio en la bebida
gnergetlca y proponga la dilucién pertinente (por
 triplicado) en balones de 50 0 100 mL, para lograr
- obtenerla en el ambito de la curva de calibracion
- propuesta. b. Porcentaje de lo etiquetado.

2. Efectle la determinacion por espectrofotometria
de absorcion atémica con las siguientes condiciones:

c. Error absoluto y error relativo.
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d. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.

Procedimiento 6

Cuadro 4. Condiciones para potasio
por absorcion atémica

Modo de medida Absorcion

: : ; : Determinacion d i isio

Lampara especifica Catodo hueco, Potasio Sténil ;nacnon i e & dotonds
Altura quemador Automatico
Combustible Acetileno 1. De una solucion madre de sodio a 1000 ug/mL,
Ovidante Alre se prepara una a 50 mg/L en agua.
Flujo 1.2 2. De la solucion a 50 mg/L de sodio, prepare
Longitud de onda 766.5 nm patronesde1,2,3,4,5y6 mg/Len balones de 50 mL.
Rendija 0.5 nm
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Cuadiro 5. Diluciones para curva de calibracién de sodio Cuadrq 6. Condiciones para sodio por emisién atémica
Solucién Patron Alicuota Balén Concentracion |
tdre {m) (i) (mg/L) Lampara especifica |
1 1,00 50,00 1,00 Altura quemador Automatico
> 2,00 50,00 2,00 Combustible Acetileno
Oxidante Aire
50 3 3,00 50,00 3,00 Flujo 11
mg/L 4 4,00 50,00 4,00 Longitud de onda 589.0 nm
5 5,00 50,00 5,00 Rendija 0.5 nm

6 6,00 50,00 6,00

1. Al asumir al 100 % el contenido de cloruro de

sodio (58.4 g/mol) en la sal de mesa, proponga la a. El contenido en g de sodio por paquete y su
pesada y dilucién pertinentes (por triplicado en incertidumbre.

balones de 50 0 100 mL), para lograr obtener la

concentracion de sodio (23.0 g/mol) en el ambito b. El contenido en g de cloruro de sodio por
de la curva de calibracién propuesta. paquete.

2. Efectde la determinacion de sodio por fotometria ¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.

de emision atémica con las siguientes condiciones:
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Analisis de arsénico
en jugo de manzana
por generacion de
hidruros acoplado
a absorcion atomica

(gh-aa)
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Existe el caso particular de algunos elementos
que poseen sus lineas de resonancia cercanas
a los 200 nm y en esta zona, las interferencias
espectrales causadas por los gases, presentes en
la llama del quemador de un espectrometro de
absorcién atémica, son muy significativas, por lo
que es necesario el uso de una linea de resonancia
secundaria; sin embargo, esto conlleva a la pérdida
de sensibilidad en la técnica de analisis elemental
por absorcién atémica. Algunos de los elementos
que sufren este fendmeno son el arsénico (193,7
nm), el mercurio (184,9 nm) y el estroncio (217,6
nm). Por ese motivo se han desarrollado sistemas
alternativos como la generacion de hidruros (GH),
donde se interpone una celda de cuarzo en el camino
optico, a la cual se hace llegar el analito en forma de
vapor, lo que permite evitar el paso por el nebulizador
y el contacto directo con los gases de la llama, pues
se encuentra protegida por la celda de cuarzo
(Mauri et al. 2010).

La GH acoplada con la espectroscopia de
absorcién atémica, es una técnica instrumental
cuya metodologia permite la cuantificacion de
elementos como As, Se, Hg, Sn, Pb, Sb, Ge, Bi y Te;
en el orden de los ppb (ug/L), debido a la capacidad
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que tienen dichos elementos para formar hidruros
covalentes volatiles. Los métodos de GH se basan
en una reaccion capaz de generar hidrégeno en el
seno de la disolucion de la muestra, que reacciona
con el elemento de interés para obtener el hidruro
respectivo.

Para la generacion de los hidruros volatiles
covalentes es necesario una reduccion de las especies
en un medio acido, lo cual se realiza mediante la
intervencion de un agente reductor como el zinc
o el tetrahidruroborato (lll) de sodio, también
conocido como borohidruro de sodio (NaBH4);
o el cloruro de estafo. El borohidruro de sodio
constituye el agente reductor mas utilizado en la
GH ya que genera exitosamente todos los hidruros
volatiles conocidos de forma casi instantanea, sin
embargo, su estabilidad es muy baja, por lo que
se debe preparar al momento de usarse; mientras
que el cloruro de estafio es mas estable, pero sus
aplicaciones son mas limitadas. Por otra parte, en la
GH se utilizan principalmente acidos minerales para
el acondicionamiento del medio, el mas utilizado es
el acido clorhidrico debido a su facilidad de manejo
y a la ausencia de reacciones secundarias (Gallarta
y Galban, 1992).

En la generacion de hidruros la aspiracion directa
de la muestra hacia la llama se sustituye por una
celda de cuarzo en la trayectoria de la radiacion

y luego se calienta adecuadamente; lo cual se
hacia anteriormente mediante la técnica “of line”,
donde primero se forma el hidruro en un recipiente
adecuado y después una corriente de gas inerte lo
transporta hasta la celda. Actualmente se utiliza
la técnica “on line” donde la formacién del gas, su
transporte hasta la celda y su cuantificacion, se dan
en un mismo sistema integrado en linea y con un
flujo continuo (Valcarcel y Gémez, 1998).

»  Instrumento
A continuacién, se presenta un esquema de un

equipo de generacion de hidruros acoplado en linea
con un espectrometro de absorcion atomica:

Figura 10. Esquema de un generador de hidruros.

En el diagrama se muestra un sistema de inyeccion
en linea donde por medio de una bomba peristaltica
son succionados simultaneamente el acido, el agente
reductor y la muestra; lo cual, genera un flujo
continuo que es llevado hasta el frasco reactor o
camara de reaccion, donde se mezclan para formar




el consecuente hidruro volatil. Por medio del gas
de arrastre, el hidruro generado es forzado a pasar
por una membrana porosa que lo separa de la fase
liguida y después es arrastrado por el mismo gas
hasta la celda de cuarzo colocada directamente
sobre el quemador del espectrometro de absorcion
atomica. Luego una lampara de catodo hueco del
elemento por analizar, genera la radiacion que
es absorbida por los atomos dentro de la celda y
este cambio es detectado por el instrumento, que
ademas, lo amplifica y lo registra. Por otra parte,
los subproductos y el exceso de reactivos que son
separados de las formas gaseosas, son llevados en
un flujo contrario a través de la bomba y hasta un
sistema de recoleccion de desechos.
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Procedimiento 7

Determinacién de arsénico en jugo de manzana

1. Prepare 400 mL de una disolucién de acido
clorhidrico al 50 % v/v. Utilice agua Tipo 1 (18 mega
Ohm).

2. Prepare 400 mL de una disolucion de borohidruro
de sodioal 0,5 % m/v, disuelto en hidréxido de sodio
al 0,5 % m/v. Utilice agua Tipo 1.

3. Apartir de una disolucion patrén de arsénico (As)
de 1000 000 ug/L (ppb), prepare una disolucion
estandar de 20 000 ug/L; luego, realice una segunda
dilucién hasta obtener una disolucién estandar de
200 ug/L. Para ambas diluciones utilice agua Tipo 1.

4. De la disolucion estandar 200 ug/L, prepare
patrones con una concentracion en arsénico de 2,
4,8,12,14,16y 20 ug/L, diluyendo con agua Tipol,
en balones de 100 mL.

5. Tome aproximadamente 100 mL de la muestra
de jugo y filtre con ayuda de vacio, para eliminar
solidos suspendidos. Luego, coloque la muestra
en un recipiente donde obtenga un volumen de
aproximadamente 50 mL, para efectuar la medicién
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: > ) Condiciones del Generador
directa’ en el generador de hidruros acoplado al de Hidruros VP100

46

espectrometro de absorcion atémica. : ’ :
Flujo gas transporte 200 mL/min
6-. Rgalice la deter'm_lnacion de arsénico, con las VelSeidaa S 40 rpm (erOIUCIOHES
siguientes caracteristicas: por minuto)
Gas de Arrastre Nitrogeno

Cuadro 7. Pardmetros espectrométricos para la
determinacidn de arsénico por generacion de hidruros,

acoplado a absorcion atomica
Calcule

Condiciones del Espectrometro
de Absorcion Atomica

3N La concentracion en ppb de As, en el jugo de
Técnica Vapor i :
manzana, con su respectiva incertidumbre.
Lampara especifica | Catodo hueco, Arsénico
Corriente de lampara 75% El promedio, la desviacion estandar, el desvio
Longitud de onda 1937 Am estandar relativo y el desvio relativo promedio en
: partes por mil.
Modo Vapor Calent. Llama
Flujo 1,0 L/min
Combustible Acetileno
Oxidante Aire
Kit Vapor VP100
Espera medida 50 s

1.El jugo de manzana no reporta su contenido en arse-
nico; sin embargo, la norma que establece la U.S. Food
and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés),
refiere que el limite maximo permitido debe ser 10
partes por billon, por lo que se asume que no debe reali-
zarse ninguna dilucion en el tratamiento de la muestra.
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Glicerina por
refractometria
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La refractometria es una de las técnicas 6pticas mas
sencillas, consiste en medir de manera directa el
indice de refraccion (propiedad fisica) de la sustancia
por analizar, para ello se utiliza el instrumento de
analisis denominado refractémetro Abbg, estas son
maquinas empleadas para la medicion del indice
de refraccion de los liquidos, sin embargo, también
existen refractémetros que se pueden utilizar para
medir sélidos translucidos, gases, cristales, geles y
gemas (Olsen, 1990).

El indice de refraccion: es una propiedad fisica de
la materia, se conoce el indice de refraccion como
la reduccién de la velocidad de un haz de luz al
propagarse por un medio que sea homogéneo.

“Cuando la luz pasa de un medio transparente a otro,
se refracta porque la rapidez de la luz es diferente
en los dos medios” (Serway y Faughn, 2001, p. 730).

Cuando la luz pasa de un medio menos denso a
otro mas denso, cambia de direccién al pasar entre
las superficies, este cambio de direccion se llama
refraccion. La alteracion en el angulo del rayo se
debe a la disminucion de la velocidad de la luz, que
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interacciona con las moléculas del componente mas
denso ocasionando que esta se desvié.

Figura 11. Principio de medida del indice de refraccion.

La luz amarilla de la lampara de sodio disminuye
su velocidad desde 3x10% cm/s en el vacio hasta
2,25x10% cm/s al atravesar el agua.

El angulo que se forma entre el rayo en el primer
medio y la linea normal (perpendicular) se llama
“angulo de incidencia” (i) y el que corresponde al
angulo que cambid su direccién en el segundo medio
se denomina “angulo de refraccion” (r).

El indice de refraccion (n) es la razéon entre la
velocidad del primer medio junto con la velocidad
del segundo medio. Segun la ley de Snell, se puede
representar este indice como la razén entre el
seno del angulo incidente y el seno del angulo de
refraccion (Cheng, 1998).

Para la medicion del indice de refraccion se utiliza
como medida de referencia la velocidad de la luz
en el vacio (n=1), pero, dado que las mediciones se
dan en atmodsfera normal, se usa como referente la
velocidad de la luz en el aire, que es casi igual a la
del vacio y se toma también como n=1. La constante
de “n” es adimensional ya que su valor para una luz
de determinada longitud de onda, se da por las
caracteristicas de los medios, liquido o sélido y el
aire como medio de referencia. Para determinar el
indice de refraccion entre dos sustancias, se debe de
indicar el medio de referencia, asi como las variables
que pudieran alterar este valor, tal es el caso de la
temperatura, que altera la densidad de los medios.




Para la medicion en el refractdmetro se utiliza luz de
una lampara de referencia llamada linea D de sodio a
una temperatura de 20°C (nD20). Este es el referente
para la mayoria de los valores estandares que existen
para los diferentes compuestos. Por ejemplo: para el
Agua n=1,33; vidrio flint n=1,75, diamante n=2,42,
entre otros (Fernandez, 2003).

