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OBJETIVOS.

Objetivo General.

Probar e implementar cinco précticas para el laboratorio de la asignatura de
Técnicas Analiticas y su Aplicacion Industrial de la carrera de Ingenieria Quimica,
que permitan al alumno conocer de manera general las técnicas de analisis
propuestas en la asignatura para que conozcan los fundamentos y aprendan a

interpretar los resultados obtenidos.

Objetivos particulares.

e Reafirmar los fundamentos de cada técnica para asi plantear las condiciones

experimentales y tipo de muestra a analizar para las précticas.

e Conocer en el manejo de los equipos para establecer las condiciones

experimentales adecuadas en cada una de las determinaciones.

e Contribuir al proceso de ensefianza apoyando la generacién de un manual de

practicas.

e Que se conozca el tratamiento adecuado de la muestra a analizar asi como a
conocer e interpretar adecuadamente los datos para obtener el resultados

deseado.

e Que conozca el alumno una aplicaciéon industrial con cada practica.



INTRODUCCION.

Dentro de las asignaturas que se imparten dentro del nuevo plan de estudios
de la carrera de Ingenieria Quimica, por parte de la secciéon Quimica Analitica de la
FESC-Cuautitlan se tiene la asignatura llamada Técnicas de Analisis y su Aplicacion
en la Industria, su objetivo es introducir al alumno a técnicas instrumentales de alta
sensibilidad con la finalidad de que se encuentre preparado ante las recientes
exigencias en el sector industrial.

La asignatura cuenta con doce créditos, tres horas de teoria y seis horas de
préctica a la semana, esta materia ya se impartid, sin embargo, dado que no se
cuenta con un manual de précticas especifico para ésta, surge la necesidad de
elaborar un manual de practicas que sirva de apoyo a el alumno y al profesor para el
uso y manejo del equipo instrumental de alto costo y la realizacién de practicas
previamente probadas que resulten adecuadas. Cabe mencionar que es importante
que el alumno se involucre con la preparacién de una muestra previa a su
determinacion en cada técnica, lo cual debe de lograrse en el tiempo semanal de
laboratorio.

A fin de comenzar a implementar el manual, se tomo en cuenta el equipo
instrumental, materiales y los reactivos existentes en la FES-C, campo uno, para
establecer las précticas a ser realizadas. En este trabajo se tiene contemplada la
implementacién de cinco practicas de laboratorio no existentes dentro de la secciéon
de quimica analitica. Las primeras tres practicas tendran que ver con métodos
espectrofotométricos de andlisis como son la espectrofotometria UV-Visible
molecular, la espectrofotometria de absorcién atémica con generador de hidruros y
la ultima la espectrofotometria de emision atomica. Posteriormente, dentro de los
métodos de separacion modernos, se introducira al alumno con la electroforesis
capilar, un método electroquimico de separacién que ha comenzado a ser importante
a nivel industrial, y por altimo, dentro de los métodos electroquimicos de analisis se
revisard la voltamperometria ciclica, una herramienta muy util para obtener

informacién acerca de procesos fisicoquimicos y cinéticos.



A continuacién, se presentard la informacién introductoria, asi como los
procedimientos experimentales plantados y los resultados obtenidos a llevarlos a
cabo, para cada una de las cinco précticas. Los formatos de practica, los cuales se

incluiran en el manual, se incluyen en un anexo, al final de este documento.



DETERMINA CION SIMULTANEA DE CAFEINA Y ACIDO ACETIL
SALICILICO EN TABLETAS POR ESPECTROFOTOMETRIA
ULTRAVIOLETA DE PRIMERA DERIVADA

GENERALIDADES.

La espectrofotometria es una de las técnicas mas utilizadas en la determinacion de

sustancias capaces de absorber radiacién electromagnética [1].

Cuando la radiacién atraviesa una capa de un sélido, un liquido o un gas, ciertas
frecuencias pueden eliminarse selectivamente por absorcién, un proceso en el que la energia
electromagnética se transfiere a los atomos, iones o moléculas que componen la muestra. La
absorcién provoca que estas particulas pasen de un estado fundamental a temperatura

ambiente, a uno estado excitado de energia superior [1].

De acuerdo con la teoria cuantica, los 4tomos, moléculas o iones sélo tienen un
namero limitado de niveles de energia discretos; de modo que para que se produzca la
absorciéon de la radiacién, la energia de los atomos deben de coincidir con la diferencia
energia entre el estado fundamental y uno de los estados excitados de las especies
absorbentes. Como estas diferencias de energia son caracteristicas para cada especie, el
estudio de las frecuencias de la radiacién absorbida proporciona un medio para caracterizar

los componentes de una muestra [1].

Por medio de la espectrofotometria de UV-Vis es posible cuantificar analitos en
muestras que no presenten interferencias. La principal limitante que presenta esta técnica
radica en que cuando se tiene dos o mas analitos que absorban radiacién a una misma
longitud de onda, se dificulta su andlisis, debido a las interferencias espectrales. Una
posibilidad de eliminar estas interferencias es utilizando la espectrofotometria de primera
derivada. Esta variante de técnicas espectrofotométricas se selecciona debido a que tiene la
posibilidad de determinar los componentes de una mezcla binaria y ternaria sin la necesidad
de tener un método de separacion previo.[2]

La utilizacion de los espectros derivados puede aumentar la sensibilidad de la

deteccién de interferencias espectrales menores (por ejemplo, los hombros) y reducir el error



causado por la superposiciéon de la banda espectral de la sustancia analizada por bandas de
interferencia de otras especies, en la muestra. El principal inconveniente de la técnica

derivada es que la relacion sefial-ruido se vuelve cada vez peor por 6érdenes superiores. [2]

Un espectro de primera derivada es un grafico de gradiente de la dA / dA de la
absorciéon en comparacién con la longitud de onda y dispone de un maximo y un minimo.
La distancia vertical entre estos pardmetros es la amplitud, que es proporcional a la
concentracién del analito. La diferenciacién que hace el espectro derivado discrimina contra
las bandas anchas, haciendo hincapié en las caracteristicas mds nitidas en medida que se

incrementa con el orden creciente de derivados. [2]
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Figura 1. (a) espectro de absordoén, (b) espectro de primera derivada de dos analitos A y B (mostrando su paso

por cero),(c) espectro de primera derivada donde se muestra los puntos donde la sefial depende tinicamente de
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uno de los analitos, (Q) punto de anulacién para el analito “a” y (P) punto de anulacién parael analito “B”. [3]

Para el analisis cuantitativo, la ley de Lambert -Beer (A = €k) se cumple para el espectro

normal, la ecuacion para primera derivada se puede obtener de la siguiente manera

dIIA _ dll£|

d n dlll

Donde A es la absorbancia, € es coeficiente de absortividad molar, es ¢la longitud de

la celda, y c esla concentracién molar de la sustancia analizada. Esto forma la base de las

determinaciones analiticas.[1]



En una mezcla binaria (M) de los componentes A y B que absorben en la regiéon UV-

Visible se expresan por las ecuaciones de la ley de Beer y aditividades:

Aplicando derivada:

- - deg

JL a2l Cat gy s

Es posible medir el valor absoluto de los incrementos de absorbancia de una serie de
sistemas y relacionarlos con los incrementos de concentracién para el componente A,
siempre que exista un valor en el eje de las abscisas que le corresponda un valor de cero para
el componente B y viceversa. Este punto se denomina punto de anulacion o “zero~rossing”
y se aplica el concepto a la primera derivada. En otras palabras debe existir una longitud de

onda (1) donde se cumple simultaneamente que:

dEA dEB ,

= —5 %0
an =l por lo tanto independiente de CB'y d4 7" en consecuencia dependiente de la
CA.

Por lo anterior se puede aplicar el concepto de punto de anulaciéon en una
formulacién farmacéutica que contiene como dos principios activos, cafeina (CAF) y acido
acetilsalicilico (AAS).

La espectroscopia de primera derivada se ha utilizado para resolver problemas reales
en una variedad de campos, con especial interés en aplicaciones farmacéuticas ya que se
puede determinar el contenido de dos principios activos que se encuentran en mezcla en la
formulacioén sin realizar un tratamiento de separacion, lo que tiene un impacto econémico
importante en esta industria ya que reduce la cantidad de consumibles en el tratamiento de

la muestra ademés de tiempo en la determinacién de la misma.

OBJETIVOS.

v' Reafirmar el fundamento y el manejo general del espectrofotometro de absorcién
molecular, y establecer qué tipo de informaciéon puede obtenerse con él.

v" Aplicar los conocimientos tedricos adquiridos para efectuar un adecuado tratamiento
matematico de los datos obtenidos experimentalmente para realizar adecuadamente
la cuantificacién de una mezcla binaria (dcido acetilsalicilico - cafeina) mediante una
curva de calibracién empleando los espectros de primera derivada.

v" Establecer el tratamiento adecuado de una muestra real a fin de asegurar la completa



disolucion de los analitos, para obtener resultados confiables.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.
EQUIPO: Espectrofotémetro PERKIN ELMER UV/Vis Lambda 18 con celdas de cuarzo y

pH metro OAKTON pH 500 series
REACTIVOS:

Estandar de cafeina 99.0% de pureza Fluka

Estandar de acido acetil salicilico 98.0 % de pureza sigma aldrich

Acido Acetico glacial R A. 68.4% de pureza J.T. Baker México.

Hidroéxido de sodio perlas 98% de pureza, bajo en carbohidratos J.T. Baker México.
Agua desionizada 18.2 Qcm Milipore.

PREPARACION DE SOLUCIONES:

BUFFER:se prepara 1L de buffer de 4cido acético/ acetatos de una concentracién total
de 02 My pH =55

STOCK CAFEINA: Se pesan 26.2 mg de cafeina, se disuelven con 40 ml de buffer de
acetatos, se ponen en agitaciéon con barra magnética durante 5 minutos y finalmente
se lleva a aforo de 50 ml llegando a una concentracién de 520 mg/L.

STOCK AC. ACETILSALICILICO : Se pesan 26.0 mg de acido acetilsalicilico se
disuelven con 40 ml de buffer de acetatos, se ponen en agitacion con barra magnética
durante 5 minutos y finalmente se lleva a aforo de 50 ml llegando a una
concentracién de 510 mg/L.

CURVA DE CALIBRACION: Se toman 10 mL del stock de cafefna y 20 mL &cido
acetilsalicilico; se llevan al aforo de 50 mL con buffer (Solucién A). De la solucién A,

se prepara la curva de calibracién a partir de tomar los volimenes indicados en la
tabla 1.

Tabla 1. Preparacién de la curva de calibracion®.
Sistema Soluciéon A (mL) CAF (mg/mL) AAS (mg/mL)

1 1 2.08 408
2 2 416 8.16
3 3 6.24 12.24
4 4 832 16.32
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5 5 10.40 20.4
6 6 12.48 24.48

*Todos los sistemas se llevan al aforo de 50 mL con buffer.
Para cada sistema se determina su espectro de absorcién en un intervalo de 200 a 320 nm,
tomando como blanco buffer de acetatos.
e MUESTRA PROBLEMA:

v Problema de cafeina: se obtiene el peso promedio de cinco tabletas de cafiasprina
(Bayer). Se trituran en un mortero hasta la obtencién de un polvo fino; se pesan
aproximadamente 27 mg de polvo de tableta, se disuelven en 150 mL de buffer
de acetatos con agitaciéon por 10 minutos, se filtra para retirar excipientes y se
lleva al aforo de 200 mL con buffer de acetatos y se etiqueta como solucién “B”.

v" Problema de écido acetilsalicilico: se toman 3 mL de la soluciéon “B” y se llevan a

aforo de 50 mL con buffer de acetatos, se etiqueta como solucién “C”

DIAGRAMA DE TRABAJO.
Realizar el espectro de
> Realizar los espectros de absorcion de la mezcla
Prep?raf: ion de absorcion de Caf. y AAS por de Caf y AAS 104y
soluciones separado, a 10 y20 mg/L | —— 20.4mg/L
(AAS y Cal) respectivamente, de 200 a respectivamente.
320nm
Realizar el espectro
de ?PSWC DI Realizar el espectro de Preparar la curva de
solucion problema «— absorcion para cada punto | «—— | calibracion (Tablal)
de la curva

|

Determinar los valores
enel punto de -
anulacién para cada
sistema

Llevar a cabo la cuantificacion
para la muestra problema
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.4 -
1.2 A
1 .
0.8 -
A Cafeina
0.6 -
— AAS
04 -
Mezcla
0.2 -
0 T T T T T
210 230 250 270 290 310

Longitud de onda (nm)

Grafico 1. Espectro de absorcion para 1) acido acetilsalicilico (20.4 ppm) , 2)cafeina (10.4
ppm) y 3) mezcla AAS y Caf.

En el grafico1 se observan para cafeina dos maximos, en 218 y 273 nm, que coinciden
con los reportados en la literatura; por otro lado, el 4cido acetilsalicilico presenta un sélo
maximo en 225 nm. En el espectro de la mezcla se nota un incremento en la absorbancia muy
significativo en los maximos de absorbancia de los analitos debido al cumplimiento de las
leyes de aditividades y Lambert-Beer, lo que dificulta la determinacién simultdnea de estos

analitos por espectrofotometria UV simple.

La determinaciéon de los principios activos sin un método de separacion previo, es
posible si se calcula la primera derivada de los datos espectrofométricos de los estindares
(grafico 2). Esta grafica presenta un méaximo (260nm) y dos minimos (233 y 285 nm) para la
cafeina en tanto para el acido acetilsalicilico se observan dos minimos, el méas pronunciado

se encuentra en 234 nm, el otro no se distingue bien pero se encuentra en 280 nm.
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Grafico 2. Espectro de absorcion para los analitos de interés aplicando el tratamiento
matematico de 1? derivada.

En la gréfica 2 se sefialan los puntos B y C que corresponden a los puntos donde el
incremento en la absorbancia del dcido acetilsalicilico es cero (AAbs = 0), y por lo tanto es
independiente de los cambios de concentracién, en estos mismos puntos la cafeina presenta
cambios de absorbancia debido a los incremento de concentracién de cafeina (AAbs =
ACeafeima). Por lo tanto en los puntos B (A= 265 nm) y C (A = 290 nm) existe la posibilidad de
cuantificar a la cafeina sin que exista interferencia por parte del acido acetilsalicilico, lo cual
se puede observar en los graficos 3 y 4, puesto que a estas longituides de onda se realizaron

las cuvas de calibracion correpondientes para la cuantificacién de cafeina.

0,025
[IS;:;] ZGiim 002 7 y = 0,001x - 8E-05
RZ=0,999
2.08 0.00332 i?;ﬁ 1
416 0.00681 0’;1 |
6.24 0.01005
8.32 0.01367 0,005
10.4 0.01715 .

12.48 0.02034

4] 2 4 5] 8 10 12 14
Concentracion ppm

Grafico 3. Curva de calibracién y tabla de datos para cafeina a 265 nm.
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832 -0.02186 0025 -
104 -0.02694
-0.03
12.48 -0.03214
-0.035 -
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Grafico 4. Curva de calibracion y tabla de datos para cafeina a 290 nm.

El mismo comportamiento descrito, se presenta en el punto A (A= 244nm), solo que
ahora la cafeina es la que tiene un AAbs =0 e independiente de su concentraciéon y el acido
acetilsalicilico cumple con AAbs = AC acetilsalicilico, 10 que permite en esta longitud de onda

(M) determinar al 4cido acetilsalicilico sin que afecte la presencia de la cafeina.

Por lo anterior, es posible el analisis simultdneo de cafeina y acetilsalicilico mediante
la obtencién de primera derivada de los datos espectrofométricos, sin realizar su separaciéon
previamente. Se encuentran un maximo a 265 nm y un minimo 290nm para cafeina, y un
minimo 244nm para 4cido acetil salicilico, por lo que esta tltima longitud de onda es la
elegida para la cuantificacion y elaboracion de la curva de calibracion de éacido

acetilsalicilico, como se muestra en el grafico 5.

0 T T T T T )
D 15 20 25 30
[AAS] dA -0.005 -
pPpm 244 nm 001 - y=-7.8E-4x-1.8E-4
4.08 -0.00342 dAbs R?=0.999
816  -0.00649 0015 4
12.24 -0.00972
16.32 -0.01291 -0.02 -
20.4 -0.01624
24.48 -0.01924 -0.025 -

concentracion ppm

Grafico 5. Curva de calibracién y tabla de datos para acido acetilsalicilico a 244 nm.
El analisis estadistico para las curvas de calibracién (gréficos 3 al 5) muestra que el
coeficiente de determinacion explica el 99.9% de la variacion en la absorbancia, por los

cambios en la concentracion de cafeina y acido acetilsalicilico, en cuyo caso el valor del
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coeficiente de correlacion implica una fuerte relacion entre la variable independiente
(concentracién) y la variable dependiente (absorbancia) para ambos analitos, por lo que las

curvas de calibracion son adecuadas para la cuantificacién de éstos.

e Cuantificacion de los principios activos en la muestra.

La muestra problema contiene ambos principios activos en diferentes proporciones,
haciendo necesaria la preparaciéon de soluciones independientes para la cuantificacion de
cada uno de los activos de manera individual, para tenerlos aproximadamente a la misma
concentracién y asi cuantificarlos con las curvas de calibracién realizadas,(ver apartado de
preparacion de soluciones).

La solucién B se utiliza para la cuantificacién de cafeina y la solucién C para determinar
el 4cido acetilsalicilico. La tabla 2 presenta los resultados de las cuantificaciones al interpolar
en la curva de calibracién los datos de incremento de absorbancia (AAbs) en las longitudes

de onda seleccionadas previamente en los puntos de anulacién correspondientes.

Tabla 2. Determinacién de los principios activos en las tabletas.

m ..,
P.A Aomy RN Wk
A. Acetilsalicilico 244 451,597 500 90,319
A. Acetilsalicilico 244 460,813 500 92,162
A. Acetilsalicilico 244 454,607 500 90,921
Cafeina 265 33,795 30 112,652
Cafeina 265 32,311 30 107,705
Cafeina 265 33,814 30 112,714
Cafefna 290 32,664 30 108,882
Cafefna 290 32,352 30 107,841
Cafeina 290 33,674 30 112,246

Como se puede observas en la Tabla 2, para el acido acetilsalicilico se obtiene en
promedio un 91.13% de principio activo con respecto al marbete, a diferencia de la cafeina

que es de 111.02% a 265 nm y de 109.65 % a 290 nm en promedio,.

Cabe sefialar que, como se observa en la tabla 2, los porcentajes obtenidos para
cafeina son superiores al 100%, sin embargo caen dentro del intervalo permitido para

uniformidad de dosis reportado que es de 85 -115%.
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De manera similar ocurre con el &cido acetilsalicilico, aunque en este caso los

porcentanjes obtenidos son inferiores al 100%, sin embargo entran dentro del rango

reportado.

CONCLUSIONES.

v

v

Esta préactica permite al alumno conocer el fundamento, las partes basicas y el
manejo general del espectrofotémetro de absorcion molecular.

Se efectu6 la cuantificacién de acido acetilsalicilico y cafeina de manera simultdnea
en una muestra comercial. Para dicha cuantificaciéon se realiz6 el tratamiento
matematico de la primera derivada de los datos obtenidos experimentalmente
mediante una curva de calibracién.

Al realizar la cuantificaciéon de los principios activos en la muestra se observa que se
encuentran del rango permitido para esta forma farmacéutica por lo que este método
de cuantificacion utilizado es adecuado y confiable para estos analitos.

Un tratamiento adecuado de una muestra es un paso imprescindible en dicho
analisis, ya que la cantidad obtenida de los analitos va a estar en funcion de la
cantidad disuelta de éstos, por lo cual este paso es trascendental para obtener

resultados confiables y reproducibles.
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DETERMINACION DE SELENIO TOTAL POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA CON
GENERADOR DE HIDRUROS

GENERALIDADES.

La espectrofotometria de absorcion atémica es una técnica aplicada para la
determinacién de metales; esto se logra incidiendo energia electromagnética a los 4tomos

libres del metal de interés y midiendo la energia absorbida por los atomos. [3]

En esta técnica se lleva a cabo primero la creacion de un aerosol de la muestra liquida
al mezclarse con los gases que originan la flama, después se lleva a cabo la desolvatacién de
la muestra dentro de la flama y finalmente se genera el vapor atémico de los elementos, los
cuales en presencia de radiacién electromagnética, suministrada por una lampara de catodo
hueco, absorben cierta cantidad de radiacién, pasando de su estado basal a un estado

excitado.