Tipos de refractometros

Los aparatos mas importantes se basan en dos
principios: refractometros de angulo limite o critico
y los refractometros de desplazamiento de imagen.

Refractometros de angulo limite: en este tipo
de instrumento se observa en el campo de vision
ocular dos partes, donde una de ellas se encuentra
iluminada y la otra oscura, la franja que separa a
ambas partes se llama rayo limite (ver figura 12). La
luz proveniente de la lampara atraviesa una pequena
capa de la muestra, la luz refractada entra al prisma
P2; la funcién del prisma P1 es difundir todos los
rayos de luz y que estos atraviesen la muestra, la
luz que unicamente roza la superficie de P2, penetra
formando un angulo @c (angulo critico), el valor de
este angulo dependera de la longitud de onda de la
luz y del indice de refraccién del prismay del liquido
problema (ver figura 12).

Ningun rayo puede formar un angulo superior al
angulo limite @, ya que la fuente de tales rayos
es incapaz de penetrar en el prisma (el rayo
limite corresponde al rayo mas tangencial que
puede penetrar en el prisma). Por lo tanto, todos
los rayos que penetran en el prisma P2 son mas
perpendiculares a la superficie que el rayo limite
y por lo tanto se refractaran a la derecha del rayo
limite e iluminaran la zona de la derecha en el ocular.
La zona de la izquierda permanece oscura ya que
no existen rayos que se refracten con un angulo
superior a @ (Olsen, 1990, p. 446).

La medida del angulo critico permite medir el
indice de refraccion de la sustancia problema. En
los refractémetros de Abbé, el valor que se mide es
a que es el angulo complementario de @cy es el que
se forma de los rayos provenientes del prisma P2. La
mayoria de los refractémetros utilizan este principio
y los mas importantes son los de Abbé, Pulfrich y los
de inmersion (Olsen, 1990).
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medir el indice de refraccion en una escala graduada
en unidades de nD hasta 0,001 (longitud de la linea
D de sodio) proyectado en el ocular. El amplificador
permite determinar la siguiente cifra 0,0001. Se
miden indices entre 1,3 y 1,7 (Olsen, 1990).

Lente

Lente Gamcho

izquierdo

Perilla
superior
derecha

Entrada
y salida
de agua

Perilla
inferior
izquierda

Figura 12. Conformacion del refractometro.

Cémara

pol
Refractometro de Abbé muestra

Este instrumento consta de dos prismas (prismas
de Amici) en los cuales se coloca la muestra que
se quiere analizar (unas dos gotas de muestra),
ademas utiliza una lampara de luz blanca que
genera diferentes longitudes de onda, que al pasar
por los prismas produce una interface critica con la
apariencia de un arcoiris; estos prismas funcionan
como un filtro (monocromador) ya que permiten el
paso de solo luz amarilla que es la que atraviesa el
prismay la muestra.

Por el centro de los prismas se halla un eje que
permite mover el prisma de refraccion (P2), para asi Figura 13. Refractémetro de Abbé.
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s 1. Mida el indice de refraccion del agua para la

Determinacion de glicerina en una mezcla incognita
agua-glicerina

1. Calcule y pese las cantidades requeridas para
preparar soluciones patrén de glicerina a 4, 8, 12,
16,20y 24 % m/v en agua, directamente en balones
de 25 mL. Cada patrén se debe pesar por separado.

2. Prepare la incognita pesando la cantidad indicada
(seguin su numero de incégnita) y diluyendo en 25
mL con agua destilada.

Cuadro 8. Masa en gramos de glicerina segtin incognita

Incognita Masa (g)
il 2,25
2 3,50
3 4,50
4 2,40
5 375
6 4,75
7 2715
8 4,25
9 5,25
10 325

verificacion del refractémetro.

2. Determine el indice de refraccion de los patrones
y la incognita.

3. Elabore la curva de calibracién nD20 vrs % m/v
de glicerina.

4. Tabule sus datos con los companeros que tienen
la misma incégnita.
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Cuadro 9. Datos experimentales de glicerina por refractometria

Patron Masa glicerina  Balén

(g) aforado (mL)
25

Concentracion

nD20

25

25

25

25

Al IWINIEL

25

)

©
-
k¥
i
o

{10 ST 08 IR g T B 0 SR TSN B ARSI AT e p A o o v 6 OO



Manual de laboratorio
Técnicas instrumentales de analisis

Cuadro 10. Datos experimentales de glicerina por refractometria

Incognita Masa (g) Balon aforado nD20 Concentracion
(mL) (% m/v)
25
25

Determinacion de glicerina en una muestra
comercial

1. Consulte el etiquetado de glicerina en el producto
comercial que va analizar.

2. Analice esa muestra y utilice la misma curva de
calibracion de la etapa anterior. Proponga la forma
correcta de hacerlo y verifiquela con su profesor.

3. Realice el analisis de una muestra Gnica en forma
individual.

a. El % m/v de glicerina en la incognitayen la
muestra comercial y su incertidumbre.

b. Porcentaje de lo etiquetado en la muestra
comercial.

¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.
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La polarimetria es una técnica basada en la
interaccion de los centros quirales de los compuestos -
con la luz polarizada unidireccional. Dicha técnica
determina la rotacién éptica producida sobre el
haz de luz polarizada al pasar por una sustancia

polarimetria 6pticamente activa, esta es una propiedad fisica de

Azucares por

—

algunos compuestos y puede ser utilizada para la
identificacion cualitativa de un compuestoy su grado
de pureza (como azlcares y compuestos organicos
complejos); ademas de manera cuantitativa,
mediante la realizacion de una curva de calibracion,
es posible determinar la concentracion de una
muestra problema (Koolman y R6hm, 2004).

s
»

P PRV P T TNV

r

Practicag
:

El polarimetro es un instrumento mediante el cual se
puede determinar la desviacion de la luz polarizada
por un compuesto con caracteristicas enantiomeras
u 6pticamente activas.




56

Manual de laboratorio
Técnicas instrumentales de analisis

Figura 14. Partes de un polarimetro.

La funcién de dicho instrumento se logra gracias a
un haz de luz (fuente) que pasa a través de un filtro
(prisma polarizador) generador de un rayo de luz
plana (luz polarizada) y al pasar por la cubeta que
contiene un enantiomero en disolucion, cambia la
trayectoria del haz de luz, al interaccionar con las
particulas del medio. Seguin estén orientados los dos
prismas polarizantes, |a luz polarizada pasara o no
hacia el detector, el cual mide el angulo de desviacion
de la luz causado por el compuesto; para compuestos
puros este valor es constante (Geissman, 1973).

Luz polarizada: se define luz polarizada al conjunto
de longitudes de onda que vibran en una misma
direccion o en un solo plano, mientras que en

la luz no polarizada el plano de vibracion varia
constantemente y de forma rapida e irregular. Un
ejemplo de un polarizador son las gafas contra el sol,
que solo permiten el paso de luz que se encuentra
alineado en direccion perpendicular al cristal del
lente y reflejan las longitudes de onda daninas UV,
de manera que dejan pasar la luz visible.

Los prismas polarizadores siguen el mismo principio
y desempefan un papel importante al realizar la
medicion del angulo de rotacion. Al estar alineados
en un mismo eje, se pueda o no observar el rayo
de luz luminoso atravesar las muestras, es decir, es
posible medir el cambio de direccién ocasionado por
la muestra si estos se encuentran en una posicion
adecuada uno respecto del otro (ACS, 2005).

Al hacer pasar luz blanca por un filtro es posible
obtener luz polarizada; si esta luz es irradiada en
una muestra con una sustancia determinada y este
haz de luz sufre un cambio de direccién y rota en un
angulo determinado, entonces la sustancia analizada
es 6pticamente activa, si la direccion del nuevo plano
se dirige hacia la izquierda, el compuesto se designa
levorrotatorio (-), por el contrario, si el plano rota a
la derecha, entonces se designa dextrorrotatorio(+)
(Weininger y Stermitz, 1988).

El valor'del angulo (a) obtenido de la medicion de la
escala del polarimetro dependera de la condicion del
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Poder rotatorio especifico
de algunas sustancias

! compuestoy la concentracion en que se encuentre,
~ ademas, de la longitud del paso optico de la luz.
' Se define la rotacion especifica ([a ]D?) para la

~ caracterizacion de un compuesto como:
“ Cuadro 1. Poder rotatorio de algunas sustancias

1 [a]D¥=a/l*c po §
- |=longitud (dm) Sustancia {a 10325 Pl

c= concentracion (g/1oomL) Maltosa 12309
g' a= medida obtenida del polarimetro el i
y Lactosa +56.0
Glucosa +52.5
l Tart;a;gtii ii)odlo +29.8
i Acido Tartarico +13.4
g Fructosa -925
1 Galactosa +79 0 +82.5
L-alanina +1.8
D-alanina -1.8
‘ b L-arginina +12.5
i L-histidina -38.5
' L-prolina -86.2

Figura 15. Polarimetros (electrénico y de deteccion visual). |
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1. Encienda el equipoy espere al menos 30 minutos
para que el sistema de lamparas se caliente
adecuadamente.

2. Proceda a calibrar el equipo haciendo uso de la
cubeta respectiva, bien lavada. Homogenice con
agua destilada y seque bien con papel absorbente,
que no deje residuos.

3. Coloque el tubo con agua destilada en el paso
optico del polarimetro, baje el cobertor o tapa y
espere a que la lectura sea estable.

4. Enjuague dos o tres veces el tubo del polarimetro
con la muestra por analizar y llénelo evitando que
dentro del tubo queden burbujas, o que los vidrios
opticos de los extremos queden con gotas por fuera.

5. Introduzca el tubo, baje la tapa y mida el angulo
de rotacion.

Procedimiento 9

Determinacion de la rotacién especifica de una
muestra de azicar puro

1. Mida el angulo de rotacion de una solucion patron
de sacarosa y determine su rotacion especificacomo
prueba confirmatoria para la sacarosa.

Determinacion cuantitativa de sacarosa en un
refresco gaseoso

1. Prepare una curva de calibracion de sacarosa
con patronesde2,4,6,8,10y 12 %m/v, y pese por
separado los gramos requeridos en 50 mL con agua
destilada.

2. Tome unos 300 mL del refresco gaseoso (del cual
conoce su etiquetado de sacarosa) y elimine el gas
con agitacion magnética.

3. Manteniendo la agitacion, afada unas cuantas
puntas de espatula de carbon activado para eliminar
impurezas coloreadas.

4. Deje en reposo la muestra por unos minutos para
que se asiente el carbon y filtre con papel nimero
dos doblado en forma de abanico, con el cuidado




de que se vaya la menor cantidad de carbon posible
para evitar la saturacion del filtro.

5. Consulte el etiquetado de sacarosa en el refresco,
calcule la concentracion tedrica esperada y defina
si debe efectuar dilucion para coincidir con la curva
de calibracion.

6. Determine el angulo de rotacion de los patrones
y grafique avrs g/100 mL.

7. Mida por triplicado la muestra de refresco y
calcule la concentracion.

a. El % de sacarosa en el refresco y su
incertidumbre.

b. Gramos de sacarosa obtenidos por dosis de
refresco.

c. Error absoluto y error relativo.

d. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.
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La cromatografia de gases (GC) es una técnica
que se basa en las diferencias de volatilidad de un
compuesto en una mezcla y de su capacidad para
poder ser adsorbido (retenido) por un sélido activo

Etanol [ inerte (solubilidad en la fase estacionaria), este
- tipo de cromatografia ofrece una mejor resolucion
1sopropanol por para compuestos con puntos de ebullicion bajos,
- como compuestos organicos volatiles (alcoholes,
Cromatografla fenoles, aromaticos..). En GC la fase movil utilizada
no interacciona con los componentes de la muestra;

de gases su funcion sera la de transportar el analito a través

de la fase estacionaria (columna) (Valcarcel y
Gomez, 1988).