La cantidad de la radiacion absorbida puede ser medida y es directamente proporcional a
la concentracién del atomo o elemento. La absorcién sigue la Ley de Lambert-Beer. [1]

Esta técnica tiene varios sistemas de atomizacién los cuales son utilizados para aumentar los
limites de cuantificacién, estos son el horno de grafito y el generador de hidruros, éste

altimo cuando se utiliza para mercurio se conoce como vapor frio.

Debido a las crecientes demandas en la industria en la cuantificacion de trazas
metdlicas ha surgido la necesidad de incluir en la formacién de los ingenieros quimicos
técnicas de cuantificacion de trazas poco convencionales que estdn tomando auge en la
actualidad como lo es la espectrofotometria de absorcion atémica con generador de hidruros
(EAA-GH), esta técnica especifica para algunos elementos (de hecho sélo 7) que tienen la
capacidad de generar hidruros volatiles y permitir su cuantificacién en partes por billén.
Con el propésito de generar una practica demostrativa de la técnica EAA-GH se propuso
determinar selenio en sangre y/o plasma de ganado, debido a que es una técnica muy

sensible, y especifica, capaz de determinar al selenio y otros metales como arsénico,
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antimonio, mercurio, telurio y estafio ademas del mercurio, a nivel de trazas, siendo la mas

empleada para dichos elementos.

Generador de hidruros.

La Espectroscopia de Absorciéon Atémica con Generacion de Hidruros (EAA- GH),
requiere de éste aditamento, el cual esta disponible para todos los equipos modernos de
Absorciéon Atémica. En la actualidad se hacen andlisis de rutina empleando el sistema de
atomizacion por generador de hidruros para metaloides como antimonio, arsénico, selenio y
telurio entre otros, ya que estos tienen la capacidad de formar hidruros volatiles. [2]

Las partes principales del equipo de EAA- GH son las mismas que para EAA por
flama, sin embargo este sistema de atomizacién incluye una celda éptica de cuarzo y un
sistema de generacion de hidruros relativamente complejo (Fig.1), en esta técnica el

nebulizador utilizado en EAA por flama no es utilizado. [2]

Celda de cuarzo

d

F 3

Paso optico

Tubo de
transferencia
Bomba Peristaltica
Separador - <4 4— Nuestra
Gas/Liquido )
< 4 Acido
<4 4+ NaBH,
Drenador
Controlador de flujo Gas Inerte
(N;)
‘_.

Fig. 1. Esquema para el modulo Generador de Hidruros

Esta técnica se basa en la reaccion de los oxianiones del metaloide con borohidruro
de sodio y HCl, en elevada concentracion (3-9M) produce un hidruro volatil: H.Te, HaSe,
HsAs, HsSb, etc., el cual es destruido en presencia de la flama y libera al elemento en forma
de vapor atémico para ser excitado por la radiacién proveniente de la lampara de catodo

hueco.
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El estado de oxidacién del metaloide es crucial y se debe tener cuidado para producir
el estado de oxidacion especifico de cada metaloide antes de que la muestra sea introducida

en el sistema de generacion de hidruros. [2]

El tiempo de mezcla de los reactivos y el tiempo en que el hidruro volatil se separa
del liquido y es enviado a la celda 6ptica, son importantes. El tiempo y la velocidad del flujo
de ese proceso es controlado por las corrientes de reactivos juntos, utilizando una bomba
peristaltica la cual traslada el 4cido, el borohidruro y la muestra a un separador gas-liquido
en el cual se lleva a cabo la mezcla de éstos y consiguientemente las reacciones de oxido-
reduccién a partir de la cuales se generan los hidruros volatiles, los cuales son acarreados
por una gas inerte (argén o nitrégeno) a través de tubos o mangueras a la celda 6ptica. La
mayoria de los reactivos introducidos en el flujo del sistema son retirados a un contenedor
de residuos, y debido a que el contenido de 4cido es muy elevado, a menudo cerca del 50%,

el contenedor de residuos es de vidrio y debe ser manejado cuidadosamente.[2]

Poner foto del GH y sus partes sefialadas

La celda ¢ptica estd hecha de un tubo de cuarzo el cual es transparente a longitudes
de onda del UV, térmicamente estable a altas temperaturas, a través del cual el haz de luz
proveniente de la limpara de cdtodo hueco pasa hacia el monocromador y posteriormente
al fotomultiplicador. En la celda 6ptica se descompone el hidruro formado de elemento, en
hidrégeno molecular y en el metal en su forma elemental, el cual puede absorber el haz de
luz emitido por la ldmpara de cétodo hueco, produciendo una sefial proporcional a la

concentracion del elemento. [2]

El estado de oxidacion del metaloide es importante en EAA-GH. Por ejemplo, en el
andlisis de Selenio por EAA-GH, se requiere tener al Se (IV), ya que él Se (VI), es el estado
mas altamente oxidado del elemento, el cual responde de forma erratica y no es
reproducible en el sistema. Por lo tanto, el selenio en el andlisis, tanto en la calibracién como
en las muestras debe de estar en el estado de oxidacion de Se (IV). Esto puede lograrse
mediante la oxidacién de toda la muestra a selenato (Se VI) utilizando un oxidante fuerte

como el &cido nitrico o el peroxido de hidrégeno y la reduccién del selenato a selenito con

HCL 2]
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Después de esa etapa de reduccion, el contenido final debe de estar en medio &cido
previo a la introduccion al médulo de generaciéon de hidruros. La concentraciéon del
borohidruro de sodio y del acido clorhidrico es importante, al igual que la velocidad de flujo
a la cual es introducida al recipiente de reaccion del modulo de generacién de hidruros; la

optimizacioén de esto es importante y suele ser diferente para cada equipo y cada elemento.

2]

OBJETIVOS.

v Conocer el fundamento, las partes basicas y el manejo general del espectrofotémetro

de absorcién atémica con generador de hidruros, para emplearlo adecuadamente.

v Aplicar los conocimientos tedricos adquiridos para efectuar adecuadamente la

cuantificaciéon de selenio en sangre y/o plasma, mediante una curva de calibracion.

v" Realizar el tratamiento adecuado de una muestra biolégica a fin de asegurar la

completa digestion de la materia orgénica para obtener resultados confiables.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.

EQUIPOS:
e Espectro de Absorcién Atémica Varian, Software Spectra AA-800.
e Generador de Hidruros VG77 Varian Australia.

e Horno de microondas Mars 5 CEM Corporation USA.

REACTIVOS:
e Estandar de Se High-Purity 1000+ 3pg/ml en 2% de HClcon 99.999% de pureza
o AcidoclorhidricoR.A. 36.5-38% de pureza J.T. Baker México.
¢ Acido Nitrico R.A. 68.4% de pureza J.T. Baker México.
e Peroxido de hidrogeno en solucién al 30% J.T. Baker México.
e Hidroxido de sodio perlas 98% de pureza, bajo en carbohidratos J.T. Baker México.
e Brohidruro de sodio99% de pureza, Aldrich Alemania.
e Agua desionizada 18.2 Qcm Milipore.
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PREPARACION DE SOLUCIONES.

Stock Selenio: Preparar una solucién stock de 2 ng/mL a partir del estandar de 1000
pg/mL llevando a la marca de aforo con agua desionizada.

Acido clorhidrico 7M: Agregar 590 ml de 4cido clorhidrico concentrado en un
matraz volumétrico de 1Ly llevar a la marca de aforo con agua desionizada.
Borohidruro de sodio: pesar 0.508 g de hidréxido de sodio en un vaso de
precipitados de 20 mL, y adicionar agua desionizada para solubilizar, pesar 0.612 g
de borohidruro de sodio en un vaso de precipitados de 20 mL y adicionar agua
desionizada para solubilizar. Verter las soluciones anteriores en un matraz
volumétrico de 100 mL y llevar a la marca de aforo con agua desionizada.

Curva de calibracién: Preparar una curva de calibracién, en un rango de
concentracién de 0 a 18 ng/L de Selenio a partir de la sol stock anterior llevando a la

marca de aforo con acido clorhidrico 7M.

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion

SISTEMA CONC. Se VOL. STD AFORO
(ng/L) (uL) (mL)
1 2 50 50
2 6 150 50
3 10 250 50
4 14 350 50
5 18 450 50

PREPARACION DE LA MUESTRA PROBLEMA.

L.

II.

II1.

IV.

VL
VIIL

Digestion Acida:

Pesar 0.5 g £ 0.05 de sangre directamente en los vasos (asegurandose de no ensuciar
las paredes de los vasos).

Adicionar 5 ml de agua desionizada, adicionar 2.5 de &dcido nitrico concentrado, 1 ml
de peréxido de hidrogeno al 30 %, dejar reposar 20 min.

Colocar el vaso de teflon dentro de las de las camisas, colocar las camisas en el
carrusel del horno de microondas.

Apretar cada uno de los vasos y colocar el aro que sujeta a los vasos.

Introducir cuidadosamente el sensor de temperatura en el vaso control (vaso 1).
Encender el Horno de Microondas, seleccionar el método Sangre2.

Abrir la puerta del horno e introducir el carrusel, verificando que la ranura ubicada

en el centro del carrusel coincida con la base blanca del horno, y conectar el sensor de
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la temperatura en la sonda que se ubica en la parte superior central interna del horno

de microondas.

VIII.  Verificar en la pantalla del horno, que se esté monitoreando la temperatura, y que el
carrusel gira de manera adecuada.
IX.  Cerrar la puerta y oprimir la tecla “Start” para comenzar la digestion.
X.  Una vez transcurrido el tiempo de la digestion, desconectar el sensor de la
temperatura y sacar cuidadosamente el carrusel, y apagar el equipo.
XI.  Colocar el carrusel en la campana de extraccién, dejar que la los vasos se enfrien por
20 minutos a temperatura ambiente.

XII.  Una vez frios, enjuagar los vasos con una pequefia cantidad de dcido clorhidrico 7M,
y verter el contenido del vaso en un matraz volumétrico de 25 ml y llevar a la marca
de aforo con HC17M, y medir en EAA-GH.

DIAGRAMA DE TRABAJO

Obtencién de la muestra ( Pesar 0.5 g de muestra +0.05¢g

sangre o plasma) minimo directamente en el vaso del horno de
2ml microondas
Adicionar:
Dejar reposar durante 20 e5ml deagua desionizada
minutos —

e 2.5 ml de dcido nitrico concentrado
¢ 1 ml de peréxido de hidrogeno al 30 %.

l

Someter a digestion dcida en el
horno de microondas con el
método de sangre?2 (Tabla 1) e

Aforar a 25ml con HCl 7M
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Imagen1. Diagrama de preparacién de la muestra

Preparar una solucién Preparar la curva de

stock de 2 pg/ml de Se —» calibracién (Tabla 2)
Calibrar el equipo a cero T
. Optimizar la senal
con el blanco respectivo —
con la flama
Siempre y cuando la
Medir cada uno de los , curva sea lineal se

Montar el generador
de hidruros en el
equipo.

|

Abrir el método de
Se en el software

Cuantificar la conc. de

Se en las muestras,
——

miden las muestras tomando en cuenta las

problema

puntos de curva de

calibraciéon diluciones realizadas

Imagen 2. Diagrama de la cuantificacion de la muestra por EAA-GH

RESULTADOS Y DISCUSION

La Espectrofotometria de Absorciéon Atémica con Generaciéon de Hidruros, es una
técnica muy sensible, capaz de determinar concentraciones en el rango de partes por billon
(ppb) para metales capaces de formar hidruros volatiles (antimonio, arsénico, bismuto,
selenio y telurio) y especifica. Esta técnica es capaz de analizar cuantitativamente metales a
nivel de trazas siendo la mas empleada para la determinacién de selenio en muestras

biolégicas [2].

Para la implementacién de esta técnica es necesario llevar a cabo una digestion acida
como tratamiento previo (Tabla 1), este tratamiento tiene la finalidad de eliminar la materia

organica convirtiéndola en CO: y agua, dejando libre y disuelto en medio acido al metal.

Tabla 1. Condiciones de digestion dcida para sangre.

Etapa Potencia Potencia Ran.lpa Presién Temperatura TiemPo .de
W) % (min) (°C) mantenimiento
1 1200 100 4 350 140 2 min
2 1200 100 2 350 180 4 min
3 1200 100 2 350 200 4 min
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La digestion utilizada en esta practica fue asistida por microondas ya que el metal
que desea cuantificar es volatil por lo que debe de mantenerse en un sistema cerrado para
evitar la pérdida del analito, ademas el método de digestion por microondas es rapido, no
hay pérdida de muestra por evaporaciony la transformacion de la materia organica a agua y
CO:z se lleva a cabo en su totalidad, dando como resultado una solucién completamente
traslucida que facilita el introducir la muestra sin filtrar al equipo para su determinacion.
Este método de digestion (tabla 1) ya fue previamente validado [4]. La muestra ya digerida
debe ser medida en las siguientes 72 hrs posteriores a su digestiéon ya que el selenio es

inestable en medio acido a bajas concentraciones.

Una vez realizada la digestiéon se adiciona y afora con HCl 7 M, el cual tiene como
propésito reducir al selenio de Se(VI) a Se(IV), especie que al entrar en contacto con

borohidruro en medio acido forma un hidruro volétil de comportamiento adecuado.

En la figura 2, se muestran las reacciones quimicas propuestas para la determinacion

de selenio en el generador de hidruros.

NaBHs + H~* 2H-+ Ho

2H* +2e- +HxSeOq H»SeOs + HO

4H,5e0; +3BHz 4H,Se +3H3;BO; + 3H,O
HzSeA—’ Seo0 + H,

Figura 2. Reacciones propuestas para la determinacion de selenio
por generador de hidruros.

La cuantificacién de selenio en la muestra se llevo a cabo por medio de una curva de
calibracién en un intervalo de 2-18pug de Se/L (tabla 2) debido a que las concentraciones

reportadas se encuentran entre 0.05-0.16 ug Se/ g muestra.
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Tabla 2. Datos de concentracion y absorbancia obtenidos
Sistema Conc(pg/L) Abs

1 2 0,0277
1 2 0,0319
1 2 0,0309
2 6 0,1127
2 6 0,1163
2 6 0,1191
3 10 0,2030
3 10 0,2058
3 10 0,2078
4 14 0,2900
4 14 0,2936
4 14 0,2948
5 18 03711
5 18 0,3752
5 18 0,3763

Curva de calibracién de Se

0,4 -
y=0,0216x- 0,0125
0,3 - R%=0,9995
Abs 0,2 -
0,1 -
0 T T T 1
0 5 10 15 20

Concentracién mcg/L

Grafico 4. Curva de calibracién para el selenio.

Tabla3. Parametros estadisticos de la regresion lineal.

Parametro Valor Optimo
Pendiente (m) 0.0216 -
Intercepto (b) -0.0125 ~0.0
Coeficiente de correlacion (1) 0.9995 >0.98
Coeficiente de determinacion (r2) 0.9990 >0.98

De acuerdo a los datos mostrados en la tabla 3, se observa que el coeficiente de

determinacién explica el 99.90% de la variacién en la absorbancia por los cambios en la
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concentracién de selenio y que el valor del coeficiente de correlaciéon implica una fuerte
relacion lineal entre la concentracion y la absorbancia del selenio por lo que la curva es
adecuada para la cuantificacién de selenio en las muestras de sangre. Una vez obtenidos los
parametros 6ptimos se lleva a cabo la cuantificacion, para ello se utilizaron tres muestras de

sangre de borrego.

Tabla 4. Resultados promedio de la concentracion de selenio en sangre
PESO (g) ABS g de Se/g mta

05146  0.0256 0.0547
0509  0.0331 0.0467
05055  0.0387 0.0599

Los resultados obtenidos son de tres muestras diferentes de sangre que al analizarlas
las concentraciones de selenio se encuentran alrededor de 0.05ppm como se muestra en la
tabla 4. El rango reportado para selenio en sangre es de 0.05-0.16 ppm, los resultados
obtenidos se encuentran cerca del limite inferior y uno de ellos se encuentra por debajo de lo
reportado en la literatura esto se debe a la baja ingesta de selenio en la dieta ya que la dieta
de los borregos esta hecha a base de forrajes que provienen de suelos deficientes de selenio

esta deficiencia puede provocar desordenes metabolicos.

La importancia del estudio del selenio radica en que este es un micronutriente y las
funciones bioquimicas que desempefia en el metabolismo y en el sistema inmunitario son de
significativa importancia por sus implicancias econémicas en salud y produccién animal. La
vitamina E y el Se son esenciales para proteger el organismo animal de dafios causados por
la producciéon de metabolitos nocivos o toxicos. Estos dos micronutrientes son necesarios y
responsables del mantenimiento e integridad de paredes y membranas celulares en los
tejidos. Los dos acttian juntos, la vitamina E con capacidad antioxidante previene la
oxidacién de acidos grasos insaturados que produce peréxidos nocivos para las células, y si
estos se forman acttia la GSHP catalizando su destruccion. El Cu y el Se protegen a los
tejidos de dafios oxidativos a través de sus respectivas metaloenzimas superéxidodismutasa

(SOD) y glutatién peroxidasa (GSHP). [5]

Por lo anterior ha despertado el interés de investigadores y la industria ganadera

para la suplementacioén del ganado con este importante micro elemento, de igual forma en la
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industria alimentaria de los llamados alimentos funcionales donde el selenio a cobrado gran
importancia en este sector por lo que esta técnica ha cobrado importancia ya que es rdpida y

confiable.

CONCLUSIONES.

e Esta practica permite conocer el fundamento, las partes basicas y el manejo general
del espectrofotometro de absorcién atémica con generador de hidruros, ya que
permite al alumno obtener datos confiables, reproducibles y veraces, ya que

coinciden con los reportados en la literatura.

e Se cuantifico el selenio contenido en 3 muestras de sangre, mediante una curva de
calibracion, obteniendo concentraciones dentro del rango reportado para este
elemento, sin embargo los datos obtenidos se encuentran cercanos al limite inferior,
lo cual nos indica que los animales utilizados, presentan una deficiencia de este

elemento.

e Se realiz6 el tratamiento adecuado de las muestras de sangre, el cual consistié en
una digestion dcida asistida por microondas, lo cual permite a los alumnos conocer y
manipular dicho equipo, ademads de la completa digestion de la materia organica de

la muestra.
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DETERMINACION DE ELEMENTOS METALICOS Y METALOIDES
EN SANGRE DE BORREGOS POR ESPECTROSCOPIA DE EMISION
ATOMICA DE ACOPLAMIENTO INDUCTIVO (ICP-OES).

GENERALIDADES.

La espectrometria de emisiéon atémica con plasma inductivamente acoplado (ICP-
OES, por sus siglas en inglés) es una técnica que permite la determinacién de elementos
metélicos, semimetalicos y no metalicos.

La absorcién y emisién de energia pueden ser facilmente descritas partiendo del
entendimiento de la naturaleza de los espectros atémicos e iénicos. Considerando el modelo
atomico de Bohr, el cual describe al &tomo con un ndcleo con carga positiva rodeado por
electrones en diferentes orbitales de niveles discretos de energia, todos los dtomos tiene en
sus orbitales electrones, que pueden pasar de un orbital a otro, y poseen una energia
asociada con éstos.

La energia es absorbida por el atomo, el electrén pasa de un orbital de menor energia
(estado basal) a uno superior o de mayor energia (estado excitado), éste es el proceso de
excitacion. El electron regresa al orbital en que se encontraba inicialmente emitiendo un

fotén y en este proceso se dice que decae el atomo (Figura 1).

Estado Excitado
[ 1
A E
I;' M Cuando el atomo excitado regresa a su
] | . U= .
Se absorbe energia cuando o 0 S estado basal, se emite radiacion (energia)
atomo pasa a un estado excitado | R |
—» | C 0

L N

0

M

Estado Basal

Figura 1. Transicién electronica de un atomo

La razén por la que el &tomo no permanece en el estado excitado es que siempre tiende a

permanecer en un estado estable y su estado inicial o basal es el mas estable, por lo que para
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regresar a éste debe ceder o perder la energia absorbida. La energia absorbida por el atomo
puede ser producto de la colisién con otras particulas (A&tomos, electrones, iones o moléculas)
o debido a que la energia usada incrementa la energia cinética del 4tomo (es decir, que

incrementa la velocidad del atomo) por lo que el &tomo pasa al estado excitado.

La espectroscopia de emision atémica es una técnica analitica cualitativa y
cuantitativa, que se basa en la medicion de la emisiéon de energia de una poblacién de
atomos excitados por medio de una fuente de alta energifa. Esta técnica se puede emplear
idealmente para determinar hasta 73 elementos de manera simultanea. Este tipo de
espectroscopia es similar a la absorcién atémica, con la diferencia basica de que no es
necesaria una fuente de luz. En la espectroscopia de emisién los atomos son elevados a un
estado excitado por medio de colisiones térmicas, (se emplea una fuente calorifica, un
plasma), al regresar a un estado electrénico basal, los 4tomos excitados emiten radiaciones

caracteristicas de cada elemento.[3]

e Formacion del Plasma

Se dice que un plasma es el cuarto estado de la materia y no es un estado particular sino
cierto estado especifico de la materia en el que, en conjunto el material es eléctricamente
neutro, pero que contiene iones y electrones libres, capaces de moverse en forma
independiente.

Un plasma inductivamente acoplado es una descarga eléctrica formada en una
corriente de argén que fluye a través de una serie de tubos de cuarzos concéntricos,
rodeados por una bobina de cobre. Esta bobina estd conectada a un generador de
radiofrecuencia (Figura 2).Durante la ignicion del plasma, la corriente de gas es sembrada
con electrones provenientes de una fuente exterior, tal como una pequena chispa. Estos
electrones son acelerados en un entorno toroidal mediante un campo electromagnético de
RF (Radio Frecuencia) y chocan con los dtomos de argén para crear mas electrones e iones de
argén; los cuales son a su vez acelerados. Este proceso contintia hasta que el gas este
altamente ionizado (un plasma), en este punto la descarga es estable y su mantenimiento
dura tanto mientras se mantenga el campo de radiofrecuencia. La temperatura dentro del

plasma toroidal puede ser superior a los 10,000 °C en su parte mas caliente. [2]
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Figura 2. Corte transversal de una antorcha representacion de la carga de la bobina en la
secuencia de pasos de la ignicion.

En la figura 2 se observa: A.- El gas de argon forma un torbellino directamente en el
centro de la antorcha. B.- El poder RF la carga es aplicada a la bobina. C.- Una chispa
produce la liberacion de pocos electrones de los &tomos de argon. D.- Los electrones libres
son acelerados por la RF promoviendo choques con otros atomos de argén y ionizacién y
por tanto formando el plasma. E.- La muestra en aerosol acarreada por el flujo de

nebulizacién penetra al centro del plasma. [2]

Las muestras son introducidas como liquidos y son nebulizadas a aerosoles, una
mezcla de finas gotas de muestra y gas argon del flujo de nebulizacion, formado en la
camara de nebulizacién ubicada justo abajo de la antorcha; el aerosol es acarreado al centro
de la antorcha por el flujo de nebulizacién o flujo central.

Siendo la funcién principal de la alta temperatura del plasma la remocion del
disolvente o desolvatacién, el solvente es evaporado de cada gotita del aerosol formandose
un s6lido microcristalino el cual contiene a los atomos de interés analitico en forma
molecular o de sal iénica (el aerosol contiene cuando mucho 1 al 2 % de sélidos), las
particulas formadas absorben energia y realizan la atomizacion, este proceso se da en dos
pasos el primero es la sublimacién, en la cual la estructura de la red cristalina es rota para
formar moléculas libres gaseosas; y el segundo es la atomizacion en si, en la cual los 4&tomos

gaseosos libres son formados por la ruptura de las uniones quimicas que mantienen a las
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moléculas juntas. Este dltimo proceso predominantemente ocurre en la zona de

precalentamiento (PHZ) del plasma (Figura 3A).

6000

Cola de / \ 6200
Pluma — * 6500
/ ~— NAZ 6300
S000
o a Rz 8 . 8 10,000
IR ) (&) (@ | {s]
Q |l O PHZ Lo O
(e} O
2t 1 I
Figura 3. A) Zonas del plasma. B) Regiones de tempe ratura (°K)

IR regién de induccién, PHZ zona de precalentamiento, IRZ zona de radiacion inicial, NAZ
zona normal analitica.

Una de las razones importantes para la superioridad del ICP sobre la EAA con flama
y el horno de grafito, es la elevada temperatura del plasma. Mientras la flama y el horno de
grafito tienen su rango superior de temperatura alrededor de 3,300 °K en el area, la
temperatura en el centro del ICP es casi de 6,800 °K (Figura 3B), ademas de presentar
ionizacion y excitacién eficientes, la alta temperatura del ICP reduce y/o elimina las
interferencias quimicas que se pueden presentar en flama y horno de grafito. [2]

Las muestras liquidas son introducidas en las descargas del plasma como un aerosol
suspendido en el gas argon. Esta muestra en aerosol, es transportada a través del tubo
central de los tres tubos que comprenden el conjunto de la antorcha. Esta muestra pasa,
como una especie de corriente de gas en forma de aerosol, a través de la descarga del plasma
toroidal, donde es desolvatada, atomizada y donde los &tomos e iones resultantes son
excitados. Después de esta excitacién los atomos comprendidos en la muestra emiten las
radiaciones correspondientes en sus longitudes de onda caracteristicas, esta luz se transmite
a través del sistema 6ptico, al detector CID (Dispositivo de Inyecciéon de Carga que es un

detector bidimensional integrador que cuenta con elementos individuales de resolucién). [2]

OBJETIVOS.

e Conocer el fundamento, las partes basicas y el manejo general del espectrofotémetro

de emision atémica con plasma de acoplamiento inductivo, para emplearlo
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adecuadamente.

Aplicar los conocimientos tedricos adquiridos para efectuar adecuadamente la
cuantificaciéon de Co, Cu, Fe, Ca, Mg, Mn, Mo, Se y P en sangre de ovinos, mediante
una curva de calibracién.

Realizar el tratamiento adecuado de una muestra real a fin de asegurar la completa

digestiéon de la materia orgénica para obtener resultados confiables.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.
EQUIPOS:

Espectro de emision Atémica THERMO JARRELL ASH, Software Thermo Spec-CID

Horno de microondas Mars 5 CEM Corporation USA.

REACTIVOS:

Estandar de multielemental High-Purity 1000+ 3pg/ml en 2% de HCl con 99.999% de
pureza

Acido clorhidrico R.A. 36.5-38% de pureza J.T. Baker de México.

Acido Nitrico R.A. 68.4% de pureza J.T. Baker de México.

Peréxido de hidrogeno en solucién al 30% J.T. Baker de México.

Agua desionizada 18Qcm Milipore.

ESTANDARES:

Multielemental High-Purity 1000+ 3pug/ml en 1% de &cido clorhidrico con 99.999%
de pureza.
Estandar de hierro High-Purity 1000+ 3pg/ml en 2% de &cido clorhidrico con

99.999% de pureza.
Estdndar de molibdeno Aldrich Chemical Company 1020 ppm con 99.999% de

pureza.

PREPARACION DE SOLUCIONES.

Concentracion de las soluciones Stock: Para llevar a cabo la determinacién se realizo una

curva de calibracién multielemental, que incluye los siguientes elementos: Co, Cu, Ca, Mg,

Mn, Se, Py Zn. Para su preparacion se utilizé un estindar multielemental, el cual contiene

10 ppm para Ca, Co, Cu, P, Se y 1ppm para Mg, Mn, Zn a partir del cual se preparo la curva

de calibracién.
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Debido a que el estindar multielemental, no contiene Mo y Fe, fue necesario la preparacion
de las siguientes soluciones:
e A partir de un estandar de hierro de 1000 ppm en HCl al 2 % se realizo un dilucién
de 200 pl / 20ml obteniendo una concentracién de 10ppm.
e A partir de un estandar de molibdeno de 1020 ppm en HCIl al 2 % se realizo un
dilucién de 200 pl / 20ml obteniendo una concentracion de 10.2ppm.
En base a las soluciones anteriores se preparo la curva de calibraciéon con cinco sistemas en
un intervalo de concentracion de 0.4 a 2.0 ppm para los stock Ca, Co, Cu, Fe, Mo, P, Se y
para el stock de Mg, Mn, Zn en un intervalo de 0.04 a 0.2 ppm. Como se muestra en la tabla
1.

Tabla 1. Preparacién de curva de calibracién.

Sistema mL de cada [ Ca, Co, Cu, [ Mg, Mn, Zn]
stock Fe, Mo, P, Se] ppm
ppm

1 1 0.4 0.04
2 2 0.8 0.08
3 3 1.2 0.12
4 4 1.6 0.16
5 5 2.0 0.20

Nota: todos los sistemas se llevaron a un volumen de aforo de 25 ml.
PREPARACION DE LA MUESTRA PROBLEMA.

Digestién Acida:

1. Pesar 0.5 g+ 0.05 de sangre directamente en los vasos (asegurdndose de no ensuciar
las paredes de los vasos).

2. Adicionar 5 ml de agua desionizada, adicionar 2.5 de acido nitrico concentrado, 1 ml
de peréxido de hidrogeno al 30 %, dejar reposar 20 min.

3. Colocar el vaso de teflon dentro de las de las camisas, colocar las camisas en el
carrusel del horno de microondas.

4. Apretar cada uno de los vasos y colocar el aro que sujeta a los vasos.

5. Introducir cuidadosamente el sensor de temperatura en el vaso control (vaso 1).

6. Encender el Horno de Microondas, seleccionar el método Sangre2 (Tabla 2).

7. Abrir la puerta del horno e introducir el carrusel, verificando que la ranura ubicada
en el centro del carrusel coincida con la base blanca del horno, y conectar el sensor de la
temperatura en la sonda que se ubica en la parte superior central interna del horno de

microondas.
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8.  Verificar en la pantalla del horno, que se esté monitoreando la temperatura, y que el
carrusel gira de manera adecuada.

9. Cerrar la puerta y oprimir la tecla “Start” para comenzar la digestion.

10. Una vez transcurrido el tiempo de la digestion, desconectar el sensor de la
temperatura y sacar cuidadosamente el carrusel, y apagar el equipo.

11. Colocar el carrusel en la campana de extraccion, dejar que la los vasos se enfrien por
20 minutos a temperatura ambiente.
12. Una vez frios, enjuagar los vasos con una pequefia cantidad de acido clorhidrico 7M,
y verter el contenido del vaso en un matraz volumétrico de 25 ml y llevar a la marca de

aforo con HC17M, y medir en EAA-GH.

Tabla 2. Condiciones de digestion acida para sangre.

Etapa Potencia Potencia @ Rampa Presion Temperatura Tiempo de
(W) % (min) (°C) mantenimiento
1 1200 100 4 350 140 2 min
2 1200 100 2 350 180 4 min
3 1200 100 2 350 200 4 min

Para esta digestion ya se han hecho estudios para llegar a una 6ptima digestion
donde esto se logra por medio de rampas de temperatura y potencia que pueden
manipularse en horno de microondas estas condiciones ya fueron estudiadas para sangre.
[3]

DIAGRAMAS DE TRABAJO

o Preparacién de la muestra

Ulbeineion e 2 Pesar 0.5 g de muestra + 0.05g en

muestra (sangre el vaso del horno de microondas
completa)
Dejar reposar durante 20 Adicionar:
minutos y e 5ml de agua desionizada
e 25ml deac. HNO;
l e 1mldeH:O: al30 %.*
Somete.r a digestion acida en el horno Llevar a volumen 25ml con
de microondas con el método de HCL01M

sangre2 que esta cargado en horno.
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Cuantificacion de la muestra

Preparar la curva de Optimizar el equipo
— calibracion (T tabla 1) (Anexo 2)

|

Preparar una solucion stock
mu Itie le mental

Realizar la determinacion Evaluar la linealidad y

de Se en las muestras seleccionar una long. Onda Llevar a cabo la
— med icion de los
sitemas

No es logico el altimo y pentuiltimo paso del diagrama.

RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica de ICP-OES es utilizada para la determinacion de trazas metélicas, se
pueden determinar concentraciones que van desde mg/L (ppm) a ug/L (ppb) y llega a
determinar ng/L (ppt) cuando se encuentra acoplado a un espectrémetro de masas.
Ademads, en esta técnica se logra la determinaciéon simultdnea de varios elementos, por lo
que es una técnica muy utilizada para la determinacion de trazas metalicas en suelos, agua,
materias primas y farmacos.

El monitoreo de los minerales propuestos en animales, principalmente en ovinos, da
un panorama general del estado nutricional en el que se encuentran estos animales, ya que
diversas investigaciones a nivel mundial han sefialado que la deficiencia o exceso de estos
minerales provocan diferentes trastornos metabolicos, asi como enfermedades que pueden
producir el deceso de los animales y por lo tanto grandes perdidas econémicas a los
productores. Estas deficiencias en los animales son una consecuencia de que los alimentos
que consumen son producidos en suelos deficientes de estos minerales, por lo que surge la
necesidad de monitorear los niveles en los animales y posteriormente suplementar los
minerales deficientes, y finalmente corroborar que la suplementacion ha sido eficiente
verificando que los niveles de dichos minerales se encuentran dentro de los pardmetros
normales.

Para la implementacién de esta técnica es necesario llevar a cabo un pretratamiento
de la muestra, el cual consiste en una digestion acida asistida por microondas, ya que la

muestra de sangre no pude ser introducida al equipo, ya que esta conformada por materia
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organica en la cual se encuentran ligados los metales de interés y por lo tanto, no pueden ser
detectados y analizados de manera correcta. En la digestiéon 4cida la materia orgénica es
transformada en CO. y vapor de agua, de esta manera el metal queda en solucién y puede
ser cuantificado.

Una vez realizado el tratamiento de las muestras y preparada la curva de calibracién,
se procede a la medicion de todas las soluciones, obteniéndose los resultados que se
muestran a continuacion.

Cabe senalar que el equipo permite medir la emisién en al menos 2 longitudes de
onda, sin embargo, en nuestro caso se selecciona solamente una, a fin de disminuir el tiempo

de medicién y el tamafio del archivo a procesar.

6000 -
Ca (ug/ml) Cts/s 5000 -
04 1477,893 4000 -
0,8 2316323 2000
12 3431,503 2000 - y=2618,x+324,8
1,6 4471,943 R?=0,997
1000 -
2 5636,823
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Figura 6. Curva de calibraciéon y tabla de datos para Calcio (393.3nm)

100 -
Co (ug/ml) Cts/s 90 -
04 17,63712 ig :
038 34,83032 60 -

1,2 52,78942 50 - y=43,62x+ 0,256

16 70,93162 40 - R=0,999

2 86,83262 o
10 -

0 ' ' ' T |

0 0.5 1 15 2 25

Figura 7. Curva de calibracién y tabla de datos para Cobalto (237.8nm)
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wgm) O
04 9,60319
08 18,67899
1,2 28,44819
1,6 38,33839
2 47,20049

50 -
45 -
40 -
35 -
30
25 -
20 -
15 -
10 -

y=23,71x- 0,002
R? = 0,999

0

a,5 1 1,5 2 2,5

Figura 8. Curva de calibracion y tabla de datos para Cobre (224.7nm)

[]Fe Cts/s
(ug/ml)
04 35,35754
08 64,61964
1,2 101,60794
1,6 135,12094
2 168,35694

180
160
140
120 |
100
80 -
60 -
40
20 -

y=84,12x+ 0,062
R*=0,999

Figura 9. Curva de calibracién y tabla de datos para Hierro (238.2 nm)

Mg (ug/ml)  Cts/s

0,04
0,08
012
0,116
0,2

5,85097
10,37301
16,15301
21,19141
26,56341

30

25 -

20 -

15 -

10 -

y=130,6x+0,353
R?=0,999

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Figura 11. Curva de calibracién y tabla de datos para magnesio (202.5 nm)
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Mn (ng/ml) Cts/s
0,04 14,64703
0,08 29,30853
012 45,22153
0,16 61,14123

0,2 75,35123

y=3,254x- 0,060
R*=0,999

0.5 1 1.5 2 2,5

Figura 12. Curva de calibracion y tabla de datos para Manganeso (257.6 nm)

Mo (ug/ml) Cts/s
04 7,69106
08 14,31594
1.2 22,41374
16 29,88534
2,0 37,27374

40 ~
35 A

y=18,68x-0,104
R?=0,999

Figura 13. Curva de calibracién y tabla de datos para Molibdeno (202.0 nm)

P (ug/ml) Cts/s
04 0,94997
038 1,76962
1,2 2,74319
16 3,70431
2 4,61925

5
4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

y=2,318x- 0,024
R? = 0,999

0,5 1 1,5 2 2,5

Figura 14. Curva de calibraciéon y tabla de datos para Fosforo (185.9 nm)
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Se (ug/ml) Cts/s
04 1,24957
038 249545
1.2 3,88566
1,6 5,17844
2 641704

80
70
60
50
40
30
20
10

y=383,1x- 0,838
R?=0,999

0

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Figura 15. Curva de calibracion y tabla de datos para Selenio (196.0 nm)

[1Zn Cts/s
(ug/ml)
0,04 5,85097
0,08 10,37301
012 16,15301
0,16 21,19141
02 26,56341

30

25

20

15

10

y=130,6x+0,353
R?=0,999

0

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Figura 16. Curva de calibracién y tabla de datos para Zinc (202.5 nm)

Tabla 3. Ecuaciones obtenidas de las regresiones lineales para cada curva de

calibracién
Elemento Regresion lineal r’ pg/mi

Ca y = 2618,4x + 324,85 0,9972 0,4-2,0
Co y =23,714x - 0,0023 0,9997

Cu y =43,623x + 0,2565 0,9996
Mo y = 18,684x - 0,1045 0,9993

P y =2,3183x - 0,0247 0,9992

Se y = 3,2545x - 0,0601 0,9996

Fe y = 84,125x + 0,0626 0,999 0,04-0,2
Mg y = 130,61x + 0,3534 0,999
Mn y = 383,1x - 0,8384 0,9996

Zn y = 85,84x + 0,3213 0,9989
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Las curvas de calibraciéon para Ca, Co, Cu, Se, Mo, P y Fe se prepararon en un
rango de concentraciones de 0.4 - 2.0 ug/ml y para Mg, Mn, Zn en el rango de 0.04-
0.20 pg/ml como se observa en la Tabla 4. Cada uno de los sistemas fue analizado
por triplicado.

Como se puede observar en la tabla 3 cada una de las ecuaciones de la recta
de las curvas de calibracion tiene un coeficiente de determinacion mayor o igual a
0.99, el cual explica 99.0% de la variacion en la intensidad de emisién debido a los
cambios en la concentracién para cada uno de los metales a analizar, esto indica que
los datos obtenidos se justan a un modelo lineal y por lo tanto las muestras pueden
ser cuantificadas por la interpolaciéon de la propiedad (cts/s) en la curva de
calibracién correspondiente para cada uno de los metales.

Una vez que se determiné que existe una relacién lineal entre la propiedad y
la concentracién en base a los estandares analizados se procedi6 a la cuantificacion
de Co, Cu, Fe, Ca, Mg, Mn, Mo, Se y P en las muestras. Debido a que la sangre es una
muestra compleja, ésta tuvo que ser tratada previamente mediante una digestion

acida asistida por microondas.

Tabla 4. Resultados obtenidos para las replicas de la curva de calibracién

Elemento Muestra Muestra Muestra Conc.
sangre 1 sangre 2 plasma3 Normales
Peso (g) 0.4906 0.5048 0,4952 en Plasma3
ng del M°/ g de muestra
Ca 113.65 188.64 114.621 77.6
Co 0.567 0.355 0.003 n.r.
Cu 1.045 1.059 0.576 1.18
Fe 280.50 188.63 9.896 1.33
Mg 3.751 1.388 0.884 15.5
Mn 0.243 0.948 0.101 n.r.
Mo 0.010 0.008 0.077 0.05
P 433.26 430.90 82.634 119
Se 2.085 1.770 0.203 0.10
Zn 3.490 1.337 0.936 0.89

nr = no reportado

Se analizaron tres muestras problema dos de sangre y una de plasma de borregos, en
las cuales se determindé la concentracion de de los metales en cuestion. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 4, en la cual se citan los valores
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obtenidos experimentalmente y los valores de referencia para muestras de plasma
segun R. Pastrana [3].