La fase movil es un gas inerte, mientras que la
fase estacionaria puede ser un sélido absorbente
(cromatografia gas-solido) o un liquido fijado a un
soporte empacado (cromatografia gas-liquido),
en GC la temperatura en un factor determinante
para la volatilizacion de los diferentes compuestos
de la muestra y para la correcta retencion de estos
compuestos en la columna.
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La cromatografia de gases consiste en inyectar la
muestra en la columna en forma gaseosa con el
fin de separar los componentes de la mezcla, con
base en sus diferentes puntos de volatilizacion, se
fracciona esta en las cantidades relativas para cada
sustancia de la muestra; estas partes son distribuidas
por la fase movil y retenidas a traves de la fase
estacionaria de acuerdo con sus caracteristicas
moleculares. Dentro de las fases moviles estan la
utilizacion de un gas inerte (mas usada) o un fluido
supercritico, mientras que para la fase estacionaria
se puede utilizar un liquido adherido a un soporte
o un sélido poroso.

Dentro de la columna se da un movimiento cinético
molecular; de manera continua se intercambian
las moléculas de la muestra entre las dos fases
(movil y estacionaria). La velocidad con que se
dé la interaccion, dependera de si la distribucion
favorece a la fase movil, de ser asi las moléculas
viajaran la mayor parte de su tiempo por la fase
mavil, se separaran por tanto de otros compuestos
notan afines a la fase movil. El tiempo que tarda un
componente en atravesar toda la interface se llama
tiempo de retencion y es caracteristico para cada
compuesto (Brown y Sallee, 1967).
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Figura 16. Diagrama cromatdgrafo de gases.

Dentro de las variables del equipo que influyen en el
resultado del analisis y que deben ser monitoreadas
constantemente para la obtencion del resultado
deseado se encuentran:

»  Gas portador

Este debe ser inerte para evitar que interaccione con
la muestra, por tanto, la velocidad de residenciaen la
fase estacionaria dependera en gran parte de la fase
estacionaria. Este gas tiene como funcion eluir los
componentes de la mezcla por la columna, los gases
mas usados son: helio, argén, nitrégeno, hidrégeno
o diéxido de carbono, la eleccion del gas dependera
del tipo de detector utilizado por el equipo (Skoog,
West, y Holle, 1997).




»  Flujo (presion

El equipo cuenta con un sistema de regulacion de
presion gracias a diferentes manoémetros instalados,
con el fin de garantizar la estabilidad del flujo.

»  Sistema de inyeccion de la muestra

La inyeccion en la columna es la variable de mayor
cuidado, es donde se puede producir la mayor
incertidumbre pues la cantidad ingresada debe ser
exacta, ademas debe ser suministrada rapidamente
y de manera hermética, para que no existan fugas
de la muestra. Por esta razon se utilizan métodos
automatizados de inyeccion y un septum (tapon de
goma), en la camara de vaporizacion (Barquero, 2006).

»  Temperatura

La temperatura es una variable importante que
debe ser controlada de manera exacta. Los
niveles dependeran de la temperatura necesaria
para volatilizar la muestra y por tanto, del grado
de separacion de los diferentes componentes de
la mezcla. La temperatura debe ser de 50°C por
encima del punto de ebullicién del analito, para
poderlo separar de manera eficiente del solvente.
Si la mezcla cuenta con diferentes componentes y
estos con diferentes puntos de ebullicion, entonces
se programa una vaporizacion controlada, llamada
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rampa de vaporizacion, donde la temperatura se
aumenta en intervalos de manera continua. Estas
micro-destilaciones permiten una mejor separacion
de la mezcla, y por tanto una mejor particion en la
columna (Walton y Reyes, 1983).

» Columnas

En GC se emplean dos tipos de columnas: las
empaquetadas o de relleno y las capilares. Las
columnas empacadas estan constituidas por
un tubo y en su interior se encuentra un relleno
(soporte granular) el cual esta recubierto por una
fina pelicula de fase estacionaria. Se utilizan para
cantidades de muestra grande, tienen una longitud
entre 1y 10 my su diametro interno oscila entre 2y
4 mm para analisis de laboratorio, algunas columnas
preparativas miden hasta 5 cm.

Las columnas capilares estan constituidas por un
tubo muy delgado enrollado, la fase estacionaria
esta depositada en la pared del capilar, que cumple
también la funcion de soporte. Estas tienen una
mayor resolucion, por lo gue se utilizan para mezclas
con matrices complejas. Dichas columnas cuentan
con longitudes entre los 50 y 200 m y un diametro
interior entre los 0.1 y 0.5 mm. Se utilizan para
cantidad de muestra pequefia (Fuentes, Castineras,
y Queralto, 1997).
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Detector: es la parte del instrumento encargada
de detectar las sustancias eluidas al final de la
columna. Detector FID (detector de ionizacion
de llama): es uno de los mas usados en el cual los
componentes organicos de la muestra se queman
en una llama compuesta por hidrogeno/aire para
formar iones CHO+; la corriente generada en la llama
es proporcional a la concentracion de las especies en
el eluente. Este detector es muy sensible por lo que se
adapta bien a las columnas capilares (Harris, 2006).

.
e

\\;

“En este método, una sustancia pura, ausente en
la muestra, se afiade en una concentracion fijay
conocida a los patrones y a la muestra. Se miden
luego las respuestas del analito y del patron
interno, se calculan luego los cocientes entre
ambas respuestas y se representan en frente a las
concentraciones de los patrones.” (Hernandez y
Gonzalez, 2002, p. 23).

El estandar interno es un método de cuantificacion
que provee condiciones de mayor precision y
exactitud en métodos en los que no es posible
controlar algunas variables criticas del método, la
matriz o la técnica analitica como tal. Se recomienda

el uso de un estandar interno con el fin de controlar
el efecto de la variabilidad causada al momento de
la inyeccion. A la hora de cuantificar no utilizoen las
formulas las areas del pico cromatografico, sino las
relaciones de area del pico del analito entre el area
del pico del estandar interno. Relacién de areas =
area analito / area estandar interno.

mV

400 -
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minutes

Figura 17. Cromatograma de un CG con estdndar interno.
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Un estandar interno debe reunir algunas
caracteristicas basicas como:

Cuadro 12. Diluciones para curva de calibracion de etanol

Baléon Concentracion

Solucién Solucion Patréon Alicuota Estandar

Ser de propiedades fisico-quimicas similares a la Hberna

del analito en estudio. Madre1 Madre 2 (ml) (mL) (mL) (% viv)
Ser compatible con la columna. 1 0,50 1,00 10,00 0,50 .
Ser soluble en el mismo medio del analito. p) 1,00 1,00 10,00 1,00
Estar bien resuelto del pico del analito en el ,
cromatograma. 95% 9,5% 3 150 1,00 10,00 1,40 ?
i i i W T e T BN e (0 1,90 t
Mantener la misma concentracion en los patrones : ! 4 ’ !
oLl g i spaptEh 08 100070 2,40 .
6 3,00 1,00 10,00 2,90 N

Procedimiento 10

1. Consulte el etiquetado de etanol en la muestra

Analisis de etanol en bebidas alcohélicas por
cromatografia de gases con estandar interno de
n-butanol

1. Prepare una solucion madre de etanol al 10 %v/v
en agua, a partir de etanol al 95% v/v.

2. Prepare una solucion madre de n-butanol al 2
%v/v a partir de n-butanol al 100%.

3. Prepare la curva de calibracion de etanol con la
respectiva adicion del estandar interno de n-butanol
(concentracién final 0.2%), segun el siguiente cuadro:

de guaro (o vino) por analizar y proponga la dilucion
correspondiente en un balén aforado de 10 mL, con
el fin de hacer coincidir la concentracion teorica
esperada con la curva de calibracion propuesta.
Recuerde adicionar 1 mL de n-butanol antes de aforar
con agua destilada.

2. Inyecte en el cromatografo de gases tanto los
patrones como las muestras, con las siguientes
condiciones de trabajo:

-
=
o
Q
=
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Calcule

Cuadro 13. Condiciones CG para andlisis de etanol.

1. Grafique relaciones de areas vrs %v/v de alcohol

y cuantifique con la linea de mejor ajuste.

a. El %v/v de alcohol en el producto y su

HP Innowax incertidumbre.
Columna: polietilenglicol 30 m x
o53mmx1.oum b. Porcentaje de lo etiquetado (% experimental
Temp. inyector: A759€ / % etiquetado x 100).
Temp. columna: 110°C : )
¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.
Temp. detector: 200 °C
Gas de arrastre: Nitrégeno PRy
. :
Flujo: 2.0
Tips deteFtor: - F!D Analisis de isopropanol en desinfectantes por
Combustible: Hidrogeno cromatografia de gases con estandar interno de
Oxidante: Aire cero n-butanol
Inyeccion: 1pl ’
& - |J° 1. Prepare una solucion madre de isopropanol al 5
Split: 5.0% %v/v en agua, a partir de isopropanol al 100% v/v.
Estandar interno (Sl): n-butanol
Concentracién SI: 0.2 %v/v 2. Prepare una soluciéon madre de n-butanol al
: 2 %v/v a partir de n-butanol al 100%.
Analito: Etanol
Concentracion analito: 0.5 -3 %v/v 3. Prepare la curva de calibracién de isopropanol
Inyector: Automatico con la respectiva adicion del estandar interno de

n-butanol (concentracion final 0.2%), segun el
siguiente cuadro:




Cuadro 14. Diluciones para curva de calibracion de isopropanol

Estandar
Interno
(mL)

Solucion Solucion Patron Alicuota
Madre1 Madre 2 # (mL)

Concentracion
(% v/v)

Balén
(mL)
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Cuadro 15. Condiciones CG para andlisis de isopropanol
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Columna

HP Innowax
polietilenglicol 30 m x
0.53mmx 1.oum

muestras, con las siguientes condiciones de trabajo:

i
[

{
N

Rl

g
&

W

1 100 100 1000 0,50 Temp. inyector 180 °C
2 2,00 1,00 10,00 1,00 Temp. columna 105 9C
Temp. detector 200 °C
100% 3 3,00 1800 " +10,00 1,50 P AP
/ 5% v/v Gas de arrastre Nitrogeno
i 4 (TR0l 1000 ¢ 2,00 Flujo 2.0
5 5,00 1,00 10,00 2,50 Tipo detector FID
Combustible Hidrogeno
9 i 1,00 10,00 3,00 Oxidante Aire cero
Inyeccion 1pl
1. Consulte el etiquetado de isopropanol en el desinfectante que va Split 5.0%
analizary proponga la dilucion correspondiente en un balén aforado de Estandar interno (SI) n-butanol
lomL, conel fin dg hacg coincidir la concentracion tedrica esperada Concentracién S| 0.2 %v/vV
con la curva de calibracion propuesta. Recuerde adicionar 1,00 mL de ,
n-butanol antes de aforar con agua destilada. Analito Isopropanol
Concentracién analito 0.5 - 3 %v/v
2. Inyecte en el cromatégrafo de gases tanto los patrones como las Inyector Automatico

1. Grafique relaciones de areas vrs %v/v de alcohol
y cuantifique con la linea de mejor ajuste.

Practicasioyn
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1m
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a. El %v/v de isopropanol en el producto y su
incertidumbre.

b. Porcentaje de lo etiquetado (% experimental
/ % etiquetado x 100).

¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.
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La cromatografia de liquidos de alta presion
(HPLC, por sus siglas en inglés), también llamada -
cromatografia de liquidos de alta resolucion, es
una técnica de separacion basada en una fase
i . estacionaria solida y una fase movil liquida. Las
acetaminofén separaciones se logran por procesos de particion,

Cafeinay

adsorcion o intercambio idnico, seglin el tipo de fase

e cromatografla estacionaria empleada. !

de liquidos de alta :
resolucion

La cromatografia de liquidos permite analizar
compuestos organicos, aun, siendo compuestos no
volatiles o térmicamente inestables. Los compuestos
por analizar se disuelven en un disolvente adecuado
y la mayoria de las separaciones tienen lugar a A
temperatura ambiente (Farmacopea, 2016).