En la tabla 4 se puede observar que los valores obtenidos experimentalmente
Ca, Fe, Mo, Se y Zn las concentraciones obtenidas experimentalmente se encuentran
por debajo de los valores reportados, sin embargo para P, Cu y Mg, los valores son
superiores a los reportados. Cabe sefialar que los valores obtenidos en éste tipo de
analisis son muy variados, debido a diferentes factores que afectan las
concentraciones de estos minerales en los animales como son: la raza, edad, genero,
estado nutricional, ubicacién geografica y temporada del afio. Por lo que para tener
un pardmetro confiable de comparacién lo méas recomendable es realizar un estudio

en una zona delimitada y controlar los factores antes mencionados.

CONCLUSIONES.

e La prictica de laboratorio para la asignatura Técnicas Avanzadas Analisis del
paquete terminal de la carrera de Ingenieria Quimica se llevé a cabo de manera
satisfactoria y permiti6 establecer las necesidades que se deben de cubrir e incluir en
el manual de practicas, como es una guia de uso rapido del equipo de ICP-OES y

también del horno de digestiéon por microondas.

e Esta practica permite conocer el fundamento, las partes bésicas y el manejo general
del espectrofotéometro de emision de acoplamiento inductivo, ya que permite al
alumno obtener datos confiables, reproducibles y veraces, ya que coinciden con los

reportados en la literatura.

e Se cuantifico contenido de Co, Cu, Fe, Na, K, Ca, Mg, Mn, Mo, Se y P de manera
simultdnea en sangre de ovinos en 3 muestras, mediante una curva de calibracion,
obteniendo concentraciones dentro del rango reportado para este elemento, sin
embargo los datos obtenidos se encuentran cercanos al limite inferior, lo cual nos

indica que los animales utilizados, presentan una deficiencia de este elemento.
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e Se realiz6 el tratamiento adecuado de las muestras de sangre, el cual consisti6 en
una digestién 4cida asistida por microondas, lo cual permite a los alumnos conocer y

manipular dicho equipo, ademas de la completa digestion de la materia organica

REFERENCIAS.

1. L. M. Pérez. Determinacién de trazas metélicas contaminantes (As, Cd, Cr,

Cu, He, Pb, Pd, Pt, Rh v Zn) en muestras ambientales (suelo, pasto v agua)

por espectrometria de emisién atémica, en tres municipios de la zona

metropolitana. Tesis Quimico. Cuautitlan Izcalli, México. UNAM. 12-20,
(2004).

2. L O. Luis. “Métodos de separacién para el andlisis quimico v el desarrollo

tecnoldgico: Determinaciéon de trazas metdlicas (Pt, Pd, He, Pb, Cr, Cu, As,

Cd, Zn v Rh) contaminantes en el medio ambiente en los municipios de

Zumpango, Netzahualcoyotl v Cuautitldan Izcalli por ICP-OES”. Tesis
Quimico. Cuautitlan Izcalli, México. UNAM. 8-10, (2003).

3. R. Pastrana, L.R. Mc Dowell, N. S. Wilquinson. Small Ruminant Research. 5,
23-34, (1991).

4. M. E. Gleason. Desarrollo v optimizacién de los métodos de digestién acida

en microondas para la cuantificacion de selenio en muestras biolégicas. Tesis

Q.F.B. Cuautitlan Izcalli, México. UNAM. (2004).

44



DETERMINACION DE PARABENOS EN PRODUCTOS
COSMETICOS POR MEDIO DE ELECTROFORESIS CAPILAR.

GENERALIDADES.

La electroforesis capilar (EC) es una de las técnicas analiticas mas avanzadas y
utilizadas de separaciéon para el andlisis de moléculas de origen biolégico como son
proteinas, dcidos nucléicos, enzimas, lipidos complejos, carbohidratos, fragmentos de ADN,
asi como moléculas del drea farmacéutica. Es una técnica alternativa o complementaria a la
cromatografia de liquidos en muchas areas, incluyendo ensayos de muchos componentes,
determinacion de impurezas, confirmaciones de identidad y determinaciones
estequiométricas. [1]

Esta técnica se fundamenta en que las especies cargadas (iones) se mueven y separan
bajo la influencia de un campo eléctrico en funcién de su velocidad de migracién. Las partes
basicas del sistema son un par de electrodos, una fuente de poder y un medio conductor. El
mecanismo de separacion de la electroforesis capilar es el mismo que el de la electroforesis
convencional. La migracion diferencial dentro de zonas discretas es debido a diferencias en
las movilidades electroforéticas, las cuales estdn a su vez vinculadas a la relacion masa
/carga y a la conformacién de los analitos. [1]

La electroforesis capilar es una técnica moderna para la separacion de componentes
en matrices complejas. Los analitos pueden separarse en una gran variedad de electrolitos
soporte, incluyendo buffers acuosos, parcialmente acuosos, y electrolitos soporte no acuosos,
cuando se trabaja con sustancias insolubles que tienen la finalidad de determinar y
estabilizar el pH del medio de soporte y las especies predominantes en los analitos con
propiedades acido base, por lo que afecta la velocidad de migraciéon de los compuestos,
ademas de proporcionar un medio conductor. [2]

Esta técnica consiste en introducir en un capilar una muestra de especies (cargadas o
neutras), que se separan en funcion de su carga y su movilidad iénica en el medio en el que

se encuentran bajo la influencia de un campo eléctrico.
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Un sistema de EC se compone basicamente de los siguientes elementos (Figura 1).

I. Par de Electrodos (dnodo y catodo)
II. Deposito (viales)
II. Capilar
IV. Sistema de inyeccién
V. Fuente de alimentacién
VI. Detector
VII. Registro

Fig. 1. Esquema de los componentes principales de un equipo de Electroforesis Capilar.

[4]

Los cationes se trasladan hacia el cdtodo (-) y los aniones hacia el anodo (+) a
velocidades que dependen del equilibrio entre la fuerza impulsora del campo eléctrico sobre
los iones cargados de la muestra y las fuerzas de retardo entre las moléculas que migran y el
medio circundante, que son principalmente fuerzas de friccién electrostaticas. La corriente
se mantiene por todo el circuito ya que los electrodos, estin sumergidos en viales que
contienen buffer. Durante la separacion en los electrodos se producen iones hidroxilo e
hidrégeno en el catodo, mientras que en el anodo se forman iones oxigeno e hidrégeno. Las
separaciones electroforéticas se originan por las diferentes movilidades de los analitos. La
movilidad electroforética se ve afectada por la carga, la forma y tamafio del analito asi como

de la viscosidad del medio y del flujo electroosmético. [1]

El buffer determina y estabiliza el pH del medio de soporte, y las especies quimicas
predominantes de los analitos con propiedades acido-base por lo que afecta la velocidad de
migracion de los compuestos en diversas formas, ademas de proporcionar un medio
conductor. A medida que la fuerza i6nica del buffer aumenta la proporcién de corriente
conducida por éste crece, y la participacion de la muestra en dicha conduccién de corriente
disminuye, con lo que se reduce la velocidad de migraciéon. Ademas, una elevada fuerza
ibnica del buffer incrementa la intensidad global de corriente y en consecuencia la

producciéon global de calor. [1]
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La ionizacién de las moléculas de agua del buffer produce iones oxonio (HsO*), los
cuales poseen una carga positiva, y por lo tanto al aplicar un voltaje se origina un flujo de

disolvente debido al movimiento de los contraiones.

La necesidad de optimizar separaciones para una gran variedad de compuestos tiene
como resultado diferentes modalidades de trabajo que se han desarrollado para expandir el
namero de aplicaciones de esta técnica con la gran ventaja que se pueden realizar utilizando
el mismo equipo. Las diferentes modalidades que se trabajan hasta el momento son:

o Electroforesis capilar por zona. (ECZ)

e Cromatografia capilar electrocinética micelar (MECK)
e Isotacoforesis Capilar.

o Electroforesis capilar con gel.

e Electrocromatografia capilar.

La electroforesis capilar por zona es la forma méas simple de la electroforesis capilar
principalmente porque el capilar es llenado con un electrolito soporte y la migraciéon de los
analitos se da en zonas discretas y a diferentes velocidades. Cuando se tiene un flujo
electroosmotico (pH 4-12) y una polaridad positiva, las especies cargadas positivamente se
mueven a lo largo del capilar con una velocidad mayor a la del FEO puesto que su
movimiento se ve acelerado por la atraccién de sus cargas al electrodo negativo. Los analitos
cargados negativamente se mueven en sentido contrario y mas lentamente y en contra del
FEO debido a que son atraidos por el electrodo positivo. Los analitos neutros se mueven a
través del capilar por el FEO, por lo general durante este movimiento no se produce
separacion entre las especies no cargadas. La velocidad de los analitos puede modificarse al
controlar el pH, la viscosidad o la concentracién del bufer, o con el cambio del voltaje. Este
tipo de modalidad se utiliza para separar por lo general compuestos de bajo peso molecular,

que no sufran de adsorcion en la superficie del capilar.

En tanto, en la cromatografia capilar electrocinética micelar se adicionan surfactantes
o tensoactivos como el dodecilsulfato de sodio al electrolito soporte en concentraciones tales
que excedan la concentracion micelar critica y asi lograr la formacién de micelas, las cuales
ayudan a la separacion de especies neutras y especies atin cargadas.

La mayor parte de los buferes utilizados en esta modalidad presentan un FEO alto

hacia el electrodo negativo, esto provoca que las micelas anionicas sean arrastradas hacia
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dicho electrodo, con una velocidad menor a la del FEO, de este modo, durante el proceso la
mezcla reguladora esta formada por una fase acuosa que se mueve rapidamente y una fase
micelar que lo hace con mas lentitud. Cuando se introduce la muestra en el sistema los
componentes se distribuyen entre la fase acuosa y el interior hidréfobo de las moléculas. La
distribucién de los analitos y los equilibrios que resultan dependen de la polaridad de los
analitos. Con los analitos polares se favorece la permanencia en la disolucién acuosa,
mientras que para los compuestos no polares prefieren el medio constituido por las cadenas
de hidrocarburo de las micelas para especies neutras, el equilibrio entre la micela y el
electrolito soporte rige su movilidad electroforética y por tanto sus posibilidades de
separaciéon. Cuando el analito neutro es muy polar no interacciona con la micela, es
simplemente acarreado por el FEO sin embargo la mayoria de los analitos interaccionan de
una u otra forma con la micela. Los compuestos hidrofébicos en general interacciona
fuertemente con la micela y son retenidos en mayor proporciéon que los hidrofilicos.

Los parabenos, son un grupo de productos quimicos utilizados como conservantes
en la industria cosmética y farmacéutica, efectivos en variadas formulaciones. Estos
compuestos y sus sales son usados principalmente por sus propiedades bactericidas y
fungicidas. Pueden ser encontrados en champts, cremas hidratantes, geles para el afeitado,
lubricantes sexuales, medicamentos tépicos y parenterales, autobronceadores y dentifricos.

También son utilizados como aditivos alimentarios.

Los parabenos son ésteres del 4-acido hidroxibenzoico, también
O OR llamado p-acido hidroxibenzoico o para-adcido hidroxibenzoico, de
donde deriva su nombre. Los parabenos mas usuales son
metilparabeno etilparabeno, propilparabeno y butilparabeno, los
menos comunes son isobutilparabeno,  isopropilparabeno,
bencilparabeno y sus sales. Su estructura quimica en general es la
misma en la cual R simboliza un grupo alquilo como metilo, etilo,

OH

propilo o butilo.

Debido a sus propiedades dcido-base, los parabenos pueden ser analizados por dos
modalidades de la electroforesis capilar, como iones, a pH alcalino, se emplea la
electroforesis capilar de zona, y como especies neutras, la cromatografia capilar
electrocinética micelar. Al comparar el andlisis de un grupo de analitos por dos técnicas, el

alumno aprendera los fundamentos de ambas modalidades, aprenderd a manejar el equipo
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de electroforesis capilar y comprobard que un problema puede solucionarse de distintas

maneras, algunas mas sencilla y econémicas que otras.

OBJETIVOS.

e Conocer el fundamento, las partes basicas y el manejo general del equipo de
electroforesis capilar, para emplearlo adecuadamente.

e Conocer y comparar los métodos de Electroforesis Capilar de Zona y de
Cromatografia Capilar Electrocinética.

e Efectuar la cuantificacién de los parabenos contenidos en las muestras comerciales

utilizando una curva de calibracién como método de cuantificacién.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

EQUIPO:
Electroforesis Capilar PACE/MDQ), Beckman Coulter (CA; USA)

REACTIVOS:
e Estandar metil parabeno 99.999% de pureza
e Estandar etil parabeno 99.999% de pureza
e Estandar butil parabeno 99.999% de pureza
e Estandar propil parabeno 99.999% de pureza
e Acido Bérico R.A J.T. Baker de México.
e Etanol R.A ].T. Baker de México.

PREPARACION DE SOLUCIONES.

Buffer de boratos 50 mM (ECZ): Pesar 567mg de acido bérico reactivo analitico, disolver
con aproximadamente 40 ml de agua pH a 9.2 con HCL 0.1 y finalmente aforar a 50 ml con

agua desionizada.

Preparacion de la muestra problema: Pesar 250 mg de cada uno de los productos y
disolverlos en solucién mezcla de 17 ml de metanol/ 3 ml de buffer de boratos (173 v/v)
aforando a los siguientes volimenes segtn la muestra:

e Gel folicure, aforoa 5 ml
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e Shampoo loral kids y desodorante obao, aforoa 10 ml.

Filtrar con un filtro de membrana de 45 pm cada soluciéon problema antes de su inyeccion.

Estandares: Preparar las soluciones stock de parabenos de la siguiente manera:

e Pesar 50mg de etilparabeno, solubilizar con 5ml de metanol y afororar finalmente a
100 ml con una mezcla de etanol -agua (15/85v/v).

e Pesar 50mg de butilparabeno, solubilizar con 5ml de metanol y afororar finalmente a
100 ml con una mezcla de etanol -agua (15/85v/v).

e Pesar 50mg de metilparabeno, solubilizar con 5ml de metanol y afororar finalmente a
100 ml con una mezcla de etanol -agua (15/85v/v).

e Pesar 50mg de propilparabeno, solubilizar con 5ml de metanol y afororar finalmente

a 100 ml con una mezcla de etanol -agua (15/85v/v).

Preparacion de sistemas: Para construir la curva de calibraciéon se prepara los siguientes
sistemas a partir de la solucién estandar (stock) de parabenos. Cada dilucién se preparo
tomando un volumen adecuado y aforado a 25 ml con agua desionizada. Se preparan 6

diluciones de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion

Sistemas 1 2 3 4 5

Sol. Problema (ml) 0 0 0 0 0
Std. Metilparabeno 0.5 1.0 20 3.0 4.0
Std. Etilparabeno 0.5 1.0 20 3.0 4.0
Std. Propilparabeno 0.5 1.0 20 3.0 4.0
Std. Butilparabeno 0.5 1.0 20 3.0 4.0
Aforoc/agua desionizada 25 25 25 25 25
Concentracion (pug/ml) 10 20 40 60 80

Preparacion del buffer de fosfatos 10 mM pH=7.0: EtOH (85: 15) (MEKC)

Medir 16.85 pL de acido fosférico H3PO4, ya agregar aproximadamente 20 mL de agua
desionizada, ajustar el pH a 7.0 con NaOH 0.1 M y adicionar 3.75 mL de etanol y
finalmente aforar con agua a 25 mL.

Pesar 75.89 mg dodecil-sulfato de sodio para tener una solucién 10 Mm y disolverla con

los 25 ml del buffer de fosfatos.
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Medicién de las muestras:

1. Se coloca en el equipo apagado un cartucho con capilar de las siguientes

especificaciones

Tabla 2. Caracteristicas fisicas del capilar.

Long.
Total 40cm
Long.
Efectiva ZoL0 @t
Didmetro 75 um
Interno

Abrir el archivo del método Paraben.met, el cual debe tener las siguientes condiciones de

analisis:

e Preparar el capilar lavando al inicio con Na OH 0.1 M por 5 min., a 20 psi de presion.

e Lavar con agua desionizada por 2 min, a 20 psi (para remover los rastros de NaOH).

e Equilibrar el capilar lavando con buffer de corrida (boratos pH=9.2).
e Inyectar la muestra a presién (0.5 psi) por 10 s
e Aplicar un voltaje de separaciéon de 20kV por 15 min.

e Hacer la deteccion a 275nm.

El equipo maneja un diagrama de coordenadas en las cuatro charolas que contiene (Figura

1); dos de las cuales son para posicionar las muestras (Sample Inlet = SI y Sample Outlet =

SO) y otras dos para poner las soluciones de lavado y de separacion (Buffer Inlet = BI y

Buffer Outlet= BO). Como muestra la figura 1, en cada charola se encuentran las diversas

posiciones que se emplearan para poner los viales que contengan las soluciones necesarias y

que se programaran en el método a emplear (Tabla 3).
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ST A4 S5O:Ad
SI:A3 SO:A3
SL:A2 S0O:A2
SI:Al | SI:B1 | SI:C1 | SI:D1 S0O:Al1 | SO:B1 | S0O:C1 | SO:D1
BL:A4 BO:Ad
BL:A3 BO:A3
BL.A2 BO:A2
BL:Al | BI:B1 | BI:C1 | BI:ID1 BO:Al1 | BO:BL | BO:(C1 | BO:D1

Figura 1. Diagrama de acomodo de los viales en las charolas del equipo de electroforesis

2. Colocar los siguientes viales, con 1 ml de cada solucién:

capilar

BI:A1l Agua desionizada, BO:A1 Vial vacio (para desechos), BI:BI NaOH 0.1M,

BO:D1 Buffer de corrida para la separacién, BL:C1 Buffer de corrida para lavar, BLD1

Buffer de corrida para la separacién, SI: A1 Metilparabeno, SI:A2 Etilparabeno, S1: A3

Propilparabeno, SI:A4 Mezcla de los parabenos.

3. Medir cada una de las soluciones, empleando el método de programacion (Tabla 3).

Tabla 3. Método de programacion para la separacion de los parabenos.

Accion | Especificaciones (elllltljaectla) (?alﬁileat) Observaciones
Lavar 20 psi, 5 min BL:C1 BO:Al | Hacia el detector (forward)
Inyectar 05 psi, 5s SI.C1 BO:Al
Separar 20KV, 15 min BL:D1 BO:D1
Autocero 0.17min
Fin 15 min
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Preparar 50ml de buffer Plljipar?}' la Cuilvalde Colocar el capilar en/el.
de boratos 50 mM pH=9.2 —| calibracién (Tabla 1) y |——| cartucho con las caracteristicas

la muestra establecidas (Tabla 2)
Hacer la regresion lineal y Medir cada una de las Prender el equipo y poner el

cuantificar los parabenos |«——

. — .
g e soluciones preparadas método en el software (Tabla 3)

Imagen 1. Diagrama de flujo de las actividades a realizar la cuantificacién de parabenos

en la muestra por Electroforesis Capilar por Zona

Preparar 25ml buffer como Poner las condiciones

S€ rnu.e/stra enla —| experimentales en el equipo |— ,
preparaciéon de buffer . estandares
segtn la tabla 3.

MEEC l

Medir la mezcla de

Identificar el orden de
migracién de los parabenos

Imagen 2. Diagrama de flujo de las actividades a realizar por MECC

RESULTADOS Y DISCUSION

ECZ
La primer parte de la practica consistié en analizar el orden de migraciéon de cada uno de los
parabenos basdndose en su relaciéon carga/masa, ademés de su tamafio, forma y peso

molecular.

En la figura 1 se observan los 4 picos, los cuales corresponden a un tiempo de migracién de
3.88 min. para Butilparabeno (BP), 3.97min. para Propilparabeno(PP), 4.08 min. para
Etilparabeno (EP) y 4.28 min. para Metilparabeno (MP). Como se puede observar en la tabla
4, su valor de pKa son similares, por lo tanto a pH de 9.2 los analitos poseen una carga

negativa, haciendo que todos se muevan hacia la misma direccién, siendo el factor que tiene

53



mayor influencia en la separaciéon por ECZ la diferencia en el peso molecular o mejor dicho,

su relacion carga-masa.

El butilparabeno se mueve mas lentamente hacia el &nodo por lo que el flujo electroosmético
lo mueve mas facilmente hacia el detector (ubicado en el catodo) haciendo que sea el primer
analito en salir. El orden de migracién observado, tiene que ver por lo tanto con su masa

molecular, siendo el més pequefio el tltimo en migrar hacia el detector.