Cada compuesto tiene diferentes tiempos de
retencion, que van de acuerdo con su afinidad hacia
ambas fases (estacionaria y movil). Ademas, depende
de la naturaleza quimica del analito, la composicion
y la velocidad de flujo de la fase maévil, asi como de
la composicion y el area de la fase estacionaria.
La longitud de la columna es un parametro
determinante de la resolucion, solo los compuestos
que tienen diferentes factores de capacidad pueden
ser separados por HPLC (Valcarcel y Goméz, 1988).
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En cuanto a la instrumentacion utilizada en la
cromatografia liquida de alta presion, el equipo
tiende a ser mas caroy sofisticado que otros equipos
empleados en otros tipos de cromatografia, debido
a que requiere altas presiones para obtener buenos
resultados en los analisis efectuados, ademas
de contar con particulas muy finas como fase
estacionaria para lograr una separacion eficiente
de los compuestos por analizar.

Un cromatografo de liquidos consta de:
Uno o mas recipientes que contienen la fase
movil.
Un sistema de desgasificacion de la fase movil.

Una bomba para forzar el paso de la fase movil
a través del sistema de alta presion.

Un inyector para introducir la muestra en la fase
movil (ya sea manual o automatico).

Una columna cromatografica en la cual se realiza
la separacion de los componentes.

Un detector para censar los solutos.

Un dispositivo de recoleccion de datos como por
ejemplo una computadora, un integrador o un
registrador.

HPLC System
" Solvent
2
; HPLC Column Data

Injector

Detector

Pump Waste

Figura 18. Esquema bdsico de un HPLC.

Un aparato moderno de HPLC esta equipado con uno
o mas recipientes de vidrio o de acero inoxidable,
cada uno de los cuales contiene de 200 a 1000 mL de
un disolvente. Los recipientes a menudo se equipan
con un sistema para eliminar los gases disueltos (en
general oxigeno y nitrogeno), los cuales interfieren al
formar burbujas en la columna y en los sistemas de
deteccion; un desgasificador puede consistir en un
sistema de bombeo por vacio o sistemas de purga
que permiten arrastrar los gases disueltos fuera de
la solucién mediante finas burbujas de un gas inerte
de baja solubilidad.

Ademas, es necesaria la filtracion de los disolventes
y las muestras para eliminar particulas en
suspension y asi evitar que se dafien componentes

SRS i i e




importantes del equipo, tales como la bomba, los
sistemas de inyeccion o que se obstruya la columna
(Skoog et al, 2001).

Los sistemas de bombeo de HPLC administran
cantidades exactas de fase movil desde los
recipientes hasta la columna mediante una tuberia
y uniones adecuadas para altas presiones. Los
sistemas modernos constan de una o varias bombas
reguladoras controladas por computadora, que
pueden programarse para variar la relacion entre
los componentes de |a fase movil segun se requiera,
para la cromatografia en gradiente o para mezclar la
fase movil en corridas isocraticas (fases moviles que
tienen una composicion fija de disolventes).

Las presiones operativas son tipicamente de
hasta 5000 psi o0 mas, con velocidades de flujo
de hasta 10 mililitros por minuto (mL/min). Las
bombas empleadas para el analisis cuantitativo
deben construirse con materiales inertes a los
componentes corrosivos de la fase movil y ser
capaces de bombear la fase movil a una velocidad
constante, con fluctuaciones minimas, durante
periodos prolongados (Farmacopea, 2007, p. 272).

Después de ser disueltos en la fase movil u otro
disolvente apropiado, los compuestos por analizar
por cromatografia de HPLC, se inyectan en la fase
movil, ya sea manualmente usando jeringas o
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inyectores de espiral, o bien, de forma automatica
mediante el uso de inyectores automaticos:

Se puede emplear una jeringa para la inyeccion
manual de muestras a través de un septo, cuando
las presiones en la parte superior de la columna
sean menores de 70 atmdsferas (aproximadamente
1000 psi), con presiones mayores es indispensable
utilizar una valvula de inyeccion. Algunos sistemas de
vélvula poseen un espiral calibrado que se llena con
solucion de muestra para transferirla a la columna
en la fase movil. En otros sistemas, la solucion de
muestra se transfiere a una cavidad por medio de
una jeringa y luego se transfiere a la fase movil
(Farmacopea, 2011, p. 272).

La utilizacion de las columnas en HPLC se emplea
de la siguiente manera: para la mayoria de los
analisis farmacéuticos la separacion se logra por la
particion de los compuestos presentes en la solucion
de prueba entre la fase mévil y la estacionaria; los
sistemas que constan de fases estacionarias polares
y fases moviles no polares se describen como de fase
normal, por el contrario, cuando se emplean fases
moviles polares y fases estacionarias no polares se
denomina cromatografia en fase reversa.
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La afinidad de un compuesto por la fase estacionaria
Yy, por consiguiente, su tiempo de retencion en la
columna se controla mediante la polaridad de la fase
movil, la cual se puede variar al utilizar uno o mas
disolventes (Skoog, 2001).

Las fases estacionarias para la moderna
cromatografia de liquidos en fase reversa constan
normalmente de una fase organica quimicamente
unida a silice u otros materiales, las particulas son
generalmente de 3 pm a 1o pm de diametro.

Las particulas pequenas recubiertas con una capa
delgada de fase organica proporcionan una baja
resistencia a la transferencia de masa y, por lo
tanto, se obtiene una transferencia rapida de los
compuestos entre |a fase estacionaria y la movil. La
polaridad de la columna depende de la polaridad
de los grupos funcionales unidos, que varia desde
el octadecilsilano relativamente no polar a grupos
nitrilo muy polares (Farmacopea, 2007, p. 272).

Por lo general, las columnas empleadas para las
separaciones analiticas tienen diametros internos
de 2 mm a 5 mm; las columnas cortas de diametro
interior pequeno que contienen un relleno denso
de particulas de fase estacionaria permiten un
intercambio rapido de compuestos entre la fase
movil y la fase estacionaria. Las columnas pueden
calentarse para proporcionar separaciones mas

eficaces pero rara vez se utilizan a temperaturas
mayores a 60 °C, debido a la potencial degradacion
de la fase estacionaria o a la volatilidad de la fase
movil, por tal motivo, generalmente las columnas
se utilizan a temperatura ambiente.

En muchas ocasiones para aumentar la vida de la
columna analitica, se coloca delante una precolumna
que elimina no solo la materia en suspension
y los contaminantes de los disolventes, sino
también componentes de la muestra que se unen
irreversiblemente a la fase estacionaria:

Ademés, en cromatografia liquido-liquido, la
precolumna sirve para saturar la fase mévil con la
fase estacionaria y asi minimizar las pérdidas de esta
en la columna analitica. La composicién del relleno de
la precolumna deberia ser semejante al de la columna
analitica; sin embargo, el tamano de particula es por
lo comn mayor para minimizar la caida de presion.
Cuando la precolumna se contamina se vacia y se
rellena de nuevo o se remplaza por otra nueva del
mismo tipo. Asi, la precolumna se sacrifica para
proteger a la columna analitica, la cual es de mayor
valor econémico (Skoog et al, 2001, p. 793).

La técnica analitica de cromatografia liquida de alta
resolucién emplea distintos tipos de detectores
entre los que se encuentran los detectores
espectrofotomeétricos:




Este tipo consta de una celda de flujo colocada en
el extremo de la columna; un haz de radiacion UV
pasa a través de la celda de flujo y se introduce en
el detector, a medida que los compuestos eluyen de
la columna, pasan a través de la celda y absorben la
radiacion, lo que da lugar a cambios cuantificables
en el nivel de energia (Farmacopea, 2011, p. 273).

Puede obtenerse con facilidad detectores de longitud
de onda fija, variable y maltiple, los primeros operan
a una sola longitud de onda, habitualmente a 254
nm, emitida por una lampara de mercurio de baja
presion.

Los detectores de longitud de onda variable
contienen una fuente de luz continua, como una
lampara de deuterio o de xendn de alta presion y
un monocromador o un filtro de interferencia para
generar radiacion monocromatica a una longitud de
onda seleccionada por el operador. Los detectores
modernos de longitud de onda variable pueden
programarse para cambiar la longitud de onda
mientras un analisis esta en curso (Skoog et al, 2001).

Los detectores de longitudes de onda mdltiple
miden la absorbancia a dos o mas longitudes de
onda simultaneamente. En los detectores multiples
de conjunto de diodos, la radiacion continua pasa a
través de la celda, luego la radiacion se resuelve en
las longitudes de onda que la constituyen, dichas
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longitudes son detectadas una por una mediante
el conjunto de fotodiodos:

Estos detectores adquieren los datos de absorbancia
a lo largo del intervalo total UV-Visible, proporcionan
cromatogramas a multiples longitudes de onda
seleccionadas y espectros de los picos eluidos. b i
Los detectores de conjunto de diodos tienen,
generalmente, menor relacion sefal-ruido que
los detectores de longitud de onda fija o variable
y por lo tanto, son menos aptos para el analisis de
compuestos presentes a bajas concentraciones
(Farmacopea, 2007). i ¥

Existen ademas otros detectores, como los de
refractometria diferencial, que miden la diferencia
entre el indice de refraccion de la fase movil sola
y el de la fase movil que contiene los compuestos
analizados por cromatografia a medida que salen
de la columna, estos detectores son empleados en
analisis de compuestos que no absorben radiacion
UV, pero son menos sensibles que los detectores UV.

Practicas 12y 13

Los detectores fluorométricos son sensibles a los
compuestos que son inherentemente fluorescentes
o que pueden convertirse en derivados fluorescentes
mediante la transformacién quimica del compuesto o
mediante el acoplamiento de reactivos fluorescentes
con grupos funcionales especificos. Por altimo, los
detectores electroquimicos, potenciomeétricos,
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voltamétricos o polarograficos son utiles para la
cuantificacion de las especies que pueden oxidarse o
reducirse en un electrodo de trabajo. Tales detectores
son selectivos, sensibles y confiables, pero requieren
que las fases moviles estén libres de oxigeno disuelto
y de iones metalicos reducibles (Skoog, West
y Holle, 1997).

En cuanto a los dispositivos de recoleccion de datos
empleados, las estaciones de datos modernas
reciben y almacenan la sefal de los detectores e
imprimen el cromatograma completo con las alturas
y las areas de los picos, la identificacién de la muestra
y las variables del método. Se emplean también para
programar la cromatografia de liquidos, al controlar
la mayoria de las variables y proporcionar periodos
largos de operacion sin necesidad de supervision.

Como factores por considerar en la técnica de
cromatografia liquida de alta presion estan
que la composicion de la fase movil influye
significativamente en el desempefo cromatografico
y en la resolucién de los compuestos de la mezcla
que se esta analizando. Para el trabajo cuantitativo
exacto deben emplearse reactivos de alta purezay
disolventes organicos de “grado HPLC”, el agua debe
ser de alta calidad, con una conductividad bajay una
absorcién UV baja, adecuadas para el uso previsto
(Skoog, West y Holler, 1997).

Procedimiento 12

Analisis de cafeina en bebidas energéticas por HPLC

1. Prepare una solucién madre de cafeina a 100
mg/L en agua, a partir de cafeina pura.

2. Prepare la curva de calibracion de cafeina, segun
el siguiente cuadro:

Cuadro 16. Diluciones para curva de calibracion

de cafeina

Solucién Patrén Alicuota Balén Concentracion
Madre # (mL) (mL) (mg/L)
1 0,50..,.:25,00 2,00
2 1,00 25,00 4,00
100 3 1:501%525,00 6,00
mg/L 4 2,00 2500 8,00
5 2,602, 2500 10,00
6 30U 25,00 12,00

1. Consulte el etiquetado de cafeina en el refresco
por analizar y proponga la dilucién correspondiente
en balones aforados de 10 mLo 25 mL, con el fin de




hacer coincidir la concentracién tedrica esperada con
|a curva de calibracién propuesta. Recuerde eliminar
el gas del refresco antes de tomar la alicuota.

2. Filtre las muestras con filtro de 0.45 um e inyecte
en el HPLC tanto los patrones como las muestras,
con las siguientes condiciones de trabajo:

Cuadro 17. Condiciones HPLC para andlisis de cafeina

Tipo Cromatografia Fase Reversa
Folviing C-18, 25? x 4.6 mm,
M.
Temperatura Ambiente
Detector UV-Vis
Longitud de onda 275 nm
Bomba Cuaternaria
Fase movil H20/MeOH (60:40)
Desgasificador De Vacio
Flujo 1 mL/min
Inyector Manual
Inyeccion 20 pL

Nota: Realice ajustes si es necesario.

1. Grafique y cuantifique con la linea de mejor
ajuste.
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a. El contenido en mg de cafeina en el refresco
y su incertidumbre.

b. Porcentaje de lo etiquetado (% experimental
/ % etiquetado x 100).

¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.

Procedimiento 13

Analisis de acetaminofén por HPLC

1. Prepare una solucion madre de acetaminofén
a 100 mg/L en agua, a partir del patron de pureza
conocida.

2. Prepare la curva de calibracion de acetaminofén,
segun el siguiente cuadro:

Practicas12y13
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‘ Cuadro 18. Diluciones para curva de calibracion Cuadro 19. Condiciones HPLC para andlisis
de acetaminofén de acetaminofén
;j Solucién Patron Alicuota Balén Concentracion Tipo Cromatografia Fase Reversa
Madre (mL) (mL) (mg/L) Columna C-18,150x 4.6 mm, 5 p.
1 1,00 25,00 2,00 Temperatura Ambiente
Detector UV-Vis
£ b e o Longitud de onda 242 nm
100 3 3,00 25,00 12,00 Bomba Cuaternaria
mg/L 4 4,00 2500 16,00 Fase movil H20/ACN (85:15)
Desgasificador De Vacio
5 5400 4 51.:25,00 20,00 Flujo . 3 ol /min
6 600 25,00 24,00 Inyector Manual
Inyeccion 20 pL

1. Consulte el etiquetado de acetaminofén en el  Nota: Realice ajustes si es necesario.
producto por analizary proponga el procedimiento
correspondiente. Utilice para la dilucion final, balones 1. Grafique y cuantifique con la linea de mejor
aforados de 10 mL o 25 mL con el fin de hacer ajuste.
coincidir la concentracion teérica esperada con la m
curva de calibracion propuesta.

a. El contenido en mg de acetaminofén en el
2. Filtre las muestras con filtro de 0.45 pm e inyecte medicamento y su incertidumbre.

en el HPLC tanto los patrones como las muestras bajo

; ; b :
las siguientes condiciones de trabajo: b. Porcentaje de lo etiquetado (% experimental

/ % etiquetado x 100).
¢. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.

__——
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La cromatografia de iones o de intercambio ionico, es
una variante de la técnica de cromatografia liquida >
de alta presion (HPLC), esta a diferencia de las demas 8

Cloruros y sodio por cromatografias, proporciona un mayor grado de

. : selectividad, debido a que se pueden utilizar una
cromatografla de iones mayor cantidad de combinaciones de fase movil, al
cambiar la relacion de flujos y su presion, ademas :
de varios tipos de resina en la fase estacionaria. Por R
ese motivo es muy utilizada para la determinacion ¥,
de aniones y cationes inorganicos y de sustancias
organicas que contengan estos, como grupos
funcionales como por ejemplo algunos aminoacidos, .
proteinas y acidos nucleicos (Gennaro, 2003). :

Esta técnica se basa en la interaccion de los iones £,
de la muestra, con una columna de intercambio ; §
idnico, dicha columna esta constituida por un sélido Fay
o soporte en el cual estan enlazados quimicamente '
grupos funcionales cargados electrostaticamente,
los cuales pueden ser sustituidos por los iones de la
muestra problema. Las moléculas de la muestra son
“adsorbidas” de forma reversible, por la columna de
intercambio i6nico, lo cual genera una retencion y
por tanto, separacion de los diferentes componentes
(Freifelder, 1981).
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! Una vez que se da la particion de los compuestos  La cromatografia de iones se subdivide a su vez
| de la muestra, estos pasan por un detector que  en la cromatografia de intercambio cationico y
puede ser un conductimétrico, amperométrico,  cromatografia de intercambio aniénico.
3 detector UV... donde se registra y se cuantifica la
1o sefal obtenida respecto al tiempo de retencion del En la cromatografia de intercambio cationico, la
. analito. El software muestra los resultados en forma columna cuenta con grupos funcionales cargados
de cromatogramas, donde la posicion maxima del negativamente (ver figura 19), por lo que se da
pico indica el ion presente (caracter cualitativo) y la retencion de los iones con cargas positiva o
su area o altura, indican la cantidad de dicho ion cationes (Garcia, Quintero y Lopez, 1993).
que se encuentra presente en la muestra (caracter
cuantitativo) (Voet y Voet, 2006). WL L b R e
i
{ CROMATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO IONICO SOsH" COM®
, \ sulfonato carboxilato
Con una fase estacionaria 3
Ll atis 1t
g BB —GH—oH—
sustancias cargadas
positivamente
_~ CHaCOzM @
v : CHaN POsM
\ i Deb i
\ e s CHacoaM
‘ (del amortiguador) aminodiacetato fosfonato
) Figura 20. Resinas anidnicas (intercambio cationico).
Las sustancias cargadas

negativamente pasan a

través de la fase . s . siol e

|| estacionaria sin enlazarse En la cromatografia de intercambio aniénico, la

columna cuenta con grupos funcionales cargados

positivamente (ver figura 20), por lo que se da

la retencion de los iones con cargas negativas o

Figura 19. Principio fisicoquimico de la técnica aniones (Garcia, Quintero, y Lopez, 1993).
cromatografia de iones.
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en la fase movil, aumentando por tanto, la
conductividad del ion que se quiere analizar. Esto i
se logra gracias al sistema de supresion en modo
de auto-supresion por reciclaje. Dicho sistema esta
amonioquaternario amonioterciario constituido por dos cdmaras de regeneracion, por las
que pasa un flujo de hidroxido de tertbutilamonio, '
I VPR o ek que al entrar en contacto con la fase movil (gracias

a una membrana de intercambio ionico), hace que se
$ produzca la hidrolisis del hidroxido, intercambiando
CHz2 —— NHs
amonioprimario

b CHla == O == [~ CHa —CH —

CHz — NRs CHz — HR2

CHz — NHaR

sus grupos (OH-), por los grupos metanosulfonatos
de lafase movil, lo que induce a la formacion de agua i
y la disminucion de la conductividad de la fase movil; "R
Figura 21. Resinas catidnicas (intercambio aniénico). el agua formada arrastra el analito hacia el detector,
; el efluente pasa a través del detector y retorna al
»  Parametros de analisis de cationes supresor para propiciar un nuevo intercambio de -
forma inversa y asi, lograr la regeneracion en las

Fase mévil: acido metanosulfonico. camaras del supresor (Cruces, 1998).

amoniosecundario

Columna: resina constituida por una estructura
de divinilbenceno (DVB) y una mezcla de grupos
funcionales, fosfonato y carboxilo (grupos de carga
negativa), que son los precursores de la adsorcion
de los cationes de la muestra, para generar una
deteccién por conductividad suprimida.

Supresor: ayuda a que se dé la deteccion sin
interferencia de los iones que efluyen y llegan al
detector ya que los detectores conductimétricos son
muy sensibles. En la deteccion por conductividad
suprimida se da la disminucion de la conductividad

Practicas 14y 15

Figura 22. Supresor para andlisis de cationes.
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» Analisis de aniones CSRS 300 in Chemical Suppression Mode
i Fase mévil: carbonato de sodio / bicarbonato Analyte in Na" OH

! de sodio. Eluent Waste/Vent
Columna: resina constituida por una estructura “ NA* + HSO
de divinilbenceno (DVB) y fijada a esta, grupos
funcionales de amonio cuaternario (grupos de carga Na® Na*
positivo), que son los precursores de la adsorcion de H* OH- H
los aniones de la muestra para generar una deteccion l
por conductividad suprimida. b

| ‘ '

! Supresor: de igual manera, se da gracias al sistema HSO,"
de supresion por modo de auto-supresion por Analyte in H,0
reciclaje. El supresor esta formado por dos camaras
de regeneracion por las cuales pasa acido sulfurico, Y ‘ H +HSO,
que genera la hidrélisis del acido, para intercambiar To detector
sus grupos hidronios (H+) por los grupos Na+ de
la fase movil, induciendo a la formacion de agua Figura 23. Supresor para andilisis de aniones.

y disminuyendo la conductividad de la fase movil.
Después de que la muestra pasa por el detector,
retorna al supresor donde se da la regeneracion del
acido (Skoog, West y Holle, 1997).
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Cuadro 20. Comparacion de andlisis de cationes y Cationes: sodio, amonio, potasio, calcio,
aniones por cromatografia de iones magnesio, litio, carbonato, etc.
Analisis de Analisis de Azicares y polialcoholes: monosacaridos,
EAHONES ANIONES disacaridos, oligosacaridos, polisacaridos.
Tipo de : g "y
: Intercambio Intercambio A
cromatografia Wi e ”  Aplicaciones
2o, Cationico Anionico g
i6nica
Tipo de resina : Agu; de consumo, sueros, bebIQas, productos f#
Fosfonato- Amonia carnicos, productos vegetales, alimentos. Sl
en la fase ] : i1
Carboxilato cuaternaria N

estacionaria

&

N Na.CO

> 2 B
Fase movil metar?cfsl(tjj(l)fo'nico A i
utilizada 20 mM NaHCO, §

0.8mM
Supresor .
utilizado it i el “ i{
3 A
COMIENSE 59 mA 25 mA 1l

aplicada

Figura 24. Instrumento de cromatografia de iones.

» Potencial analitico de la
cromatografia ionical

Aniones inorganicos y organicos: fluoruros,
cloruros, nitritos, bromuros, nitratos, fosfatos,
sulfatos, bromatos, cloritos, cloratos, acético,
citrico, tartarico, lactico, sorbico, benzoico.
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Procedimiento 14

Anilisis de cloruros en sal de mesa por cromatografia
de iones

1. Prepare una solucién madre de cloruros a
125 mg/L en agua ultra pura, a partir de cloruro de
sodio puro.

2. Prepare la curva de calibraciéon de cloruros y
disuelva en agua ultra pura, segun el siguiente
cuadro:

1. Prepare por triplicado las muestras del producto
comercial en estudio, de manera que obtenga una
concentracién teérica de cloruros dentro del rango
de la curva de calibracion.

2. Filtre las muestras con filtro de 0.45 pm,
coloque en los viales del equipo e inyecte en el ICS
tanto patrones como muestras, con las siguientes
condiciones de trabajo:

Cuadro 22. Condiciones ICS para andlisis de cloruros

Cuadro 21. Diluciones para curva de calibracion Tipo Cromatografia Intercambio i6nico
de cloruros o Dionex lonPac™ AS23,
4x250 mm
Solucion Patron Alicuota Balon Concentracion 2
Temperatura 30°C
Mase : ful) (] (mg/L Detector Conductimétrico
4 1,00 25,00 5,00 Corriente y supresor 25 mA, H,S0,
2 2,00 25,00 10,00 Bomba Cuaternaria
e 4.5 mM Na,CO,/0.8 mM
il 3 3,00 25,00 15,00 Fase movil NaHCO
3
mg/L 4 4,00 25,00 20,00 Desgasificador De Vacio
Flujo 1 mL/min
5 5,00 25,00 25,00 e
Inyector Automatico
6 6,00 25,00 30,00 Inyeccion 25 pL




Calcule

a. Miligramos de cloruros por paquete de sal y
su incertidumbre.

b. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.