0.0045
0.0040
0.0035
0.0030
0.0025

' 0.0020
0.0015
0.0010
0.0005

0.0000

-0.0005 | _

Minutes

Figura 2. Electroferograma obtenido para el analisis de la mezcla de los parabenos por

ECZ.

Tabla 4. Propiedades quimicas de los parabenos.

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
PM
152.15 166.18 180.20 194.23
(g/ mol)
pka 8.31+0.13 8.31+0.13 8.32+0.15 8.23+0.15
! OCH, E: OH
E 21 °
prop; 0
Ot
COOCH,

HO

OH
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30000 -

25000 A

20000 A

15000 4

10000 4

5000 A

Tabla 5. Resultados para el BP.

+butil area

[butilparabeno] L
mbutil altura ug/ml area  altura
y = 327.36x - 659.56 10 1736 1408
e =0.9942
20 3659 3159
40 5766 4649
y=212.78x + 207.99

F®=0.888 60 9253 7225
80 12102 9141

20 40 g0 30 100

Conc pa/ml

Figura 3. Grafico obtenido para la curva de Butilparabeno

Tabla 6. Resultados para el PP.

. 25000 -
[Propﬂ;anrsbend irea altura 20000 | +propil area
10 2229 1783 Bpropil altura
15000 4 . ]
20 4070 3354 Y ea
10000 A i}
40 7760 6036 e Pl
60 118% 8960 5000 1
80 15899 11663 0 ' ' ' ' '
0 20 40 60 80 100
Conc pa/ml
Figura 4. Grafico obtenidos para la curva de Propilparabeno
15000 - Tabla 7. Resultados para el EP.
16000 1 #ctil area [Etﬂﬂ;;ﬁem] area altura
14000 - .
W etil altura
12000 A . 10 2689 2155
i ¥= JHE '
10000 Fe <0999 20 5016 3871
8000 A
6000 - e e 40 9814 7498
4000 60 15174 11182
2000 4
o | | | | | 80 20517 14632
0 20 40 60 80 100
Conc pa/ml

Figura 5. Grafico obtenido para la curva de Etilparabeno.
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Tabla 7. Resultados para el MP 14000 -

12000 | + metil area
[Meﬁ;lll;;albem} area altura 10000 - W rmetil altura
10 3081 2365 8000 - y= 1459 + 3716
20 5083 2609 6000 - == 0,394
40 11322 8373 4000 + y=107,Tx + 589,1
= = 0,991
60 18456 12684 2000 1
80 25543 17050 0 | | | | I
0 20 40 60 80 100
Conc pgiml

Figura 6. Grafico obtenidos para curva de Metilparabeno

Para el analisis estadistico de las curvas de calibracion se tiene que el coeficiente de

determinacién explica el 99.9% de la variacién en la absorbancia, por los cambios en la

concentracién para los parabenos, ademas el valor del coeficiente de correlacién implica una

fuerte relacion entre la concentracion y la propiedad (area o altura de pico). Las curvas son

por tanto adecuadas para la cuantificaciéon de parabenos en diversas muestras, en este caso

para un gel de bafio.

Para la identificacion de parabenos en la muestra se encontraron dos picos que coinciden

con los tiempos de migracién de Propilparabeno y Metilparabeno en la mezcla de estindares

como se observa en la tabla 4.

005

0.0

ooz

o.oo

oz

Metilparabeno

Propilparabeno A
‘L“J"_A_ |_FIII“."I T

oo 05 10 15 2.0 .5 a0 245 40 45
Pulrites

Figura 7. Electroferograma obtenido para el analisis de la muestra de gel para

bano.
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A fin de confirmar los analitos se recomienda fortificar la muestra (gel de bafio) ya que éste

contiene varios compuestos que pueden modificar el tiempo de migracién de los analitos en

cuestion.
Tabla 4. Resultados obtenidos para la muestra de gel humectante
P ta. P

e?;g)l a Muestra Compuesto Tm Area ug PRBN/mg mta
Propilparabeno 3.773 4020 124.953

250.0 Muestra 1
Metilparabeno 4159 18019 354.581
Propilparabeno 3.815 4090 127.350

251.5 Muestra 2
Metilparabeno 4.121 19038 374.553

La concentracién de parabenos (PRBN) en la muestra se realizo por duplicado (tabla 4), sin

embargo, no hay un pardmetro de comparaciéon ya que el gel para bafio no contiene las

cantidades en la formulacion.

MECC

La siguiente parte de la practica es la comparacion del orden de elucion con otra modalidad,
la Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar (MECC por sus siglas en inglés). Con esta
técnica se logra que los analitos como el propilparabeno, que posee una cadena
hidrocarbonada méas grande que el metilparebeno, interaccione mas con la parte hidréfoba
de la micela, por lo tanto en esta técnica el orden de migracién serd primero saldra el

Metilparabeno y posteriormente el Propilparabeno como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Electroferograma obtenido para estindares de Metilparabeno y
Propilparabeno por MECC

Al comparar el orden de migracién con electroforesis capilar por zona se ve que por MECC,

el orden se invierte, lo que se debe a otro fenémeno quimico que sucede durante la

separacion, en este caso la reparticiéon del analito entre la fase moévil acuosa y la parte

hidréfoba de la micela, lo cual tiene que ver con su cadena hidrocarbonada.

CONCLUSIONES.

La practica de laboratorio para la asignatura Técnicas Avanzadas Analisis del
paquete terminal de la carrera de Ingenieria Quimica se llevé a cabo de manera
satisfactoria y permitio establecer las necesidades que se deben de cubrir e incluir en

el manual de précticas.

Esta préactica permite conocer el fundamento, las partes bésicas y el manejo general
del equipo de Electroforesis Capilar, ya que permite al alumno obtener datos

confiables, reproducibles y veraces.
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e Se cuantifico contenido de de manera simultanea de metilparebeno y propilparbeno
en muestra gel para bafio, mediante una curva de calibracién, obteniendo

concentraciones satisfactorias.

e Se compar6 el orden de migracion de un grupo de analitos empleando dos
modalidades de la electroforesis capilar a fin de explicar el fundamento de cada

modalidad.
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ESTUDIO DEL FERROCIANURO POR VOLTAMPEROMETRIA
CICLICA

Generalidades
La voltamperometria comprende un amplio grupo de técnicas electroquimicas. Estas
técnicas se pueden utilizar par el estudio de la composicién de una solucion, mediante
las relaciones corriente-potencial obtenidas de una celda electroquimica, y con la
respuesta corriente-tiempo a potencial controlado de un electrodo.
La voltamperometria estd entre las técnicas analiticas mas sensibles disponibles, se
utiliza de manera rutinaria para la determinacion de sustancias electroactivas en niveles
de concentracion por debajo de las partes por millén. Es posible tener tiempos de andlisis
de segundos. Tiene la posibilidad de determinar simultdneamente varios analitos en un
solo barrido es frecuente en las determinaciones voltamperométricas. Las técnicas
voltamperométricas tienen la posibilidad tnica de distinguir los diversos estados de
oxidacién que puede afectar la reactividad y la toxicologia de una sustancia. La teoria de
la voltamperometria estd bien desarrollada y es posible estimar aceptablemente
pardmetros desconocidos.
Voltamperometria ciclica o de barrido lineal.
La voltamperometria ciclica consiste en variar de una manera ciclica el potencial de un
electrodo estacionario inmerso en una solucién en reposo y medir la corriente resultante.
La sefal de excitaciéon es un barrido de potencial lineal con una onda de forma
triangular. Las velocidades de barrido simétricas triangulares pueden variar desde unos
cuantos milivolts por segundo hasta cientos de volts por segundo. Esta sefial de
excitacion triangular de potencial barre el potencial del electrodo de trabajo en direcciéon
de ida y vuelta entre dos valores designados. El tridngulo regresa a la misma velocidad y
permite la visualizacién de un voltamperograma completo con las formas de las ondas
anddicas (oxidacién) y catodicas (reduccion), unas sobre la otra. La corriente en el
electrodo de trabajo se mide en condiciones de difusién controlada y de transferencia de
masa. Los pardmetros importantes en un voltamperograma ciclico son las magnitudes de
la corriente anddica en el pico anddico ipa, de la corriente catédica en el pico catédico
ipc, el potencial del pico catodico Epc, el potencial del pico anédico Epa, y el potencial de
semipico Ep/2, que es potencial al cual la corriente es la mitad de la corriente del pico

correspondiente. La corriente de pico (en amperes) para una sustancia es:
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=n*?F¥*(mruD/RT)ACX(ot)

p J /

Donde X (O es una funcién tabulada cuyo valor es 0,446 para una reacciéon de
transferencia electrénica simple, controlada por difusion, R estd en ] K-1 mol -1, y T esta

en kelvins. A 25 °C. La ecuacion anterior se reduce a:

. f . 5y 3f2 2 1/2
i,=(2,69x10")n""AD "0 " C

Para A encm2, D cm2/s, C en mol/cm3 y Uen V/s.

Para medir con exactitud las corrientes de pico, es esencial establecer la linea de base

correctamente. Esto no es siempre facil, particularmente par los sistemas mas

complicados. Para una onda reversible, Ep es independiente de la velocidad de barrido e

1/2
ip, como cualquier otro punto de la onda, es proporcionala U .

El analito estudiado seréd el anion ferrocianuro [Fe(CN)6]-3 el cual puede ser reducido
sobre la superficie del electrodo a [Fe(CN)6]4. El intercambio de un electrén entre el
analito y

el electrodo es un proceso reversible bien conocido. La reaccién para este estudio redox

es

[Fe(CN)6]-3 +e- <> [Fe(CN)6]-4

Objetivos:

e Conocer las partes y el manejo del equipo del potenciostato
e Demostrar que la reaccion de reduccion del ferrocianuro de potasio es una reaccion

reversible

Equipos:
e Potenciostato
Reactivos:

e Estandar de ferrocianuro de potasio con 99.999% de pureza
¢ Cloruro de potasio grado analitico

e Agua desionizada 18 Qcm Milipore.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Preparacion de Soluciones.
e Preparacion de una solucion de cloro de potasio 1M:
Pesar 3.76 g de reactivo analitico de cloruro de potasio, disolver con aproximadamente 40
ml de agua y finalmente aforar a 50 mL con agua desionizada.
e Preparacion de una solucioén ferrocianuro de potasio 0.1M
Pesar 8248 mg de reactivo analitico de ferrocianuro de potasio, disolver en

aproximadamente 20 ml de agua y llevar a volumen de 25 ml con agua desionizada.

Montaje del equipo:
e Montar la celda en la portacelda y asegurar la misma de manera de evitar que la
tapa de la celda se mueba con los electrodos.
e Colocar dos electrodos de platino y un electrodo de colomel en la tapa de la celda
e por medio de caimanes conectar del potenciostato a los electrodos de la siguiente

forma:

Tablal. Electrodos necesarios para la determinacién

Electrodo de trabajo Platino

Electrodo auxiliar Platino

Electrodo dereferencia  Calomel

Seleccion de condiciones

Una vez montado el equipo y conectado los electrodos segtn la tabla anterior colocar 50 ml
de la solucién de cloruro de potasio en la celda y se hace burbuyjear nitrégeno a la solucién
de cloruro de potasio por 30 min. Posteriormente se prende la computadora del equipo se
abre el software y se selecciona la opcién de voltamperometria ciclica posteriormente se

seleccionan las condiciones como se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla2. Concentraciones de ferrocianuro de potasio en cada uno de los sistemas a medir

Vol.De KCI (ml) Ferrocianuro de potasio (ml)

Concentraciéon Molar

51 1 1.960E-3
511 0.1 2.152E-3
51.2 0.1 2.343E-3
51.3 0.1 2.534E-3

Imagen 1. Diagrama del estudio del ferrocianuro de potasio por voltamperometria ciclica

Preparar una solucién de
cloruro de potasio 1M y una
de ferricianuro de potasio
0.1IM.

Fijarla celda a un soporte
universal.

Agregar1 mlde la solucion de
ferrocianuro de potasio y
burbujear nitrégeno a la solucién

Verter 50 ml de la soluciéon
de cloruro de potasio en la
celda.

Conectar cada electrodo al

|

Montar y fijar la tapa y
colocarlos electrodos
segtin la tabla 1.

de cloruro de potasio por 30 min. potensiostato
Prender el equipo de computo y Para observar la influencia de

abrir el software, seleccionar las
condiciones de Ia tabla 2 para la
variacién de la velocidad

la concentracion seleccionar las
condiciones para la vel. De
100mV/s

Agregar los voliimenes
de ferrocianuro de
potasio segtin la tabla 3.
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Tabla2. Concentraciones de ferrocianuro de potasio en cada uno de los sistemas a medir

Velocddad mV/s 50mV/s 100mV/s 200mV/s 350mV/s
Element 1: cyclic voltammetry cyclic voltammetry cyclic voltammetry cyclic
voltammetry
Time resolution (s) 22 12 .055 .0596

Initial value (mV) 400 400 400 400

Intermediate value 1 -500 -500 -500 -500
(mV)

Intermediate value 2 0 0 0 0
(mV)

Final value (mV) 600 600 600 600
Scanningrate (mV/s) 50 100 200 352,348,993,288,591
Measurement points 183 168 183 97

Repeat 1 1 1 1
Mode Absolute Absolute Absolute Absolute
Acquisition mode Programmed Programmed Programmed Programmed
Maximum current +2 mA +2 mA 2 mA 72 mA
range
Minimum current +2 mA +2 mA +2 mA 72 mA
range
Current gain 1 1 1 1
Potential range (mV) AUTO AUTO AUTO AUTO
Open circuit at end Yes Yes Yes Yes
Display data I(E) I(E) I(E) I(E)
Save results ELt ELt ELt ELt
Start measurement Yes Yes Yes Yes
Block start Yes Yes Yes Yes
Block end Yes Yes Yes Yes
Repeat block 1 1 1 1
RESULTADOS Y DISCUCION

Al hacer un barrido lento, se observo, que a medida que el potencial del electrodo se
hace mas negativo, pero sin alcanzar el valor termodinamico donde ocurre la reduccién, es
de esperar que no se aprecie corriente de tipo faradica. Si se observara esta corriente
corresponde a la reacciéon de impurezas sumada a la corriente de tipo capacitiva, aunque
esta tiene un valor pequefio.

A medida que el potencial del electrodo se proxima al correspondiente a la
reduccion, la corriente comenzara a aumentar proporcionalmente a la cantidad de especie

que este reaccionando. Si luego que este aumento de corriente se continta el barrido de
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potencial en sentido catédico, se observa que la intensidad de corriente alcanzara un valor
estable, un valor limite.

Esta ultima situacion se explica de la siguiente manera si de tres mecanismos de
trasportes mencionados antes se permite que solo actie la difusion (esto se consiguio
manteniendo en reposo la solucion para evitar conveccién y agregando un electrolito fuerte,
llamado electrolito soporte, para evitar la migracién) ocurrié6 que al alcanzarse el valor de
potencial adecuado los iones que se encontraron inmediatamente préximos a la superficie
del electrodo légicamente fueron los primeros en reaccionar, una vez que se consumieron
estas especies, es necesario que el ion ferrocianuro viaje desde el seno de la solucién hasta
la superficie del electrodo impulsado por el gradiente de concentracién establecido. Si la
reaccion de transferencia de carga de es rapida es decir que no requiere de catalizadores ni
sobrepotenciales, esto dependerd de la facilidad con la que el ion llegue a la superficie del
electrodo. Se establece entonces, un control difucional; y esta es la razén de obtener una
corriente constante aunque el potencial tome valores cada vez mas catodicos.

Considerando que el barrido se inicia en sentido catédico, se observa que al alcanzar
el valor adecuado de potencial para que comience la reaccién de reduccion, la corriente
aumenta notablemente hasta alcanzar un valor maximo. Dado que la especie que reacciona
es consumida totalmente en la superficie del electrodo, la corriente de reduccién cae a
medida que se aumenta el potencial.

Para realizar la practica se llevo a cabo barridos a distintas velocidades como se muestran en
grafico 1 para analizar la influencia de la velocidad en el voltamperograma.

200 -

150 -+

100

oo
CORRIENTE

[mA)
W 50mV/s
-150 100 n1‘.-'.-"5
W 200mV/s
-200 B 350mv/is
POTEMNCIAL
(mv)  _250

Grafico 1. Voltamperograma de ferrocianuro a una concentracion de 1.960E-3 M a

diferentes velocidades.
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Una vez alcanzado el valor de potencial de corte catédico, el barrido de potencial es
invertido y se obtiene un aumento de corriente anddica correspondiente a la reacciéon de
oxidacion. Hay dos valores que son importantes para el andlisis del proceso de oxido-
reduccion, son las corrientes obtenidas en los maximos, llamados corriente de pico anédico
(ipa) que fue de 184mV y corriente de pico catédico (i) fue de 253mV como se pude
observar en el grafico2.
La respuesta mostrada para estas corrientes pico en esta practica se empleo una velocidad de
100 mV/seg.
Si un proceso es reversible, es decir que la trasferencia de electrones es mas rapido que los
demaés procesos, por ejemplo la difusion, la separacion de los potenciales de pico, Epa v Epx
deben de cumplir con la relacién:

Epa - Epe- 2.22RT =57.0 (mV) # (253 - 184) =69mV

nF n
En este caso la relacion no se cumpli6 lo cual nos indica que no fue una relacion reversible
pues la trasferencia de electrones demostré ser mas lenta que los procesos de difusion sin

embargo este valor no es tan lejano al valor ideal.

125 +

m 1.960E-03
= 2,152E-03
125 W 2.343E03

2,534E-03

-175 A

-225 A

Grafico2. Voltamperograma de ferrocianuro a una velocidas de 100mV/seg. a diferentes

concentraciones.

Es decir que a 25°C la separacion de los picos deberia de ser aproxidamadamente de
57mV por electrén intercambiado. A mayor separacién de picos tendrd un proceso cada vez

mas irreversible.
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Otra relaciéon importante para un proceso reversible es la relacion entre la corriente
de pico, la concentracién de la especie que reacciona y la velocidad de barrido:
I,= (2.69 *108)n3/2ACVD\'v

Donde I, es la corriente de pico en amperes, A el drea del electrodo en m2, D el
coeficiente de difusiéon en m2/s1, C la concentracién en mol/L y v la velocidad de barrido en
v/s. Es decir que para analizar la reversibilidad de un sistema es posible realizar barridos a
distintas velocidades y observar si se obtiene una linea recta cuando se grafica I, versus v1/2
como se muestra en el siguiente grafico donde se exponen Irc contra la velocidad de barrido
y como se observa la r2 es de 0.9958 que se considera lineal por lo que se considera reversible

el sistema de ferrocianuro.
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y=-0.0714x + 194
190 - R?=0.9958

185 -
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Grafico3. Corrientes de pico catédico en funcién alas velocidades.

En la grafica 2 pude observarse en la zona A donde la sefial se debe a la reaccién:
Fe(CN)s? + e « Fe(CN)s4
Ferricianuro Ferrocianuro
Mientras que en la zona B se observa un pico correspondiente a la reaccién de:
Fe(CN)st < Fe(CN)e2+ e

Ferrocianuro Ferricianuro
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En el caso de una reaccién irreversible, solo se hubiera observado un pico al realizar el
barrido en una direccién, pero no en la siguiente.
Ya que el ciclo suele darse varias veces, y los potenciales en los que se dan en esta inversion

mismos que pueden apreciarse en la grafica 3.

CONCLUSIONES

e Se conoci6 las partes y el manejo del potenciostato asi como las condiciones para
llevar a cabo el experimento
¢ Demostr6 que la reacciéon de reduccién del ferrocianuro de potasio es una reaccion

reversible.

REFERENCIAS.
e http://catedras.quimica.unlp.edu.ar/qga2/guias/2010-TP-07-
Voltamperometria_ciclica.pdf
e http://aprendeenlinea.udea.edu.co/Ims/moodle/mod/resource/view.php?id=5436
2

e Douglas A. Skoog, F.James holler. (2001). “Principios de analisis

instrumental.” Mc graw hill. Quinta edicién. México D.F.(203-207)

CONCLUSIONES GENERALES

e Se desarrollaron y probaron 5 préacticas para ser incorporadas en lo que sera el
manual de laboratorio de la asignatura de Técnicas Analiticas y su Aplicacion
Industrial, de la carrera de Ingenieria Quimica. Dichas practicas permitirdn al
alumno conocer y aplicar las técnicas de andlisis propuestas en el temario de la

asignatura.
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Los conocimientos tedrico - practico de las técnicas fueron reafirmados y
aplicados al plantear y seleccionar condiciones experimentales, asi como al

analizar los resultados obtenidos y la conclusién de cada practica.