Procedimiento 15

Analisis de sodio en sal de mesa por cromatografia
de iones

1. Prepare una solucion madre de sodio a 81 mg/L
en agua ultra pura, a partir de cloruro de sodio puro.

2. Prepare la curva de calibracion de sodioy disuelva
en agua ultra pura, segun el siguiente cuadro:

Manual de laboratorio ;
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Cuadro 23. Diluciones para curva de calibracion de sodio

Solucion Patron Alicuota Balon Concentracion

Madre # (mL) (mL) (mg/L)
1 1,00 25,00 3,24

2 2,00 25,00 6,48

81 ] 3,00 25,00 972

mg/L 4 400 25,00 12,96

5 5,00 25,00 16,20

6 6,00 25,00 19,44

1. Prepare por triplicado, las muestras del producto
comercial en estudio, de manera que obtenga una
concentracion teérica de sodio dentro del rango de
la curva de calibracion.

2. Filtre las muestras con filtro de 0.45 pm,
coloque en los viales del equipo e inyecte en el ICS
tanto patrones como muestras, con las siguientes
condiciones de trabajo:
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Cuadro 24. Condiciones ICS para andlisis de sodio

Tipo Cromatografia:

Intercambio ionico

Dionex lonPac™ CS12A,

Columna: 4x250 mm
Temperatura: Ambiente
Detector: Conductimétrico
Corriente y supresor: 59 mA, TBAOH
Bomba: Isocratica
s PRl Acido metanosulfénico
20 mM
Desgasificador: De Vacio
Flujo: 1 mL/min
Inyector: Automatico
Inyeccion: 25 pL

Nota: Realice ajustes si es necesario.

1. Grafique y cuantifique con la linea de mejor

ajuste.

a. Miligramos de sodio por paquete de sal y su

incertidumbre.

b. Promedio, DS, DSR%, DAP y DRP en ppmil.

Referencias

Cruces, C. (1998). Electroforesis capilar. Almeria:
Universidad Almeria.

Freifelder, D. (1981). Técnicas de bioquimica y biologia
molecular. San Francisco, U.S.A: Reverte.

Garcia, M; Quintero, R. y Lopez, A. (1993).
Biotecnologia alimentaria. México: Editorial
Limusa.

Gennaro, A. (2003). Remington: Farmacia. 20° ed.
Buenos Aires: Ed. Médica Panamericana.

Skoog, D; West, D.y Holle, J. (1997). Fundamentos
de quimica analitica Il. 4°ed. 720-723. Reverte

Voet, Dy Voet, J. (2006). Bioquimica. 3° ed. Uruguay:
Ed. Médica Panamericana.




Manual de laboratorio
Técnicas instrumentales de analisis

87

La disolucion es el proceso mediante el cual
una sustancia solida entra en contacto con un o

solvente, para alcanzar un grado de dispersion que

le permita mezclarse y formar una disolucion. El
Ensayo de ensayo de disolucion esta disefiado para evaluar la
disolucién disolucién de farmacos sélidos presentes en formas
dosificadas solidas que usualmente se presentan !
en tabletas de como dosis unitarias, pero que en los ultimos anos, R
: . : su uso se ha ampliado a otras formas farmacéuticas g
dimenhidrinato (Baudrit, 2010).

El proceso de disolucion de un farmaco contenido
en una forma farmacéutica sélida, principalmente -
de administracion oral, esta compuesto por varios i[
subprocesos, entre los que se pueden mencionar: la \
disgregacion de la forma agregada, la disolucion del X‘
farmaco en el medio y también, si el medicamento se ;
le ha administrado a un organismo vivo, asimismo,

se debe considerar la difusion del principio activo

en disolucion hacia el lugar de absorcién. De 4
todos los procesos mencionados, la velocidad de
disolucion del farmaco es el que se considera como
el mas importante de todos, debido a que define la
liberacion del principio activo y por ende, la absorcion
del farmaco por las células del cuerpo (Doménech,
Lauroba, Berrozpe, Calpena, Colom, Escribano,
Peraire, Boix, Diez, 2005).

Practica 16




LR R e S T e e e sy SR © SRS

Manual de laboratorio
Técnicas instrumentales de analisis

88

Por otra parte, el registro de nuevas formulaciones
o reformulaciones de productos establecidos, de
conformidad con las autoridades pertinentes,
requiere estudios de velocidad de disolucion del
farmaco que contiene la forma de dosificacion
problema, tanto en formas farmacéuticas solidas
como en las suspensiones. Dichos estudios son
importantes, especialmente cuando se trata de
farmacos poco solubles en agua, con la finalidad de
que se pueda comprobar que, bajo las condiciones
establecidas para el ensayo, los productos cumplen
las especificaciones establecidas. No obstante, los
ensayos de velocidad de disolucion no solo son
importantes para que la disolucion del farmaco se
produzca dentro de los limites establecidos, sino que,
también ayudan a estudiar la cinética asociada a la
liberacion del principio activo o permiten realizar
estudios de bioequivalencia de farmacos (Hernandez,
Moreno, Zaragoza y Porras, 2010).

De esta forma, los ensayos de disolucion constituyen
una estimacion previa sobre si la biodisponibilidad
del farmaco, es decir, la magnitud y la velocidad de
absorcion, es la adecuada para el paciente, ya que la
absorcion del farmaco por las células estd limitada
por la fraccion de la dosis que se haya liberado en el
medio donde tiene lugar dicho proceso de absorcion.

Es por ello que, la mayor parte de las farmacopeas
exigen realizar estudios de velocidad de disolucion

de diferentes lotes de formas farmacéuticas, que se
presentan como formas solidas de administracion
oral (Doménech et al, 2005).

Para realizar el ensayo de disolucion, la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP) define diferentes
configuraciones para los equipos utilizados en el
ensayo y los cataloga segun la configuracion con la
que trabajan, de la siguiente forma:

» Aparato 1: con canastas rotatorias.
»  Aparato 2: con paletas.

»  Aparato 3: con paletas sobre discos.
»  Aparato 4: con cilindros.

» Aparato 5: con discos reciprocos.

»  Aparato 6: con flujo de celda.

»  Aparato 7: con cilindros reciprocos.

Es esta practica se utilizara el Aparato 2, cuya
configuracién consta de un vaso, el cual puede estar
recubierto o hecho de vidrio o algun otro material
transparente e inerte, un motor y un eje metalico
unido a una paleta que funciona como elemento de
agitacion. El vaso debe estar parcialmente sumergido
en un bafio de agua de tamafio adecuado o cubierto
por un dispositivo térmico como una manta de
calentamiento. Tanto el bafio de agua o el dispositivo
térmico permiten que la temperatura del vaso se




mantenga a 37 + 0.5 °C, para ello, en caso del baro,
se mantiene un flujo suave y constante del agua,
mediante recirculacion. El vaso debe ser cilindrico,
con el fondo redondeado y con capacidades que
pueden serde: 1L, de 2 Ly de 4 L, ademas, a los
vasos se les suele colocar una tapa, para retardar
la evaporacion. El vaso utiliza un dispositivo de
regulacion de velocidad, el cual permite que la
velocidad de rotacion del eje y por ende, de la paleta,
se pueda seleccionar y mantener constante; el valor
esta definido en cada monografia. La paleta se debe
colocar de forma tal que se mantenga centradoy sin
tambalearse significativamente, ademas, se debe
ajustar su altura a 25 + 2 mm desde el fondo del
vaso (USP 39, 2016).
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Procedimiento 16

Ensayo de disolucion de tabletas de dimenhidrinato

Para las tabletas de dimenhidrinato corresponde
un valor Q (principio activo disuelto) de un 75%.
Para la prueba, aplique el criterio de aceptacion a
este valor Q.

1. Prepare el equipo de disolucion con las siguientes
condiciones:

»  Medio de disolucion: agua.

»  Temperatura del medio: 37 °C.

»  Volumen de disolucién: 900 mL.

»  Configuracién del aparato: 2.

' Velocidad de agitacion: 50 rpm.

»  Tiempo de agitacion: 45 minutos.

2. Mida el volumen del medio de disolucién indicado
y depositelo en cada cubeta del disolutor. Para medir
el volumen con mayor exactitud, utilice un balén
aforado de 1000 mLy retire 100 mL con pipeta, de
no ser que se indique una forma alternativa.

3. Deje que el equipo se estabilice a las condiciones
del ensayo, hasta que se alcance la temperatura
programada (aproximadamente una hora).
Monitoree que la temperatura del medio en cada
vaso de disolucion sea la indicada.
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4. Cuando se alcance la temperatura, coloque las
tabletas en los vasos de manera simultanea e inicie
la agitacion.

5. Mientras las muestras se estan ensayando,
consulte el etiquetado de su muestra y realice los
calculos necesarios para preparar una disolucion
estandar con una concentracion de dimenhidrinato
conocida y que sea similar a la de su muestra al
terminar el ensayo. Para ello utilice el mismo medio
de disolucion.

6. Después de 45 minutos, al detenerse las paletas
y con la ayuda de una jeringa, tome una muestra
desde el puerto de muestreo correspondiente al
primer vasoy coloque la disolucion en un recipiente
adecuado, posterior a homogenizar con unos 10 mL
de muestra. Repita este procedimiento en cada uno
de los canales de succiéon de muestra.

7. Determine la cantidad de dimenhidrinato
disuelto, al utilizar absorcién ultravioleta (UV)
sobre porciones filtradas de la disolucion ensayada
y compare con el estandar la longitud de onda de
maxima absorbancia para la molécula, que es de
aproximadamente 276 nm.

8. El criterio de aceptacion para la prueba indica que
la cantidad disuelta al término de los 45 minutos
no puede ser menor que Q + 5%, para cada tableta
(USP 39, 2016).

Calcule

a. Miligramos de dimenhidrinato disueltos y su
incertidumbre.

b. Porcentaje de lo etiquetado disuelto por
tableta.

¢. Promedio, DS, DSR%.
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Cozzolino (2002) indica que la aplicacion de la
espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIRS) se emplea desde la década del 70 en
la industria de alimentos, farmacia y petroquimica. Es
una técnica rapida, no destructiva ni contaminante,
de gran exactitud siempre que se sigan los
procedimientos adecuados.

Espectroscopia
de abSOICIOn Por su parte Castellanos (2012) se refiere a que la
infrarroja (IR) espectroscopia de absorcion infrarroja (IR) estudia i

la interaccién de la materia con la luz infrarroja L4
del espectro electromagnético. Esta region esta
comprendida entre los 780 nm y los 1x106 nm y
se divide en tres: IR cercano (780 - 2500 nm), IR
medio (2500 - 50x103 nm) y el IR lejano (50x103 - '
1x106 nm), cada una de las tres regiones se utilizan {
de manera distinta. Los espectrofotometros que
se construyen para trabajar en la region del IR \
cercano son similares a los equipos disenados para
la absorcion en la region del ultravioleta visible en
cuanto a disefio y componentes.

La interaccion produce una serie de vibraciones a
escala molecular, desde el estado basal vibracional
hasta estados excitados vibracionales. Las moléculas
siempre presentaran vibraciones e incluso a
temperaturas cercanas alos o K, por lo cual su energia
vibratoria nunca llegara a ser nula, a diferencia de
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la energia electrénica del estado basal cuya energia
si puede tomar el valor de cero (Castellanos, 2012).

El espectro de vibracién de una molécula se considera
como una caracteristica fisica inica en cada molécula.
El espectro infrarrojo se puede utilizar como una
huella digital para su identificacion, por comparacion
del espectro de una sustancia desconocida con
espectros de referencia previamente almacenados
en una base de datos de un ordenador. En la ausencia
de una base de datos de referencia adecuada, es
posible efectuar una interpretacion basica del
espectro de los primeros principios, que conduzcan
a la caracterizacion y una posible identificacion de
una muestra desconocida (Castellanos, 2012).