El desarrollo de cada una de las practicas permitié establecer el tratamiento
adecuado de acuerdo al tipo de muestra y conocer el manejo de los equipos

que no se contemplan dentro de las asignaturas obligatorias.

Se generaron 5 formatos de précticas, necesarios para la elaboracion de una
primera versiéon del manual de practicas contribuyendo con el proceso de
ensefianza de la asignatura de Técnicas Analiticas y su Aplicaciéon Industrial

de la carrera de Ingenieria Quimica.
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ANEXO 1

Formato de practicas:

DETERMINACION SIMULTANEA DE CAFEINA Y ACIDO ACETIL
SALICILICO EN TABLETAS POR ESPECTROFOTOMETRIA DE PRIMERA
DERIVADA (UV-Vis)

La espectrofotometria es por mucho una de las técnicas mas utilizadas en la
determinacién de sustancias capaces de absorber radiacion electromagnética. Debido a la
facilidad en el manejo del equipo es posible cuantificar analitos en muestras que no
presenten interferencias. La principal limitante que presenta esta técnica radica en que
cuando se tiene dos o mas analitos que absorban radiacion, se dificulta su analisis debido a
las interferencias, espectrales. Una posibilidad de eliminar estas interferencias es utilizando
la Espectrofotometria de primera derivada o segunda derivada. Esta variante de técnicas
espectrofotometricas se selecciona debido a que tiene la posibilidad de determinar los
componentes de una mezcla binaria y ternaria sin la necesidad de tener un método de
separacion.

Una mezcla binaria (M) de los componentes A y B que absorben en la regiéon UV-Visible se

expresan por las ecuaciones dela ley de Beer y aditividades:

ddnw d&E4+, dEs
= 1Cs+
dA d A dA

Av = Aa+ Az = E4lCa+ EBICs ylo ICs

Es posible medir el valor absoluto de los incrementos de absorbancia de una serie de
sistemas y relacionarlos con los incrementos de concentraciéon para el componente A,
siempre que exista un valor en el eje de las abscisas que le corresponda un valor de cero para
el componente B y viceversa. Este punto se denomina punto de anulacién o zerocrossing y
se aplica el concepto a la primera o segunda derivada. En otras palabras debe existir una A

donde se cumple simultdneamente que:

des =0 por lo tanto independiente de Cs y des_# 0 en consecuencia

da dx
Dependiente de la Ca.
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Por lo anterior se pude aplicar el concepto de punto de anulacién en una formulaciéon
farmacéutica que contiene como principios activos cafeina (CAF) y acido acetilsalicilico
(AAS).

Cuestionario previo.

1.- ;Qué tipo de sustancias pueden ser determinadas por Espectrofotometria de Primera
Derivada(UV-Vis)?

2.- Describir brevemente el procedimiento para llevar a cabo la técnica en cuestion.

3.- Mencione como se realiza la cuantificacion.

4.- ;Qué quiere decir zero crossing?

5.- {Qué propiedad se utiliza para efectuar la cuantificacion?

6.- Describa el objetivo y los beneficios de esta determinacion.

7.- Describa la preparacion de la muestra y cual es su finalidad.

EXPERIMENTACION.
Equipo: Espectrofotometro PERKIN ELMER UV /Vis Lambda 18 con celdas de cuarzo y pH
metro OAKTON pH 500 series

Reactivos: Cafeina 99% (Aldrich), Acido Acetilsalicilico 97%, Acido Acético Glacial 9% (JT
Baker) y NaOH 98.5% (JT Baker)

Preparacion de Soluciones: Buffer: Se prepara 1 L de buffer de acido acético / acetato de

concentracién total 0.2 My pH =5.5

Stock Cafeina: Se pesan 26.2 mg de cafeina, se disuelven y se lleva al aforo de 50 mL en
buffer. Concentracion de 519 mg/L
Stock Acetilsalicilico: Se pesan 26.8 mg de acido acetilsalicilico se disuelven en buffer

enrasando a un aforo de 50 mL. Concentracién de 520 mg/L

Espectro de Absorcién: A partir del stock de cafeina y acido acetilsalicilico se preparan por
separado 50 mL de solucién de concentracion de 104 mg/mL, ademés de una mezcla de
ambos en la misma concentracién y se determina su espectro de absorcion de las tres

soluciones en un intervalo de || de 200-320 nm contra blanco buffer.
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Curva de calibracién: Se toman 10 mL del stock de cafeina y 4cido acetilsalicilico; se llevan
al enrase de 50 mL con buffer (Solucién A). De la solucién A, se prepara la curva de
calibracion a partir de tomar los volimenes indicados en la tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion*.

Sistema Soluciéon A (mL) | CAF (mg/mL) | AAS (mg/mL)
1 1 2.08 2.08

2 2 416 416

3 3 6.24 6.24

4 4 8.32 8.32

5 5 10.40 10.40

6 6 12.48 12.48

*Todos los sistemas se llevan al aforo de 50 mL con buffer. Para cada sistema se determina
su espectro de absorciéon contra blanco buffer, en un intervalo de 0 de 200-320 nm.
Preparacién de la muestra problema:

Problema de Cafeina: Se obtiene el peso promedio por tableta de 652 mg. Se trituran 5
tabletas en un mortero hasta la obtencién de un polvo muy fino; se pesan 27 mg de polvo
tableta, se disuelven en buffer con agitacion por 10 minutos, se filtra para retirar los
excipientes y se lleva al aforo de 200mL con buffer (solucién B), se obtiene el espectro de

absorcién de la solucién.

Problema de Acido acetilsalicilico: Se toman 3 mL de la solucién B, se enrasa al aforo de 50

mL (solucion C). Se lee la soluciéon anterior en el espectrofotémetro.

Informe de trabajo.

El Informe de trabajo debe de contener lo siguiente, empleando un formato de reporte.

1.- Los objetivos particulares de la practica y una breve introduccién al tema
2.- Un diagrama de flujo con las actividades desarrolladas y desglosar el procedimiento de
cada actividad.

- Describir perfectamente el procedimiento de preparacion de la muestra problema.

3.- Gréficos de la Curva de Calibracion dA =f(ug/ml)
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4.- Analisis de linealidad para cada curva por el método de minimos cuadrados.

5.- Establecer la ecuacién que relaciona cada una de las variables en el gréfico
correspondiente, indicando el valor de la pendiente y ordenada de origen, y mencionando
sus unidades.

6.- Los calculos correspondientes para la determinacién de cafeina y de acido acetil salicilico
en pg/ml de la muestra.

7.- Observaciones y conclusiones.

8.- Referencias Bibliogréficas.
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DETERMINACION DE SELENIO POR EAA POR GENERADOR DE
HIDRUROS.

Introduccion.

La Espectrofotometria de Absorcion Atémica se basa en que los 4tomos en estado basal
fundamentalmente son capaces de absorber energia a longitudes de onda especificas, por lo
que la cantidad de energia que absorben es proporcional a la cantidad de analito en la
muestra. En ésta existen diferentes mecanismos de atomizacién como son: flama, sistema de
mercurio por vapor frio, horno de grafito y generacion de hidruros.!

El sistema de generacién de hidruros se produce en las muestras una reaccién en un sistema
externo con un agente reductor usualmente boro hidruro de sodio. Los productos de
reaccion gaseosa acarrean la muestra a la celda en la trayectoria de la luz del EAA. Dicha
reaccion no produce atomos libres pero si hidruros volatiles. Esta especie molecular no es
capaz de causar absorcion atémica. Para disociar el gas hidruro en atomos libres, la muestra
en la celda debe ser calentada por una flama de aire-acetileno. El gas hidruro es disociado en
la celda caliente a 4&tomos libres y la aplicacién de energia da como resultado la excitacién de
los atomos provocando el desprendimiento de energia de los dtomos y finaliza con el
decaimiento de éstos y el atomo regresa a su estado basal. Esta técnica es ampliamente
utilizada para determinar selenio en diferentes tipos de muestras, como son fluidos
biolégicos, tejidos, alimento, ya que ésta técnica es muy sensible, al grado de que puede

determinas concentraciones del rango de ppb (ug/L).

Celda de cuarzo

-

+ + Faso optico

Tubo de
transferencia
Bomba
Separador — 4 4 Mue=stra
Gas/Liguido .
+ +— Acido
l + +— MaBH,
Drenador
ol
Contraladaor de flujo Gas Inerte
i (M)
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Cuestionario previo.

1.- ;Qué tipo de sustancias pueden ser determinadas por Espectrofotometria de Absorcion
Atémica con Generador de Hidruros?

2.- Describir brevemente el proceso de atomizacién de la muestra para esta técnica.

3.- Mencione como funciona una lampara de catodo hueco

4.- ;Qué mezclas de gases se utilizan en esta técnica?

5.- {Qué propiedad se utiliza para efectuar la cuantificacion?

6.- Describa el objetivo y los beneficios de una digestion asistida por microondas para este
tipo de muestras.

7.- Describa las reacciones que se llevan a cabo en preparaciéon de la muestra y cual es su

finalidad.

Material.

e 5 Matraces volumétricos de 50 ml.
e 1 matraz volumétrico de 25ml

¢ 1 micropipeta de 20-200,100-1000.

Reactivos.

e Acido clorhidrico R.A. 36.5-38% de pureza ]. T. Baker de México.

e AcidonitricoR. A. 65.4% de pureza J. T. Baker de México

e Peroxido de hidrégeno en solucién al 30% J. T. Baker de México

e Hidroxido de Sodio perlas 98.4% de pureza, bajo en carbohidratos J. T. Baker de
Meéxico

e Boro hidruro de sodio 99% de pureza, Aldrich Alemania

e Agua desionizada 18.2 Qcm Millipore.

Estandares.

e Estindar de selenio High-Purity 1000+ 3pg/ml en 2% de acido clorhidrico con
99.999% de pureza
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Procedimiento experimental.

Stock Selenio: Preparar una solucién stock de 2 pg/mL a partir del estindar de 1000

pg/mL llevando a la marca de aforo con agua desionizada.

Curva de calibracién: Preparar una curva de calibracién, en un rango de
concentracién de 0 a 18 pg/L de Selenio a partir de la sol stock anterior llevando a la

marca de aforo con 4cido clorhidrico 7M.

CONCENTRACION || VOLUMEN VOLUMEN
SISTEMA

(ng/L) (ML) AFORO (mL)
1 2 50 50
2 6 150 50
3 10 250 50
4 14 350 50
5 18 450 50

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracién

Preparacion de la muestra problema: Pesar 0.5 g + 0.05 de sangre directamente en
los vasos (asegurdndose de no ensuciar las paredes de los vasos),Adicionar 5 ml de
agua desionizada, adicionar 2.5 de &acido nitrico concentrado, adicionar 1 ml de
peréxido de hidrogeno al 30%, dejar reposar 20 min, colocar el vaso dentro de las de
las camisas, colocar las camisas en el carrusel del horno de microondas, introducir
cuidadosamente el sensor de temperatura, encender el Horno de Microondas, colocar
el carrusel dentro del Horno, seleccionar el método Sangre2, oprimir la tecla “Start”
para comenzar la digestién, una vez transcurrido el tiempo de la digestién, sacar
cuidadosamente el carrusel y colocarlo en la campana de extraccién, apagar el horno
de microondas, dejar que la los vasos se enfrien por 20 minutos a temperatura
ambiente, una vez frios, enjuagar los vasos con una pequefa cantidad de acido
clorhidrico 7M, verter el contenido del vaso en un matraz volumétrico de 25 ml y

llevar a la marca de aforo con HC1 7M, medir en EAA-GH.
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Manejo de Residuos.

Las disoluciones &cidas deben de ser neutralizadas con algtin hidréxido antes de ser vertidas

a la tarja.

Informe de trabajo.

El Informe de trabajo debe de contener lo siguiente, empleando un formato de reporte.

1.- Los objetivos particulares de la practica y una breve introduccién al tema

2.- Un diagrama de flujo con las actividades desarrolladas y desglosar el procedimiento de
cada actividad.

- Describir perfectamente el procedimiento de preparacion de la muestra problema.

3.- Gréfico de la Curva de Calibraciéon A =f(ug/ml de Se)

4.- Analisis de linealidad de la curva por el método de minimos cuadrados.

5.- Establecer la ecuacién que relaciona cada una de las variables en el gréfico
correspondiente, indicando el valor de la pendiente y ordenada de origen, y mencionando
sus unidades.

6.- Los calculos correspondientes para la determinacién de selenio en ng/ml de sangre.

7.- Observaciones y conclusiones.

8.- Referencias Bibliograficas.

77



DETERMINACION DE ELEMENTOS METALICOS Y METALOIDES EN SANGRE
DE BORREGOS POR ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA DE
ACOPLAMIENTO INDUCTIVO (ICP)

Objetivos:

e Conocer el fundamento, las partes bésicas y el manejo general del espectrofotometro
de emision atémica con plasma de acoplamiento inductivo, para emplearlo

adecuadamente.

e Aplicar los conocimientos tedricos adquiridos para efectuar adecuadamente la
cuantificaciéon de Co, Cu, Fe, Ca, Mg, Mn, Mo, Se y P en sangre de ovinos, mediante

una curva de calibracion.

e Realizar el tratamiento adecuado de una muestra real a fin de asegurar la completa

digestion de la materia orgénica para obtener resultados confiables.

INTRODUCCION:

La espectroscopia de emisién atémica es una técnica analitica cualitativa y cuantitativa, que
se basa en la emisién de energia de una poblacién de 4tomos excitados por medio de una
fuente de alta energia (plasma). Esta técnica se puede emplear para determinar hasta 73
elementos de manera simultdnea. Este tipo de espectroscopia es similar a la absorcion
atémica, con la diferencia béasica de que no es necesaria una fuente de luz. En la
espectroscopia de emisién los dtomos son elevados a un estado excitado por medio de
colisiones térmicas, que al regresar a un estado electrénico basal, los atomos excitados

emiten radiaciones caracteristicas de cada elemento.

CUESTIONARIO PREVIO.

1.- ;En que se basa la emision atémica?

2.- {Que es plasma, cual es su funcion en esta técnica?

3.- ;Explique a que se refiere la espectrofotometria de emisiéon atémica de acoplamiento
inductivo?

4.- ;Cuales son sus limites de deteccion?

5.- ¢Qué tipo de gas se utiliza en esta técnica?
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6.- ;Qué propiedad se utiliza para efectuar la cuantificacion?

7.- Describa el objetivo y los beneficios de una digestién asistida por microondas para este
tipo de muestras.

8.- ¢(Qué tipo de interferencias pude llegar a tener esta técnica y como afectan a una

determinaciéon?
9.- ;Qué beneficios tiene utilizar esta técnica en comparacién con absorciéon atémica?

DESARROLLO EXPERIMENTAL.

EQUIPOS:

e Espectro de emisiéon Atémica THERMO JARRELL ASH, Software Thermo Spec-CID

e Horno de microondas Mars 5 CEM Corporation USA.

REACTIVOS:
e Estandar de multielemental High-Purity 1000+ 3ug/ml en 2% de HCl con 99.999% de

pureza

¢ AcidoclorhidricoR.A. 36.5-38% de pureza J.T. Baker de México.
e Acido Nitrico R.A. 68.4% de pureza J.T. Baker de México.

e Per6xido de hidrogeno en solucién al30% J.T. Baker de México.

e Agua desionizada 18 Qcm Milipore.

Estandares:
e Multielemental High-Purity 1000+ 3pg/ml en 1% de acido clorhidrico con 99.999%
de pureza.
e Estandar de hierro High-Purity 1000+ 3ug/ml en 2% de acido clorhidrico con
99.999% de pureza.
e Estandar de molibdeno Aldrich Chemical Company 1020 ppm con 99.999% de

pureza.

PREPARACION DE SOLUCIONES.

Concentracion de las soluciones Stock: Para llevar a cabo la determinacién se realizo una
curva de calibracién multielemental, que incluye los siguientes elementos: Co, Cu, Ca, Mg,

Mn, Se, Py Zn. Para su preparacion se utilizé un estindar multielemental, el cual contiene
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10 ppm para Ca, Co, Cu, P, Se y 1ppm para Mg, Mn, Zn a partir del cual se preparo la curva
de calibracién.
Debido a que el estindar multielemental, no contiene Mo y Fe, fue necesario la preparacion
de las siguientes soluciones:
e A partir de un estandar de hierro de 1000 ppm en HCl al 2 % se realizo un dilucién
de 200 pl / 20ml obteniendo una concentracion de 10ppm.
e A partir de un estandar de molibdeno de 1020 ppm en HCl al 2 % se realizo un
dilucién de 200 pl / 20ml obteniendo una concentracion de 10.2ppm.
En base a las soluciones anteriores se preparo la curva de calibraciéon con cinco sistemas en
un intervalo de concentracion de 0.4 a 2.0 ppm para los stock Ca, Co, Cu, Fe, Mo, P, Se y
para el stock de Mg, Mn, Zn en un intervalo de 0.04 a 0.2 ppm. Como se muestra en la
tablal.

Tablal. Preparacién de curva de calibracién.

Sistema mL de cada [ Ca, Co, Cu, [ Mg, Mn, Zn]
stock Fe, Mo,P, Se] ppm
ppm

1 1 0.4 0.04
2 2 0.8 0.08
3 3 1.2 0.12
4 4 1.6 0.16
5 5 2.0 0.20

Nota: todos los sistemas se llevaron a un volumen de aforo de 25 ml.

Preparacion de la muestra problema.
Digestién Acida:
XIII.  Pesar 0.5 g + 0.05 de sangre directamente en los vasos (asegurandose de no ensuciar
las paredes de los vasos).
XIV.  Adicionar 5 ml de agua desionizada, adicionar 2.5 de dcido nitrico concentrado, 1 ml
de peréxido de hidrogeno al 30 %, dejar reposar 20 min.
XV. Colocar el vaso de teflon dentro de las de las camisas, colocar las camisas en el
carrusel del horno de microondas.
XVI.  Apretar cada uno de los vasos y colocar el aro que sujeta a los vasos.
XVII.  Introducir cuidadosamente el sensor de temperatura en el vaso control (vaso 1).

XVIII.  Encender el Horno de Microondas, seleccionar el método Sangre2.
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XIX.

XX.

XXIL.
XXIL

XXIIL

XXIV.

Abrir la puerta del horno e introducir el carrusel, verificando que la ranura ubicada
en el centro del carrusel coincida con la base blanca del horno, y conectar el sensor de
la temperatura en la sonda que se ubica en la parte superior central interna del horno
de microondas.

Verificar en la pantalla del horno, que se esté monitoreando la temperatura, y que el
carrusel gira de manera adecuada.

Cerrar la puerta y oprimir la tecla “Start” para comenzar la digestion.

Una vez transcurrido el tiempo de la digestiéon, desconectar el sensor de la
temperatura y sacar cuidadosamente el carrusel, y apagar el equipo.

Colocar el carrusel en la campana de extraccion, dejar que la los vasos se enfrien por
20 minutos a temperatura ambiente.

Una vez frios, enjuagar los vasos con una pequefia cantidad de acido clorhidrico 7M,
y verter el contenido del vaso en un matraz volumétrico de 25 ml y llevar a la marca

de aforo con HC17M, y medir en EAA-GH.

Manejo de Residuos.

Las disoluciones &cidas deben de ser neutralizadas con algtin hidréxido antes de ser

vertidas a la tarja.

Informe de trabajo.

El Informe de trabajo debe de contener lo siguiente, empleando un formato de reporte.

1.- Los objetivos particulares de la practica y una breve introduccién al tema

2.- Un diagrama de flujo con las actividades desarrolladas y desglosar el procedimiento de

cada actividad.

- Describir perfectamente el procedimiento de preparacién de la muestra problema.

3.- Gréficos de las Curvas de Calibracion A = f(ug/ml ) para cada metal.

4.- Analisis de linealidad para cada curva por el método de minimos cuadrados.

5.- Establecer la ecuacion que relaciona cada una de las variables en el gréfico

correspondiente, indicando el valor de la pendiente y ordenada de origen, y mencionando

sus unidades.