Segln Jiménez y Lopez (2011) la espectroscopia en
el infrarrojo cercano se ha convertido en una técnica
importante para determinaciones rutinarias, debido
a que es uno de los métodos mas rapidos para el
analisis quimico de muestras, siendo el rango de
aplicacion la industria petroquimica en el control
de calidad del bioetanol y del biodiesel; la industria
farmacéutica, tanto para la verificacion de la materia
prima como para la determinacion de ingredientes
activos en el producto final, y la industria de
alimentos. En la espectroscopia de reflectancia el
infrarrojo cercano (NIRS) se trabaja en una region del
espectro en la cual las muestras observan una baja
absorcion, esta permite que la radiacion infrarroja

penetre muestras sin preparacion, modificacion
o dilucién; por ello esta técnica se caracteriza por
ser no destructiva, no contaminante, rapida y por
permitir la determinacion simultanea de varios
compuestos. El desarrollo de esta técnica para
analisis cuantitativo estuvo limitado debido a la
complejidad de los espectros obtenidos y a las
interferencias espectrales que se presentan, este
inconveniente fue superado. Con el desarrollo de
la quimiometria emplearon minimos cuadrados
parciales (PLS) para determinar benzoato de sodio,
2-propanol, 1,2-propanodiol, glicol de polipropileno,
y glicerol en detergente comercial. El modelo PLS
creado en la calibracion les dio excelentes resultados.
También se ha aplicado NIRS para determinacion de
lauril sulfato de sodio y triclosan en crema dental
comercial, obteniendo buenos resultados.

Pesez y Bartos (1974) se refieren a la importancia
de la espectroscopia infrarroja como técnica
complementaria de la difraccién por Rayos X en
la identificacion de minerales y a como ha crecido
notablemente en los Ultimos diez afios. Esta técnica
puede dar una “huella dactilar” de un mineral al
detectar sus caracteristicas unicas, sin embargo, la
mayor dificultad que se encuentra en la técnica de
la espectroscopia de infrarrojo es la localizacion de
espectros de referencia acreditados, de diferentes
minerales en la bibliografia. Han aparecido algunos
muy buenos espectros a través de publicaciones




internacionales, pero a veces son dificiles de localizar
o se requiere emplear mucho tiempo para ello.

- Fundamento

»  Espectroscopia del infrarrojo cercano
(NIR)

La region del infrarrojo cercano comprende
aproximadamente las longitudes de onda entre 750
y 2500 nm (Conley, 1972). Dentro de sus beneficios
se destaca que es una técnica no destructiva,
rapida, que requiere poco tiempo de preparacion
de muestra, no es invasiva y su aplicacion es muy
amplia (Alcala, 2006).
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»»  Teoria de la espectrometria
de absorcion en el infrarrojo

A diferencia de la radiacion ultravioleta visible, la
radiacion infrarroja no tiene la suficiente energia para
ocasionar transiciones electronicas, por esta razon,
la radiacion infrarroja de acuerdo con Skoog, Holler
y Crouch (2008), “se limita en gran parte a especies
moleculares para las cuales existen pequenas
diferencias de energia entre los distintos estados
vibracionales y rotacionales” (p. 431). Para absorber la
radiacion, una molécula debe sufrir un cambio neto
en el momento dipolar cuando vibra o gira. Bajo estas
circunstancias, la molécula puede interaccionar con
el campo eléctrico alternante de la radiacion y como
es de esperarse, modificar la amplitud de algunos de
sus movimientos. Segun los autores ya mencionados,

Cuadro 25. Regiones del espectro infrarrojo

Region Longitud de onda (pm)

Numero de onda (cm™) Frecuencias (Hz)

Cercano 0.78a25 12800 a 4000 3.8x10%a 1.2x10
Medio 2.5a50 4000 a 200 1.2x10*a 6.0x10*?
Lejano 5021000 200a 10 6.0x10%2 a 3.0x10"*

La mas utilizada 25815 4000 a 670 PRxtosa 2 Ol

Fuente: Skoog, Holler y Crouch (2008).
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“si |a frecuencia de la radiacion coincide exactamente
con la frecuencia de vibracion natural de la molécula,
tiene lugar la absorcion de la radiacion, lo cual origina
un cambio en la amplitud de la vibracién molecular”
(Skoog, Holler y Crouch, 2008, p. 342).

Por lo anterior, para que las especies moleculares
absorban radiacion del infrarrojo, estas deben 1)
tener un momento dipolar, 2) ser asimétricas, y
3) tener una frecuencia de vibracion natural igual a
la frecuencia de la radiacion.

»  Espectroscopia en el infrarrojo cercano

Rango, alrededor de 770 nm a 2500 nm (de 13000
a 4000 cm™) (Skoog, Holler y Crouch, 2008).

Los enlaces afectados en este rango del espectro
sonC—-H,N-OyN-H.

Absortividades molares pequenas y limites de
deteccion de orden de 0.1%.

Se emplea para determinaciones cuantitativas
de especies y no de pruebas cualitativas de
identificacion (Skoog, Holler y Crouch, 2008).

» Instrumentacion

Existen tres tipos de instrumentos para medir la
absorcion en el espectro infrarrojo:

» Espectrofotometros dispersivos con
monocromador de red.

»  Espectrémetros de transformada de Fourier con
interferometro.

» Fotémetros no dispersivos equipados con un
filtro o un gas absorbente.

Partes principales:

Fuente de radiacion: encargada de emitir energia
radiante entre 320-2500 nm. La mas empleada es la
lampara halogena de filamento de tungsteno (Alcala,
2006).

selector de longitudes de onda: encargado de
seleccionar la longitud de onda de trabajo. En él se
da la descomposicion del haz policromatico (Conley,
1972).

Compartimiento de muestra: depende del tipo de
muestra con la que se esté trabajando (s6lida, liquida
y gaseosa), existe una gran cantidad de accesorios,
usualmente, la forma més empleada es la de celdas
(muestra y referencia).




Detectores: se utilizan comtinmente los que son
construidos con semiconductores, ejemplo el
fotodetector de sulfuro de plomo, debido a que
la sensibilidad que presenta es la adecuada para
trabajar entre 900-2600 nm (Alcald, 2006). La
seleccion del detector esta relacionada con el tipo
de muestra por analizar.

Dos equipos de infrarrojo cercano dispersivos son
el de prisma y combinado prisma-red. A diferencia
del primero, el combinado solamente utiliza un
prisma, de cristal de cuarzo (Conley, 1972). El sistema
de prisma difiere del sistema combinado debido a
que en el primero de estos la muestra no se irradia
con toda la energia proveniente de la fuente. Otro
de los aspectos importantes es que el prisma de
cuarzo puede provocar problemas en la resolucion,
especificamente en laregionde 1,2a 1,8 ym debido
a que la resolucion del prisma en ese rango es muy
poca. Ademas, durante el analisis es recomendable
utilizar una anchura de rendija lo mas estrecha
posible, ya que las bandas de absorcion en NIR son
agudas, es recomendable trabajar con temperaturay
humedad constantes pues la cantidad de energiay el
detector de sulfuro de plomo se pueden ver influidos
(Conley, 1972).
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»  Espectrémetros de transformada
de Fourier

Estos equipos se basan en el fenémeno de la
interferencia. Son los que mas se emplean en
la actualidad debido a las caracteristicas que
presentan: buena relacion entre sefial y ruido, alto
nivel de sensibilidad y rapidez en los analisis. Su parte
principal es el interferémetro de Michelson (Skoog,
Holler y Crouch, 2008).

El proceso de andlisis inicia al emitir radiacion la
fuente, luego el beamsplitter divide el haz principal
en dos haces que son reflejados en dos espejos:
uno mévil y otro fijo. Posteriormente, vuelven al
beamsplitter y se unen en interferencia, es decir, es
constructiva (los caminos de cada haz son idénticos
en ambos espejos: senal coseno). Contrariamente
cuando el espejo movil cambia el camino genera una
diferencia de fases de los dos haces, por lo tanto,
se da una interferencia destructiva (Skoog, Holler y
Crouch, 2008).

El proceso anterior genera un interferograma, es
decir, una intensidad en la sefal de la diferencia
de cada una de las trayectorias. Finalmente, el
interferograma es convertido en un espectro por
medio de la transformacion integral de Fourier
(Skoog, Holler y Crouch, 2008).
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La mayoria de equipos utilizan la transformada de
Fourier, debido a que el objetivo de esta técnica es
principalmente identificar sustancias, lo cual se logra
mediante comparaciones o similitudes de espectros
con patrones o curvas de calibracion, que ademas,
poseen un costo muy elevado.

»  Aplicaciones de la espectrometria
en el infrarrojo

»  Aplicaciones del infrarrojo cercano

En relacion con la aplicacion del infrarrojo cercano,
Skoog, Hollery Crouch (2008) apuntan que “es muy
atil en la determinacién cuantitativa rutinaria de
ciertas especies como diéxido de carbono, agua,
azufre, hidrocarburos de bajo peso molecular,
nitrégeno de las aminas, y muchos otros compuestos
sencillos que tiene interés en la agricultura y la
industria” (p. 455).

Cuadro 26. Principales aplicaciones de la espectrometria en el infrarrojo

Regiones espectrales Tipo de medicion

Reflectancia difusa

Tipo de analisis

Cuantitativo

Tipo de muestras)

Materiales comerciales sélidos

Infrarrojo cercano (ORIFTS) o liquidos
Absorcion Cuantitativo Mezclas gaseosas
Cualitativo Soélidos, liquidos o gaseosos puros

4 Cigsrititative Mezclas compieja's.de gases, liquidos
Absorcion o sélidos

Infrarrojo medio Cromatogréfico Mezclas compIeJa’s'de gases, liquidos
o sélidos

Reflectancia Cualitativo Solidos o liquidos puros

Emision

Cuantitativo

Muestras atmosféricas

Infrarrojo lejano

Absorcion

Cualitativo

Especies inorganicas puras
u organometalicas

Fuente: Skoog, Holler y Crouch (2008).




Segun Davies y Giangiacomo (2000), es también
aplicable en la determinacion del contenido de
agua en etanol, asi como en la determinacion de
la estructura morfolégica de cereales, condiciones
de humedad en madera, estructura de proteinas,
monitoreo de la coagulacion de la leche, composicion
de la carne, analisis del contenido de azucar en frutas
intactas y carbohidratos en jugos de frutas.
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Procedimiento 17

Identificacion de una muestra incognita por IR.

1. Encienda el equipo de infrarrojo unos 10 minutos
antes de su uso, para mayor estabilidad en su
funcionamiento.

2. Tome la muestra por analizar y coloque una
punta de espatula (o una gota) en el porta muestras.
Prepare la muestra previamente para tenerla en
polvo fino o en disolucion.

3. Identifique la muestra en el instrumento segun
corresponda y determine la pureza aproximada del
analito.

Calcule

a. La pureza del analito en la muestra incognita.
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Calculos tipicos
de analisis
instrumental
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Calcule el volumen del punto de equilibrio de una
titulacién conductimétrica (acido-base), si se obtuvieron
las siguientes ecuaciones:

y =-9.5451x + 220.83 y = 5.9083X —-42.967

-9.5451x + 220.83 = 5.9083x - 42.967
~9.5451x - 5.9083x = - 42.967 - 220.83
-15.4534x = -263.797
X= -263.797/-15.4534
X = 17,07 mL

Calcule la molaridad de los 50 mL del 4cido titulado, si
la base empleada como titulante es 0.5124 M.

50 mL * CnHCl = 17.07 mL * 0.5124 M
Cn HCl = (0.5124 M) (17.07 mL)/(50 mL)
Cn HCl = 0.1749 M
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? Calcule la capacidad volumétrica de un picnémetro

a 20°C, sj la densidad del agua a esa temperatura es
0.99823 g/mlL, la masa del picnémetro vacio es 14.4740
gy la masa del picnémetro con el agua es 39.4420 g.