6.- Los calculos correspondientes para la determinacion de cada metal en ng/ml de sangre.

7.- Observaciones y conclusiones.

8.- Referencias Bibliograficas.
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PRACTICA DEMOSTRATIVA DE ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA (CZE) Y
CROMATOGRAFIA CAPILAR MICELAR ELECTROCINETICA (MEKC)

Determinacién cuantitativa de parabenos (metil,etil,butil y propilparabeno en productos

comerciales.

Objetivos:
e Conocer las partes y el manejo del equipo de electroforesis capilar
e Conocer y comparar los métodos de Electroforesis Capilar de Zona y de
Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética y seleccionar el mas eficiente para la
separacion de la mezcla de parabenos.
e Efectuar la cuantificacion de los parabenos contenidos en las muestras comerciales

utilizando una curva de calibracién como método de cuantificacion.

Introduccion

Dentro de las diferentes técnicas que engloban a la electroforesis capilar, la Electroforesis
Capilar de Zona (ECZ), es la mas utilizada como método de separacion, debido a la

simplicidad de operaciéon y su versatilidad.

La ECZ es la forma mas simple de EC principalmente porque el capilar es llenado solo
con un electrolito soporte (comtnmente un buffer) y la migracién de los analitos se da en
zonas discretas y a diferentes velocidades debido a las diferencias de cada uno de los
analitos. La separacion de mezclas con analitos aniénicos y cationicos es posible debido a
la influencia del flujo Electroosmético (FEO). Los analitos neutros no migran por si solos,
pero coeluyen en presencia del FEO. Cuando se tiene un flujo Electroosmético (pH entre
4-12) y polaridad positiva, las especies cargadas positivamente se mueven a lo largo del
capilar con una velocidad que es mayor que la del FEO, puesto que su movimiento se va
acelerando por la atraccion de sus cargas al electrodo negativo. Los analitos cargados
negativamente se mueven en sentido contrario, mas lentamente y en contra del flujo
Electroosmético debido a que son atraidos por el electrodo positivo. Los analitos neutros
se mueven a través del capilar con el FEO por lo que durante este movimiento no se

produce separacion entre las especies no cargadas.

82



La cromatografia Electrocinética Micelar Capilar (MEKC) es un hibrido de la
electroforesis y la cromatografia, esta fue introducida por Terade y compania en 1984. En
la MEKC, se afiaden al buffer cantidades de surfactante o tensoactivo que excede la
concentracién micelar critica a fin de obtener las respectivas micelas. Hasta ahora la
mayoria de las aplicaciones han sido reportadas utilizando los surfactantes dodecil-
sulfato de sodio (SDS), bromuro de -cetiltrimetilamonio (BCTA) y bromuro de
dodeciltrimetilamonio (BDTA).

La cromatografia capilar en presencia de micelas tiene un futuro prometedor, sus ventajas
sobre la CLAR son la eficiencia de columna (100,000 platos o mas) y la facilidad con la que
se puede modificar la fase pseudo estacionaria en comparaciéon con el cambio de fase
estacionaria en CLAR. En MEKC, cambiar la composicion del buffer, provoca un esfuerzo
minimo que proporciona una segunda fase distinta que influird en la eficiencia de la

separacion.

Cuestionario previo

Cual es el fundamento de electroforesis Capilar de Zona?

Qué tipo factores afectan a las separaciones electroforéticas?

Qué tipo de sustancias pueden separarse por electroforesis capilar de zona?
Qué es el flyjo Electroosmético?

Cuadl es el fundamento de la Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética?
Qué tipo de sustancias pueden separarse por MEKC?

Como se prepara una soluciéon micelar?

Qué es la concentracién micelar critica?

Realizar el calculo para la preparacién de soluciones?

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA CZE

Preparacién de soluciones

Preparacién del buffer de boratos 50 mM pH=9.2 (CZE)
Pesar 154.5 mg de reactivo analitico de 4cido bérico, disolver con aproximadamente 40
mL de agua y ajustar el pH a 9.2 con NaOH 0.1 y finalmente aforar a 50 mL con agua

desionizada.
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Preparacion de la muestra problema

Pesar 250 mg de gel Folicure, disolver con 4 ml de mezcla metanol buffer (17:3), agitar
durante 20 min y aforar a 5 ml.
Pesar 250 mg shampoo Loreal Kids y desodorante Obao, disolver con 8ml de mezcla

metanol buffer, agitar durante 20 min y llevar a aforo de 10 ml.

Filtrar con un filtro de membrana de 45 pm cada solucion problema antes de su inyeccion.

3. Estandares.

Preparar las soluciones stock de parabenos de la siguiente manera:

1. Pesar 50 mg de Etilparabeno, solubilizar con 5 mL de metanol y aforar finalmente a 100
mL con una mezcla de etanol-agua (15:85 v/v).

2. Pesar 50 mg de Butilparabeno, solubilizar con 5 mL de metanol y aforar finalmente a
100 mL con una mezcla de etanol-agua (15:85 v/v).

3. Pesar 50 mg de Metilparabeno, solubilizar con 5 mL de metanol y aforar finalmente a
100 mL con una mezcla de etanol-agua (15:85 v/v).

4. Pesar 50 mg de Propilparabeno, solubilizar con 5 mL de metanol y aforar finalmente a

100 mL con una mezcla de etanol-agua (15:85 v/v).

Preparacion de sistemas

Para construir la curva de calibracién se preparan los siguientes sistemas a partir de la
solucion estandar (stock) de parabenos (Tabla 1). Cada dilucién se preparo tomando un
volumen adecuado y aforado a 25 ml con agua desionizada. Se preparan 6 diluciones de

acuerdo a la siguiente tabla:
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Tabla 1. Preparacion de los sistemas para la curva de calibracion de parabenos

Sistemas 1 2 3 4 5
Sol. 0 0 0 0 0
Problema(mL)

Sol. Stock de| 05 1.0 20 3.0 40

Metil, Etil, Butil
y
Propilparabeno
(mL)*

Aforo con agua| 25 25 25 25 25
deionizada(mL)
CSTID ng/ml 10 20 40 60 80

* Se tomara el volumen indicado de cada uno de los stocks y se adicionaran en el mismo

matraz de los sistemas.

Medicion de las muestras

Se coloca en el equipo apagado un cartucho con capilar de las siguientes especificaciones:

DT 40 cm
DI 29.5 cm
o 75 um

DT (diametro total), DI (Diametro al detector) , ¢ (didmetro del capilar).

2. Abrir el archivo del método: Paraben.met que se encuentra en d:/selene/, el cual
contiene las siguientes condiciones de corrida (Tabla)

Preparar el capilar lavando al inicio con NaOH 0.1 M por 2 min. a 20 psi, enjuagar con
agua desmineralizada por 2 min, a 20 psi (para bajar el pH).

Equilibrar el capilar lavando con buffer de corrida (Boratos pH= 9.2).

Considerando las indicaciones del programa de trabajo del equipo, se enciende y se

calibra, las condiciones de trabajo se muestren en la siguiente tabla:
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Tabla 2. Condiciones de trabajo para CZEy MEKC

Longitud del| Potencial (kV)| Detector A de trabajo Inyeccion
capilar aplicado hidrodinamica
40 cm del 20kV Con arreglo| 275nm 03psix10s
longitud de diodos

6. Procedimiento para correr las muestras
Se corre cada uno de los sistemas preparados, inciando con el sistema mas diluido al mas

concentrado, anotar resultados.

Nota: Para el manejo del software, ver el capitulo anexo 1 de su utilizacion.
PROCEDIMIENTO DE DESECHO DE SOLUCIONES DE TRABAJO
Todas las soluciones de parabenos pueden desecharse en la tarja, dejando correr

suficiente agua.

ANALISIS DE RESULTADOS E INFORME DEL TRABAJO

El tiempo de migracion puede ser usado como herramienta de diagnostico para
determinar cualitativamente la presencia de una sustancia en la muestra, contrastado

contra un estandar.

Como el area bajo la curva del pico (sefial) esta relacionada con la concentracién A = K
[concentracién], se puede construir la curva de calibracién correspondiente.
Registrar los resultados siguientes, tomados directamente de la carta que se obtiene como

resultado de cada corrida:

Concentracién Tiempo de| Area del| Altura del] Numero Resolucion
10 pg/ml de| migracion pico pico de platos| (Rs)
parabenos (tm)) (A) (H) tedricos

N)
metilparabeno
etilparabeno
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butilparabeno

propilparabeno
Concentraciéon Tiempo de| Area del| Altura del| Numero Resolucién
20 pg/ml de| migracion pico pico de platos| (Rs)
parabenos (tm) (A) H) tedricos
(N)
metilparabeno
etilparabeno
butilparabeno
propilparabeno
Concentraciéon Tiempo de| Area del| Altura del| Numero Resoluciéon
40 pg/ml de| migracion pico pico de platos| (Rs)
parabenos (tm) (A) H) tedricos
(N)
metilparabeno
etilparabeno
butilparabeno
propilparabeno
Concentracion Tiempo de| Area del| Altura del| Numero Resolucién
60 pg/ml de| migracion pico pico de platos| (Rs)
parabenos (tm) (A) (H) tedricos
(N)
metilparabeno
etilparabeno
butilparabeno
propilparabeno
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Concentracion Tiempo de| Area del| Altura del| Numero Resolucién
80 pg/ml de| migracion pico pico de platos| (Rs)
parabenos (tm) (A) H) tedricos
(N)

metilparabeno
etilparabeno
butilparabeno
propilparabeno

EXPERIMENTO ADICIONAL

COMPARACION DEL ANALISIS DE PARABENOS POR CZE vs. MECK

Preparacién del buffer de fosfatos 10 mM pH=7.0: EtOH (85: 15) (MEKC)

Medir 16.85 pL de acido fosforico HsPOs, y agregar aproximadamente 20 mL de H.O

desionizada, ajustar el pH a 7.0 con NaOH 0.1 M y adicionar 3.75 mL de etanol y

finalmente aforar con agua a 25 mL.

Pesar 75.89 mg dodecil-sulfato de sodio para tener una solucién 10 Mm y disolverla con

los 25 ml del buffer del apartado 1.

Informe de trabajo

Debe de contener los siguientes puntos al menos:

e Los objetivos particulares de la practica y breve introduccién al tema incluyendo

propiedades antimicrobianas de los parabenos.

¢ De acuerdoa los pka’s reportados para los parabenos, cual fue el orden de elusién

en CZE delos compuestos a las condiciones del andlisis. Justificar su respuesta.

e Grafica de la curva de calibraciéon Area = f [pug/*ml del parabeno].

e Analisis de linealidad de la curva y las ecuaciones que siguen la respuesta,

mencionado cada uno en sus términos.

e Calcular el (tm) promedio para cada sustancia en estas condiciones de analisis y su
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C.V.

e Calcular el contenido en mg de metil, etil, propil o butilparabenos para cada
muestra comercial.

e Discutir acerca del contenido de parabenos en las muestras comerciales y si esta

dentro de especificaciones.
¢ De acuerdo a las condiciones utilizadas en MEKC, las estructuras de los parabenos

y los pka’s, justificar el orden de elusion en esta técnica.

Datos:
Metilparabe |  Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
no
PM 152.15 166.18 180.20 194.23
(8/mol)
pka’s 831+0.13 831+0.13 832+0.15 823+0.15
o OCHs 0
0
F 216 Prapylparaben
HO nropyl-p-hydrozybenzoate 0
OCHCH, H0
C00CH,
OH QCHCHyJCH
Referencias:

Handbook ok pharmaceutical excipients. 30a edicion. Editado por Arthur H. Kibbe.
AphA. USA, 2000.

L, Labat, etal. Comparison of high-performance liquid chromatography and capillary
zone electrophoresis for the determination of parabens in a cosmetiuc product. Journal of
pharmaceutical and biomedical analysis. 23(2000(763-769. France.

Rim Driouich, et.al. Separation and determination of haloperidol, parabens and some of
their degradation products by micellar electrokinetic chromatography. Journal of
chromatography .903(2000)271-278. Japan
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ESTUDIO DEL FERROCIANURO POR VOLTAMPEROMETRIA CICLICA

Introduccion

Esta técnica resulta de gran importancia en el campo de la electroquimica, especialmente
para estudios de procesos redox, mecanismos de reacciéon, propiedades electrocataliticas, etc.

estudio de intermediarios de reaccién, etc.

Esta técnica se basa en aplicar un barrido de potencial al electrodo de trabajo tanto en el
sentido directo como en el inverso, es decir realizando lo que se denomina barrido
triangular de potencial. Este programa de potencial se inicia en un valor inicial Ei hasta un

valor de corte denominado Ef.

En este tipo de perturbacion, la pendiente de la variacion de potencial se conoce como
"velocidad de barrido". El barrido puede ser iniciado en cualquier sentido (anédico o
catoédico) y esta técnica permite repetir este ciclo las veces que sea necesario. Considerando
que el barrido se inicia en el sentido anddico, se observa que al alcanzar el valor adecuado
de potencial para que comience la reaccién de oxidacion, la corriente aumenta notablemente
hasta alcanzar un valor maximo. Dado que la especie que reacciona es consumida
totalmente en la superficie del electrodo, la corriente de oxidacion cae a medida que se

aumenta el potencial.

Una vez alcanzado el valor de potencial de corte anddico, el barrido de potencial es
invertido y se obtiene un aumento de corriente catddica correspondiente a la reaccion de
reduccién. El ciclo finaliza a un valor de potencial, en este caso, coincidente con el valor de
potencial inicial. Dos valores importantes para el analisis del proceso de 6xido reduccién,
son las corrientes obtenidas en los maximos, llamados corriente de pico anddico (ipa) y

corriente de pico catédico (ipc), respectivamente.
Para analizar que sucede con la corriente que circula por el sistema a medida que se

modifica el potencial del electrodo, es necesario emplear un sistema de tres electrodos, uno

de trabajo, uno de referencia y uno auxiliar.
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Objetivos
e Conocer las partes y el manejo del equipo del potenciostato
e Demostrar que la reaccion de reduccion del ferrocianuro de potasio es una reaccion

reversible

Equipos:
e Potenciostato

Reactivos:

e Estandar de ferrocianuro de potasio con 99.999% de pureza
e Cloruro de potasio grado analitico

e Agua desionizada 18 Qcm Millipore.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Preparacion de Soluciones.

e Preparacion de una solucion de cloruro de potasio 1M:
Pesar 3.76 g de reactivo analitico, disolver con aproximadamente 40 ml de agua y
finalmente aforar a 50 mL con agua desionizada.

e Preparacion de una solucioén ferrocianuro de potasio 0.1M
Pesar 8248 mg de reactivo analitico de ferrocianuro de potasio, disolver en

aproximadamente 20 ml de agua y llevar a volumen de 25 ml con agua desionizada.
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Montaje del equipo:

e Montar la celda en la portacelda y asegurar la misma de manera de evitar que la

tapa de la celda se mueba con los electrodos.

e Colocar dos electrodos de platino y un electrodo de calomel en la tapa de la celda

e por medio de caimanes conectar del potenciostato a los electrodos de la siguiente

forma:

Electrodo de referencia

Electrodo de trabajo Platino
Electrodo auxiliar Platino
Calomel

Seleccion de condiciones

Seleccionar

Una vez montado el equipo y conectado los electrodos segtin la tabla anterior colocar 50 ml

de la solucion de cloruro de potasio en la celda y se hace burbuyjear nitrégeno a la solucién

de cloruro de potasio por 30 min. Posteriormente se enciende la computadora del equipo se

abre el software y se selecciona la opcion de voltamperometria ciclica posteriormente se

seleccionan las condiciones como se muestran en la siguiente tabla para observar la

influencia de la velocidad de barrido en la determinacién:
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Velocidad mV/s 50mV/s 100mV/s 200mV /s 350mV/s
Element 1: cyclic voltammetry cyclic voltammetry cyclic voltammetry cyclic
voltammetry
Time resolution (s) 022 012 0.055 0.0596
Initial value (mV) 400 400 400 400
Intermediate value 1 -500 -500 -500 -500
(mV)
Intermediate value 2 0 0 0 0
(mV)
Final value (mV) 600 600 600 600
Scanning rate (mV/s) 50 100 200 352,348,993,288,591
Measurement points 183 168 183 97
Repeat 1 1 1 il
Mode Absolute Absolute Absolute Absolute
Acquisitionmode Programmed Programmed Programmed Programmed
Maximum current 2 mA 2 mA 2 mA 72 mA
range
Minimum current range 2 mA 2 mA 2 mA 72 mA
Current gain 1 1 1 il
Potential nge (mV) AUTO AUTO AUTO AUTO
Open circuit at end Yes Yes Yes Yes
Display data I(E) I(E) 1(E) I(E)
Save results ELt ELt ELt ELt
Start measurement Yes Yes Yes Yes
Block start Yes Yes Yes Yes
Block end Yes Yes Yes Yes
Repeat block 1 1 1 1

Posteriormente para ver el efecto de la concentracion en la determinacién se elegira la

velocidad de 100 mV/s aplicando diferentes concentraciones como se muestran en la

siguiente tabla:

Vol. De KCI (ml) | Ferrocianuro de potasio (ml) | Concentracién Molar
51 1 1.960E-3
51.1 01 2.152E-3
51.2 01 2343E-3
513 01 2.534E3
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Informe de trabajo.

El Informe de trabajo debe de contener lo siguiente, empleando un formato de reporte.

1. Los objetivos particulares de la practica y una breve introduccién al tema

2. Un diagrama de flujo con las actividades desarrolladas y desglosar el procedimiento
de cada actividad.

3. Observaciones y conclusiones.

4. Referencias Bibliograficas.
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ANEXO 2

Manual de uso de ICP:

MANUAL DE USO ESPECTROFOTOMETRO DE EMISION
POR PLASMA

THERMO JARRELL ASH
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La siguiente lista debe seguirse en el orden que se describe ya que el buen
funcionamiento del equipo depende de estas operaciones. Ademas de que esta lista debe
ser colocada a un costado del equipo para no olvidar realizarlas cada vez que se use el

equipo.

1. La primera operaciéon que realiza es abrir el flujo del gas argén y verificar que el
manometro del tanque indique mas de 400 Ib, y el manémetro del flujo de salida del

tanque indique 80 psi. y el manémetro interno o de entrada al equipo indique 60 psi.

2. Encender la unidad de suministro de energia de alto voltaje que se encuentra a un

costado del equipo.

3. Encender el interruptor de la unidad de potencia del equipo que se encuentra al lado
derecho del equipo. Esta unidad suministra energia a todos los médulos internos

excepto el de refrigeracién, el cual tiene suministro directo a la corriente.
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4. Encender el sistema o médulo de refrigeracion el cual tiene un suministro de energia
directo a la corriente, y el interruptor se encuentra en la parte frontal del equipo a la

izquierda.

5. Asegurar que la temperatura de la 6ptica sea de 90 °F y que no varié, este display

se encuentra en el costado inferior derecho de la antorcha

6. Una vez que se han realizado estos pasos se deja al equipo encendido por tiempo
aproximado a una hora, antes de encender la computadora y abrir el programa

(TERMOJT). Con un doble clic en el icono que se encuentra en el ment de inicio.

7. Al abrirse este programa aparece un mend del equipo en que se encuentra el icono
TERMOSPEC al cual con un doble clic para abrir el programa para iniciar una cesién

de trabajo.

5

ThermoSFEC

8. En la siguiente pantalla se muestra el mena principal en el cual se encuentran las
funciones principales como: método, (disposicion de los parametros),

run (Leer o exponer los estindares y muestras), resultados e instrumento. Estos con
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un clic nos despliegan ventanas con parametros especificos para el funcionamiento

del equipo.

EE ThermoSPEC/CID Analyziz LUMA 01 — & =]
Method Seup Bua Fezulls Utilties  Instrument  Wwindow  Help

Mewr. Chil+h -- {i}l @I

Mew buliguant...

Oper... Ctrl+0

Lave (|5

Saveds..

Hevektasay=d

Printer zeiup...

FErint. . Ctrl+F

Luck. ..
Hrlaek...

Statugs intormation .
Slarmlardization ngnl...
Reszet Standardization:

Exit

Open, print or zave methods; cuit Analysis |
stan| | @ & 4 B || SiThemasPIC_win |l ThemosPEC/aD A Ry & @518 w1aeu

9. La primer ventana se muestra en la pantalla y en esta se realizan las funciones
basicas referentes al método como son: crear un nuevo método, abrir uno ya creado,
guardar el método nuevo o los cambios realizados a un método abierto, y la

informacién de los estados de estandarizacién actuales.