39.4420g-14.4740g = 24.9680 g
V = (Masa del agua/ densidad del agua) = m/p = mL
V =249680g/(0.99823 g/mL) = 25.0123 mL

7 Calcule la densidad de una muestra y considere densidad

de 1,0000 g/mL para el agua a la temperatura de trabajo,
ademas de los siguientes datos: masa picnémetro vacio:
28,3225 g, masa picnémetro mas H,0: 38,3341 gy masa
picnometro mas muestra: 38,1294 g.

Densidad= (38,1294 g - 28,3225 g) / (38,3341 g- 28,3225 g)

=0,97885 g/mL

»  Calcule la concentraciéon (mg/L) de una muestra de

sulindaco (tabletas de 200 mg, peso promedio 0.7423 g),
cuantificada por espectrofotometria visible a 462 nm, si
se obtuvo una absorbancia de 0.248 para dicha muestra
Yy una absorbancia de 0.254 para el patron a 40.32 mg/L.

40.32 mg/L x 0.248 abs / 0.254 abs = 39.37 mg/L

»

»

Determine la concentracion (mg/L) en la ampolla de
10 mL, de una muestra de cianocobalamina diluida 2
mLen 50 mLy de ahi, 4 mL en 25 mL; cuantificada por
Vis. con curva de calibracién, para la cual se obtuvo una
ecuacion de larectay = 0.0492x + 0.034 y la absorbancia
de la muestra fue de 0.384.

y =0.0492x +0.034
x = (y - 0.034)/0.0492
x = (0.384 - 0.034)/0.0492
x =711 mg/L* 50/2 * 25/4 = 1110.9 mg/L

Calcule el porcentaje de lo etiquetado de una solucion
inyectable de diclofenaco sodico 15 mg/5 mL en
ampollas de 10 mL, si se determiné por triplicado y
por espectrofotometria UV a 272 nm y se obtuvo una
absorbancia idéntica de 0.318 para las tres muestras
que se diluyeron 1 mL en 100 mL de agua destilada.
Para el patron se peso6 25.2 mg de diclofenaco sédico
al 89.2% de pureza en 25 mLy de ahi se tomaron 2 mL
y se llevaron a 50 mL con agua destilada y se obtuvo
una absorbancia de 0.386.

CnSt=25.2mgx89.2/100/0.025Lx2mL/ 50 mL =
35.97 mg/L
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Cn muestra = 35.97 mg/L x 0.318 / 0.386 x 100 mL/1 mL
=2963,3 mg/l

2963.3 mg/L = 14.82 mg/5 mL
% de lo etiquetado= 14.82/15*100 = 98.78%

»  Indique ;cuanto debe pesar de azdcar puro, para obtener
una concentracion de 15 %m/v en un balon de 250 mL?

15 g/100 mL* 250 mL = 37.5000 g/ 250 mL

»  ;Qué dilucion debe hacer de una solucién madre de
sacarosa a 1000 mg/L, para llegar a una a 0.10 %m/v?

1000 mg/L =1 g/L = 0.1 g/100 mL (ninguna dilucién).

»  Calcule jcudl seria el angulo de rotacién observado de
una muestra de maltosa a 25% m/v determinado en
una cubeta de 2 dm, si su rotacion especifica es [a ]
D25 =136.9?

[@]D25=100"a/l*c

a=[a]D25* 1*c/100

1 =136.9 x 2 x 25 /100
a = 68,45°

»

»
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Al considerar que trabajara con una Fanta Naranja de
600 mL, para la determinacion del %m/v de azucar que
presenta, y que dicho refresco etiqueta 34 g de azucar
por cada 250 mL. Estime la alicuota que debera llevar
un balén de 50 mL, para obtener una concentracion
de 6.8 %m/v, que quede comprendida en la curva de
calibracion por utilizar.

34 g/ 250 mL* 100 mL = 13.6 g/100 mL (%m/v)
V1*13.6 %m/v=50mL*6.8 %m/v=25mL

Suponga que va a preparar 200 mL de una solucion
madre de potasio a 1000 mg/L a partir de KCI (74.55
g/mol) al 79.2% de pureza. ;Cuanto debe pesar de KCI
(en balanza analitica) para obtener esa concentracion
de K (39.1 g/mol)?

1000 mg/L* 0.200 L = 200 mg

200 mg K *100/79.2 * 74.55 g/mol KCl / 39.1 g/mol K =

481.5mgKCl=0.4815g
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»  Determine la cantidad (en mg) de potasio presente

en una bebida hidratante de 600 mL, que etiqueta
90 mg de potasio por cada 250 mL de la bebida, que
experimentalmente se diluyé 6 mLen 100 mLy 5 mL
en 50 mL, y al ser determinada en el AA, se obtuvo una
concentracion de 1.80 mg/L de potasio en el balén en
que se efectud la medicion.

1.80 mg/L* 50 mL/5 mL* 100 mL/ 6 mL =300 mg/L
300 mg/L* 0.6 L =180 mg de potasio en la botella de

600 mL

» Al preparar una solucién madre de sodio para un analisis

por emisién atémica, jcuanto debe pesar de cloruro de
sodio (58.4 g/mol) al 95.2 % de pureza para obtener una
concentracion de sodio (23.0 g/mol) a 750 mg/Len un
balon de 250 mL?

750 mg/L*0.25 L* 100/95.2 * 58.4 g/mol / 23.0 g/mol =

mg =>0.5001 g

?» En un analisis de calcio (40.08 g/mol) en tabletas

de carbonato de calcio (100.09 g/mol) por emisién
atdmica, se pesaron 10 tabletas y se obtuvieron 7.4852
g, se morterizaron hasta llegar a ser polvo fino las
diez tabletas y se peso exactamente una muestra de

0.0829 g, se diluy6 en 100 mLy después 2 mL en 50
mL con agua destilada. Se determind la concentracion
interpolando en una curva de calibracion de intensidad
vrs concentracion (mg/L) y se obtuvo una concentracion
experimental de 9.01 mg/L de calcio. De acuerdo con |a
informacién dada jcuantos mg de carbonato de calcio
tienen las tabletas, si etiquetan 250 mg de calcio por
tableta?

9.01 mg/L*50mL/2mL*0.1L*0.7485g/0.0829 g =

203.4mgCa
203.4 mg Calcio x 100.09 gmol / 40.08 g/mol =
508 mg CaCo,

»  Siel guaro etiqueta 30 %v/v de etanol (densidad 0.789

g/mL), ;qué concentracion en g/L de etanol contiene
una botella de 375 mL?

30 mL/100 mL* 0.789 g/mL * 1000 mL/1L = 236.7 g/L de

etanol

» En un analisis de etanol en guaro Cacique por

cromatografia de gases con inyeccién manual, se
utilizé un unico patrén al 3.52 % v/v de etanol que
contenia estandar interno de n-propanol al 0.2 % v/v.
Se analiz6 una sola muestra que se diluyé 3 mL en 25
mL adicionandole (antes de aforar) 2.5 mL del estandar




interno de n-propanol al 2% v/v. Se inyecté el patrony la
muestra en el cromatografo de gases y se obtuvo para el
patron un area de 225324 para el etanol y 52327 para el
estandar interno; para la muestra se obtuvo un area de
197829 para el etanol y 39798 para el n-propanol. ;Cual
es el % v/v de etanol en la botella original del guaro?

%V/v = 3.52%vV/v * 197829/39798 * 25 mL/ 3 mL = 33.86
%V/v

225324/52327

» Del problema anterior, calcule ;cual seria el resultado si
no se hubiera empleado el estandar interno?

%V/v = 3.52%v/v * 197829 * 25 mL/ 3 mL = 25.75 %v/v
225324

»  ;Cual seria el contenido de cafeina en una Coca Cola
que etiqueta 37 mg/355 mlL, si se analizo por HPLC con
un solo patrén para el cual se peso 58.2 mg de cafeina
al 94.3% y se llevé a un balén aforado de 25 mL para
posteriormente, diluir 5 mL en 50 mLy después 2 mL
en un balén de 25 mL El refresco se desgasifico y se
tomé una alicuota de 10 mLen 25 mLy de ahi4 mLen
10 mLy se filtré. Se inyectaron 20 pL del patron y de la
muestra y se obtuvieron areas de 1228 para el patron
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y de 1142 para la muestra. Exprese los mg de cafeina
por cada 355 mL de Coca Cola.

58.2 mg/0.025 L * 94.3/100 * 5/50 * 2/25 = 17.56 mg/L

17.56 mg/L st * 1142 /1228 *10mL/4mL* 25mL/10mL =

102.08 mg/L
102.08 mg/L* 0.355 L =
36.24 mg/355 mL

» En un analisis de cafeina en tabletas de tiamina (500

mg/tab) y cafeina (50 mg/tab) por HPLC, se pesaron 10
tabletas cuyo peso fue de 8.3224 gramos en total, se
colocaron las 10 tabletas en un balén aforado de 250
mL, se disolvieron y aforaron con agua destilada. De ahi
se filtraron 25 mL para eliminar excipientes, se tomaron
2 mLy se llevaron a un balén de 50 mL, del cual se
tomd 1 mLy se llevé a un balén de 10 mL, para después
llevar 5 mL a un vial con el fin de ser cuantificado por
HPLC. Luego del analisis y la interpolacion en la curva
de calibracion utilizada, se obtuvo que la muestra
inyectada contiene 7.42 mg/L de cafeina en el vial.
Determine lo siguiente:

a. mg/Len el balén de 10 mL = 7.42 mg/L.

b. mg/Len el balon de 50 mL=7.42 mg/L* 10/1 =74.2
mg/L.
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€. mg/Len el baléon de 250 mL = 7.42 mg/L* 10/1 * 50/2

= 1855 mg/L.

d. mgen el balon de 250 mL = 7.42 mg/L* 10/1 * 50/2

*0.25L=463.75 mg.

e. mg/tableta obtenidos = 463.75 mg/10 = 46.38 mg/

tab.

f. % de lo etiquetado = 46.38/50*100 = 92.75%.

? En un analisis de calcio (40.08 g/mol) en tabletas de

carbonato de calcio (100.09 g/mol) por cromatografia
de intercambio catidnico, se pesaron 10 tabletas
etiquetadas con 200 mg de calcio por tableta y se
obtuvo 7.4852 g, se morterizaron las diez tabletas hasta
formar polvo fino y se pesé exactamente una muestra
de 0.1629 g, se diluy6 en 200 mLy después 2 mL en 50
mL con agua destilada. Se determiné la concentracién
interpolando en la curva de calibracion y se obtuvo una
concentraciéon experimental de 9.01 mg/L de calcio.
Determine lo siguiente:

a. mg Caen el balén de 50 mL=9.01 mg/L*0.05L =

» En la preparacion de una solucién madre de cloruros
para un analisis por cromatografia de iones, ;cuanto
debe pesar de cloruro de sodio (58.4 g/mol) al 99 %
de pureza para obtener una concentracién de cloruros
(35.45 g/mol) a 125 mg/L en un balén de 200 mLy qué

0.4505 mg

b. mg/L Ca en el balén de 200 mL = 9.01 mg/L * 50/2
=225.25 mg/L

concentracion obtendria para el sodio (23.0 g/mol)?

125 mg/L* 0.200 L * 100/99 * 58.4 g/mol / 35.45 g/mol =

41.6 mg=0.0416¢g

41.6 mg/0.200 L *99/100 * 23.0 g/mol / 58.4 g/mol =
81.1 mg/L

¢. mg Caen el balén de 200 mL = 9.01 mg/L * 50/2 *
0.2L=45.05mg

d. mgCaen la pesada de 0.1629 g = 45.05 mg

e. mg/tableta de Ca obtenido = 45.05 mg *
(7.4852/10)/0.1629 g = 207.0 mg/tab

f. mg/tableta de CaCO, obtenido = 207.0 mg/tab*100.09
g/mol/40.08 g/mol = 516.9 mg/tab

g. % delo etiquetado de Ca = 207.0/200*100 = 103.5%