10. Al hacer clic en la funcién nuevo o el icono que aparece en la pantalla la tabla
periddica que en la cual se seleccionan los elementos a analizar, en la funcién nuevo
y cualificacion de midltiples elementos aparece la tabla con los elementos ya
seleccionados, los cuales pueden ser determinados de manera simultdnea, si no se
desea determinar todos estos elementos con un doble clic en el elemento que desea
borrar. La funcién de abrir nos da la opciéon de abrir alguno de los métodos ya

creados en los cuales podemos realizar cambios.
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11. La funcién de salvar sirve para guardar los cambios realizados a métodos ya creados

o guardar un nuevo método en el archivo del equipo.

Periodic Table

Wil Order

|

H Az Arzenic He
Li | Be 33 74 9216 BIC[MN|O|F]|HNe
Mal kg Al Si| P[5 [CI| A
k. |Ca|Sc| Ti| % | Cr|Mn| Fe|Co| Mi|Cu|Zn| Ga| Ge| Az | Se| Br | kr
Rb[ Sr| ¥ | 2r | MbB |0 Rul|Bh|Pd| &g | Cd| In | Sn|5Sb| Te| | |®e
Cz|Ba|La|Hf| Ta|w |Re|O=z| Ir | Pt|{Au|Ha| Tl [P&| Bi
Cel| Pr|Md Sm|Eu|Gd| Tb| Dy |Ha| Er | Tm| b | Lu
Th 1
¥ Line Info Select All | Duplicate |

/ K xliann:el

v 159.042 {177]
v 169.042 {178)
v 193.758 {173]
v 197.262 {170)
v 226.812 {146)
v 226.812 {147)
v 234954 {147)
v 234984 {143)

o

Dezelect All

12. Esta tabla aparece al dar clic en el icono de la tabla, en nuevo o en la funcién

elementos en la ventana.

Para seleccionar o adicionar elementos se da

un doble clic en seleccionar todo, el cual estd en la parte inferior de la tabla o en el

elemento deseado, al hacer esto en la parte superior de la tabla aparece el elemento

seleccionado, su simbolo, nimero y peso atoémico, y en el recuadro de la derecha

aparecen las lineas de este elemento seleccionadas, si no se desea utilizar todas las

lineas de cada elemento en la parte inferior de este recuadro aparece la funcién para

quitar la seleccion de todas, para seleccionar solo las que mejor convengan. Para

seleccionar las lineas se activa el icono Line info y con un clic en esta aparecerd la

siguiente ventana en la que podemos observar la informacion de cada linea como la

intensidad y si se encuentra calibrada, asi como los metales con los que hay posible

interferencia.

=100 x|

Line Info

Pozzible Interferences

State:

Rel. Intens.:

Det. Limit:

Linearity:

BEC:

Map Status:
Motes:

1
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1]

1]
Calib

Pb 197243 | 3.0 “
Pd 197.274 11 7.5

Ta 197.275 20

Dy 197.285 180

Re 197.312 11 400.0

99



13. La siguiente ventana sé despliega al hacer clic en en ella encontramos
las funciones como: andlisis prefernc, fuente, rendimiento de trabajo, reporte orden

de los elementos, elementos, elementos preferidos, estindares y panel de control del

plasma.
Analysis preferences. . v ICAP
Secondan
EDUTCB 4 Ha Lamp

Automated putput...

Unknawrs...
Element digplay order... GC standards...
Blanks...
Elements...
Standards...
Elernent preferences. .. )
Recoveries...

Standards... ——

Internal Standards...
Calibration 3

Plazma contral...

14. En anélisis preferido los pardmetros deben ser llenados como en la siguiente figura,
el numero de repeticiones, tiempo de retardo y flujo de la muestra, la interpolacién
de las intensidades en la curva y el tiempo maximo de integracién de las longitudes

de onda del rango bajo y alto en el CID detector.

Analysis Preferences

1 Bepeats: E_| | Auto-inc samplenames
Delay time: E __| Use sample weight comections
Sample fush time: __| Use manual plasma conditions
CID Max integration time (sec) BUEMS sun moder
_ | Auto-misvey unknowns
Low WL range:
- o Surgey method:
High WL range: 5|

__| Pre-process __| Post-process

Command Kile: Command Kile:

2

15. En la funcién rendimiento de trabajo, los parametros se llena como se muestra en la

figura para los estdndares blancos y muestras debe indicar Yes en almacén y virtual,
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no en imprimir y exportar. El almacén se selecciona asi como incluir repeticiones e

imagen y en resultado virtual como se muestra.

Automated Dutput E|
Store  Print  Virtual Export
S S S v
Cs Yes Ha YesNo
Eilarks Yes Mo Yes Mo
(Standards Yes Mo Yes  No
[Frecaveries Yes Mo Yes _ No
Store to Database Vintual Data
Filename Filename
[Luz-ocT =] [results.dat |
| Include imagedata - Dverwrite
Exported Data Formats
Formar et Mode

Auta-Print ization Report
| _istopes | Readback | Plots

16. En reporte preferido se eligen los parametros para los estindares en la forma que se
muestra en la figura (Int. Ratio). Para los blancos, Qk estandar y muestras se
selecciona concentracién, en opciones figuras significantes interruptor de linea e
IECs?, El factor de correccion de1 y el resto de la ventana se llena de la misma forma

que en la figura de estindares.

Standard Report Preferences
Output mode Option:
" At | Pried Lonis? || (EEs? V oK
B | ol || Sigritivant Hguwes?
> Bid int. Hatio | Binsk Subtissi?
> Concentoston | e Swmieh?
. jon Eactor | Perfon Limi Cheok?
1 z Tiabfe: -
| 21 Jable ] Hancel
| Report type: - Eiesment + Line
Report to Report on
“ Screen | Averages | Thecks
. Printer v Stats | Wavelength

+ Repeats | Int.S5td ref
= B EE

17. En la ventana de estandarizaciéon del método aparecen los elementos y lineas
previamente seleccionados en la tabla periédica en los rectdangulos del centro y
derecha, en el rectangulo de la izquierda aparecen en un analisis designado por el
equipo el blanco y el estindar alto (10mcg/ml), pero si se desea utilizar otras
concentraciones en la parte baja de este rectangulo con la opcién remover se pueden
quitar estos y en la opcion adicionar aparece una ventana en la que se da el nombre
al estandar asi como su concentracién y debe hacer clic en OK, al hacer esto aparece

el estdndar en el rectingulo.

Method standards E3

Standards Element ne

.
0
(18
o
o
o
o
o
18

=1-1-1-1-1=1-C[-]

Double-click elements
and lines to reference
to selected standard.
Right-click to edit conc.

Lmport. . |
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18. La dltima ventana del ment es la del panel de control del plasma, en
ella se pueden seleccionar las condiciones en las que operara el instrumento, en caso
de no tener elegida la velocidad de flujo 6ptima y la velocidad de andlisis el equipo
tiene una velocidad designada o default en el tipo de manguera se selecciona el tipo
que sé este utilizando el cual depende del tipo de muestra de la que se trate, una vez
que se han seleccionado estos valores y manguera, a la derecha de los recuadro
aparece la velocidad final. En la presion del nebulizador también existe un valor
designado que es de 28 psi, el cual se puede utilizar en caso de que no se haya
elegido la Presiéon optima y si es asi debe colocarse el valor de esta. Es muy
importante que se revise esta ventana cada vez que va a usarse el equipo ya que al
iniciar la presién siempre es de 2 psi y al cambiarlo siempre debe hacer clic en OK y
al encender la antorcha debe dejar absorber agua por al menos 15 minutos para que
el flujo se establezca y el mandmetro de presién del nebulizador que se encuentra a
un costado de este indique el valor que se selecciond. En gas auxiliar se usa un flujo
bajo para muestras de digestiéon compleja, medio para las de digestion media y alto
para las muestras de facil digestion (la digestion en horno de microondas sirve para
tener en solucién a los elementos y eliminar sustancias organicas). El poder de radio
frecuencia mas comunmente usado es de 1150, pero puede ser modificado a

conveniencia del an4lisis.

Plazma Control I
Nebulizer pum
Fluzh Pump rate [rpm): (100 1.85 ml/min V oK
Analyzis Pump rate [rpm]): |100 1.85 ml/min

Relaxation Time [sec): |0

Pump Tubing Type: | Tygon-Orange ;I|

Mebulizer Flow [LPM):

Auxiliary Gas RF Power W]
> Off > 750
> Low > 950
* Medium < 1150
- High > 1350
> 1550 ? Help
>+ 1750

19. El siguiente ment es el de correr en el se da al equipo la orden de leer el estdndar,

blancos y muestra, también se puede dar esta orden a través de F5, F6, F7, F8. O los
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siguientes iconos .[ m

imagenes aparecen todos los resultados del andlisis en orden cronolégico que fueron leidas.

Unknown... F&
QC standard... F&
Blanik... F7
Standard... Fa
Autozampler...
Automated Analyziz...
Commands...

Load imagedata...

Timme Study...

en la opcion resultados e

19. Al hacer clic en alguno de los iconos o funciones aparece la siguiente ventana la cual

se llena con los datos de identificacién de la muestra, laboratorio y analista asi como

activar autoalmacenamiento de repeticiones e imagenes en el almacén seleccionado

previamente en automated output y los resultados auto virtual y debe aparecer el

nuamero de repeticiones y tiempo elegidos en andlisis preferido.

Run Unknown I
Sample name Op Dutput mode: CONC
|Sample—1 | | | Correction Factor:

2|
Qommenl:|suelo lerma | =
Sample no Sample ID Lab ID __| Perform Limit Check?
[ I —
| Autostore [reps.images] : ANADATA # repeats:|3

_ | Autoprint

| Autoexport [append): results_txt
v| Autovirtual [overwrite]: results. dat

Sample flush time:|30

Delay lime:EI

MSA, .

xﬁancel

? Help

20. En el ment instrumento aparecen el panel de control del ICP, el perfil de mercurio,

auto ajuste de picos, editor de mapas y reset el controlador

|CP control panel...

Besearch...

Hg profile
Auto peak adjust...
tap editor...

Rezet contraller...
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21. Al hacer clic en el panel de control del ICP aparece la siguiente ventana la cual en los
estados de control y plasma en los primeros segundos aparece la leyenda
estableciendo comunicacién, cuando no existe ningtn problema después de esto
aparecen las leyendas control listo y el plasma esta apagado, en caso de no ser asi es
recomendable hacer clic en reset control y hacer clic en Hard reset, esta operacion
dura unos segundos al cabo de los cuales normalmente aparece control listo y
plasma apagado, antes de dar encendido de la antorcha se debe hacer clic en monitor
de cdmara y elegir temperatura con esto se abrird la pequefia ventana en la que se
observa la temperatura del CID y la del FPA las cuales deben ser de -52 y23 £0.5 y
ser de color azul al encender la antorcha (para que el equipo alcance esta

temperatura lleva una hora a partir de que fue abierto el gas de purga)

Plasma Control Panel =1 3

Controller Status

|| Controller ready

Plasma Status

|| Plasma is off SHUTDDWN

Plasma settings Change Settings
T raturz >
R.F Power 0 walts = b D E
Manitor Camera
Auiliary Flow 0.0 I/min | CID Temperature | 52.3

Nebulizer Flow 0 psi et e | FPA Tempe,am.a| 211
Pump Rate 0 rpm

L Gk

22. Para iniciar el encendido debe acomodar las mangueras del sistema introduccion y
desecho en los platos de la bomba peristéltica y tensarla con los dispositivos de estos.

Procedimiento para colocacion de mangueras

e La bomba es de tipo peristédltico por lo que solo gira para un solo lado por lo tanto
con la misma bomba se introduce la muestra y con la misma bomba se extraen los
residuos por lo que es de suma importancia la posiciéon de las mangueras

e La bomba deber tener las mangueras en grapas sujetadoras, estas mangueras deben
de tener los sujetadores (rojo y naranja) en las hendiduras correspondientes de cada

grapa como lo muestra la siguiente figura.
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posicion correcta
de grapa

e La manguera con la grapa de color naranja introduce la muestra por lo que la

posicioén correcta en la bomba

e Las grapas sujetadoras tienen palancas ,las cuales se utilizan para aplicar presion

sobre las mangueras estas palancas aprietan hacia fuera y aflojan hacia adentro

grapas
sujetadoras

salida de reciduos

entrada de la

muestra palancas de

presion

e Verificar que las mangueras tengan la flexibilidad suficiente para ser presién en la

bomba si este no es el caso remplacelas

e Un problema frecuente es que se tape la manguera esto se soluciona encontrando el
punto de obstruccion y si este se encuentra en uno de los extremos de la manguera se
corta el lo menos posible del extremo.

e Las grapas sujetadoras deben de retirarse de la bomba una vez terminada la

determinacién esto para prolongar la vida de las mangueras
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23.

24.

Una vez acomodadas las mangueras se colocar el capilar del sistema de introduccion
en agua destilada o desionizada y el capilar del sistema de desecho en el recipiente
indicado para esto, asegurdndose que hay suficiente espacio para los desechos de la
sesion de trabajo. Una vez que se han realizado estos pasos y se ha alcanzado la
temperatura adecuada hacer clic en ignicién y aparece a un costado de panel de
control la siguiente ventana la cual aparece los pardmetros de encendido y debe
hacer clic en OK, al hacer esto el equipo comienza a trabajar y aparece un rectingulo
que indica el tiempo de purga del encendido y cuando se ha completado se escucha
un ligero chispazo en la antorcha y esta enciende, luego de unos segundos comienza

a girar la bomba peristéltica.

Al iniciar la succién de liquido se debe verificar que este entre de manera normal, se
forme un vapor en la cAmara de nebulizacién y que fluya liquido por el capilar de
desecho a una velocidad constante para evitar que se acumule en el nebulizador y se
apague la antorcha por exceso de humedad, en caso de que no entre o salga
adecuadamente mover los dispositivos de tensién de los platos de ambas mangueras
hasta observar que él liquido entre y salga a la misma velocidad. Una vez que se ha
ajustado la introducciéon el sistema de introduccion debe revisar nuevamente los
pardmetros del control del plasma y verificar que la presiéon del nebulizador sea; la
elegida asi como revisar que el manémetro de este indique ésta presiéon y dejar
encendida la antorcha por al menos 15 minutos para que se estabilice su temperatura
asi como la del resto del espectro, antes de correr los estandares y muestras de la
sesion. Transcurrido este tiempo se puede comienzan correr los estdndares y

muestras, dando clic en los iconos o en el menu correr.

P 1= £
std#4 w .

T Blancs — ||l
- e1at
o ,
- s

w4

et =
Comment x E

Exposure Status [—(==]

Working. ..

Total analysis time
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25. En la estandarizacién aparece una figura con los estandares elegidos y se debe hacer
clic en la cdmara que aparece en la parte baja y aparece el recuadro de la derecha en
el que indica el tiempo de purga y exposicion en la barra para cada una de las
repeticiones, después de completar cada repeticion aparecen en pantalla los
resultados para cada estdndar y se va marcando con una palomita cada estdndar
leido al terminar esta hacer clic en OK y desaparece la ventana. Si desea saber los
parametros de la estandarizacién en el ment de método en la parte mas baja aparese
la ventana reporte de estandarizacion, si ha realizado una antes aparecera el mensaje
de que los pardmetros han cambiado y si desea guardar los cambios debe hacer clic
en OK. Y al abrirse la ventana de reporte de estandarizacién veremos la siguiente
figura. En ella aparecen el elemento, pendiente, intercepto, coeficiente de correlaciéon

y fecha de estandarizacion.

Standardization Report x|
Elem Slope Y-int Corr. Coeff. Date Standardized
Cr2677 0.129380 -0.293666 0.991656 05/23/03 13:25:39
Cr2835 0.132641 -0.444928 0.996853 05/723/03 13:25:39
Cu2135 0.141506 -0.675008 0.993046 05/723/03 13:25:39
Cu3247 0.195237 -1.948938 0.992632 05/723/03 13:25:39
Pb2203 0.031556 -0.338127 0.987904 05/723/03 13:25:39
Pb2833 -0.000550 -0.036936 -0.072965 05/723/03 13:25:39
Pd3242 -0.029388 -0.614558 -0.883203 05/23/03 13:25:39 —
Pd3421 0.034972 1.120785 0.936752 05/723/03 13:25:39
Pd3609 0.034267 -0.588782 0.921307 05/723/03 13:25:39
Pd3634 0.496774 33.304420 0.996525 05/723/03 13:25:39
Pt2036 0.016241 -0.273411 0974137 05/723/03 13:25:39
Pt2036 0.034237 0.172644 0.996975 05/723/03 13:25:39
Pt2144 0.048156  0.038430 0.936088 05/23/03 13:25:39

V Ok Beadback Flat Frint... Fecalc ? Help

26. En los recuadros de la parte baja podemos ver los gréficos de intensidad de emision
en funcion de la concentracion del elemento, para cada elemento y longitud de onda
se obtienen estos pardmetros y graficos y podemos verlos en esta figura eligiendo en
la figura anterior con el cursor y verificar que la estandarizacion sea aceptable para el
analisis.

{Plot of Cd 214438 {156} 1O =]
40 -

Concentration 10 107




27.

28.

Una vez que se han revisado los pardmetros en reporte de estandarizacion se puede
revisar si los picos de las areas bajo la curva estin centrado en las lineas de cada
longitud de onda en el detector del CID (para verificar que sé este detectando el
elemento en la ubicacién correcta). Para esto se abre el ment run y en la ventana de
Load Imagen Data se seleccionan todos los estandares incluyendo el blanco y hacer
clic en OK, al hacer esto apareceran en la pantalla los resultados cémo en la lectura
cada longitud y linea de cada elemento, repeticiones y promedio de éstas. Con un
doble clic en cualquier elemento aparecera la siguiente ventana. En la que aparece la
ubicacién de las dreas bajo la curva debe revisarse que los picos estén centrados y

que sean proporcionales entre si de acuerdo con las concentraciones utilizadas.

5

Subarray -
width: [15 |]
Height: EIE
Center
width: [3 &)
Background |202.575 202 521
w| Left El@ Repit EIE
v Bight: [14 JIF] v std-2 Rraw: 2.90
+ std-4 Bko: 1.4
Map defaults | ~ gtd-5 - | Com: 1.49

En las siguientes figuras se muestran ejemplos de cudndo se encuentran
deslocalizadas las lineas de emision. Esto sucede cuando al operar el equipo se eleva
la temperatura del 4° en una hora en el 4rea de trabajo, esto produce un corrimiento
Optico y por eso la ubicacién de los picos se mueve en el CID detector y la
integracion de los picos se ve incompleta y o las lineas correspondientes a cada
estdndar se confunden entre si. Esto puede provocar que las estandarizaciones no se

obtengan los coeficientes esperados esto se observa principalmente en la baja

pendiente.

Subarray - Subarray =

width: [15 |8 - width: [15_|5]

Height: El@ - Height: E
Center - Center

width: 3|5 | width: [3_|[8]
Background 214452 | 2143m Backgiound 2z | 08
v| Left El@ j —| Repit l‘_“ﬂ v| Left DE Beplt DE
v| Right: [14_|] vz Raw: 10,60 v| Bight: [14 ][] Raw: .55

std 3 898 Bkg: 430
Map defaults 1.63 Map defaults | Corr: 2.25




29. Procedimiento para apagar el equipo

e  Paraapagarla flama dirigirse a mend y dar clic en el icono &y aparecerd otra

ventana donde se da clic en donde se apagara la flama

Plasma Control Panel N =] S

Controller Status

“ Controller ready

Plasma Status

| Ermror reading controller status SHUTDOWN

Plasma settings Change Settings
R.F P kb
awer watts tonitor Camera
Auxiliary Flow I/min
Mebulizer Flow I— psi et Cartintles
Pump Rate pm

e DPosteriormente dar clic en MONITOR CAMERA en esta ventana nos muestra la
temperatura de la cdmara (Que es donde se encuentra la celda ) la temperatura tanto
de la 6ptica como la de cdmara debe de estar a temperatura ambiente esto se observa
en el display que se encuentra a un costado de la celda ,una vez llegada a esta
temperatura se cierran las ventanas del programa y se apaga la computadora

e Posteriormente se apaga la dptica, el equipo y el regulador y por altimo se cierran

los tanques.
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