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Una de las técnicas muy utilizada por los Quimicos Analiticos para la determinacioén de una
especie en solucién acuosa es la potenciometria que hace uso de instrumentos llamados
Electrodos Selectivos a lones (ISE’s) que debido a su simplicidad, bajo costo, precision,
aplicabilidad a las condiciones extremas o inusuales, y la puntualidad, fueron y siguen

siendo reconocidos como herramientas tutiles de analisis.

El presente trabajo muestra el desarrollo de la validacion de un método para la
determinacion y cuantificacion de CO, por curva de calibracion, la aplicacion de este
método en muestras de diferentes marcas comerciales de bebidas carbonatada (refrescos) y
el desarrollo de un método para cuantificacion de CO, por curva de adiciones patrén a
volumen constante, todo esto utilizando un ISE selectivo a CO, 6 mejor llamado Sonda

Sensible a Gases.

Para la validacion de este método se utilizaron los parametros: Linealidad, Limite de
Deteccion, Limite de Cuantificaciéon, Sensibilidad, Precision, Exactitud, Robustez,
Especificidad, de los cuales cada pardmetro mostrd valores adecuados a los criterios de
aceptacion establecidos en diversas guias de validacion. Con la metodologia validada se

logré determinar la concentracion de CO; de las muestras comerciales de refresco.

El método desarrollado para la cuantificacion de CO, por adiciones patrén a volumen
constante, mostrd ser adecuado para la determinacion de la concentracion de CO; por la
baja incertidumbre que este presenta a las concentraciones de trabajo a diferencia de otros

métodos clasicos de adiciones patron.

Este trabajo no tiene como fin ser una guia de validacion para sondas selectivas a gases o
para ISE’s, pero si que sea una ayuda para estudiantes de licenciatura en areas afines a la
quimica como una introduccién hacia la validacion de métodos dejando en claro que los
método se validan seglin el proposito que se requieren. Ademas los procedimientos aqui
mostrados pueden ajustarse como practicas de laboratorio a nivel licenciatura en las areas

de quimica analitica o fisicoquimica por la sencillez y rapidez de su desarrollo.
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Capitulo 1:
OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL.

» Desarrollar, implementar y validar una metodologia para el uso de una sonda selectiva
de dioxido de carbono y su aplicacion en la cuantificacion de esta especie en muestras

reales.

OBJETIVOS PARTICULARES.
» Validar mediante parametros establecidos generales minimos necesarios un método

para la determinacion de CO; con una sonda sensible a este gas.

» Aplicar el método validado en la determinacion y cuantificacion de esta especie en
muestras de laboratorio o muestras comerciales (Ej. Bebidas carbonatadas).

» Desarrollo de un método de adiciones patron para la cuantificacion de CO, en muestras

con matrices complejas.

11
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Capitulo 2:
ANTECEDENTES
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2.1 HISTORIA DE LOS ELECTRODOS SELECTIVOS DE IONES.
Los métodos electroanaliticos han tenido una larga historia de desarrollo. Hoy, los estudios

de transferencia energética y cinética de iones individuales en las interfaces—cristalina
ionica insoluble, de sitios moéviles o fijos de polimero plastificado, y de electrolitos
inmiscibles liquido-liquido—estan a la vanguardia de las investigaciones fisicas y

electroanalitica quimicas (Buck, 2001).

La potenciometria es una técnica bien conocida por los quimicos, surgi6 a finales del siglo
XIX. Una pequenia parte del area de los métodos electroanaliticos son los electrodos
selectivos a iones (ISEs) y los transductores de efecto de campo selectivos a iones (ISFETS)
(Bastos, 2001). Las membranas de procesos idnicos faradaicos también se han prestado
para el desarrollo de electrodos de iones selectivos (ISEs, por sus siglas en inglés; ion-

selective electrodes).

A continuacion se describen algunos descubrimientos, eventos y personas que hicieron
posible, desde la investigacion de las celdas de membranas separadas hasta el desarrollo de

los ISEs.

Durante el periodo de 1900 a 1930, cuatro aspectos de la electroquimica surgieron,
crecieron y maduraron. Primero el desarrollo y exploraciéon de electrodos (medias celdas)
de cero [zeroeth] (metal inerte|par redox), primero (M|M"), segundo (M|MX|X) y tercer
orden (M|MX|NX|N"). (M es metal, M y N' son cationes, X representa aniones, MX y NX
son sales apenas solubles de los respectivos cationes y aniones). Segundo, el usar estas
celdas sin electrolitos de unién para calcular sus propiedades termodindmicas, capturaron el
interés de los cientificos. Desde Berlin hasta Berkeley, las escuelas de los fisicoquimicos
Walter Nernst (dando las bases de la potenciometria [Nernst, 1888]), Gilbert N. Lewis, y
Wendell Latimer fueron enfocadas en la termodindmica electroquimica de celdas
reversibles (Buck, 2001). El tercer aspecto fue perturbaciones de celdas con corrientes
pequenas. Estudios de transporte fueron formulados usando corriente alterna CA4 o corriente
directa CD a través de regiones de electrolito uniforme, los cuales fueron bien aislados de

los electrodos de trabajo, y se lograron determinar los nimeros de transferencia.

13
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En estas tres areas de investigacion, los cientificos de la universidad de Yale: Lars Onsager,
John Kirkwood, Raymon Fuoss, Herbert Harned, and Benton Owen y los australianos
Robert A. Robinson y Robert H. Stokes (Buck, 2001) hicieron las contribuciones mas
importantes y transmitieron muchos conceptos para la posteridad. Reacciones de celdas en
red siempre involucraban reacciones con solo especies neutras. Reacciones redox de media
celda fueron construidas. Las diferencias de potencial (ddp) de media celda o electrodos
individuales no son medidas y por lo tanto requieren un valor de referencia (cero) asignado
a una media celda. El coeficiente medio de actividad puede ser medido para sales, pero el
coeficiente de actividad individual no puede ser medido para iones. Los nimeros de
transferencia son funciones de los coeficientes de difusion (o movilidades) y las
concentraciones. (Aunque los numeros de transferencia no son generalmente utiles para
fendmenos sin equilibrio, pueden ser usados para célculos de ddp de uniones simples.) La
relevancia termodinamica de las mediciones es el criterio importante; sin embargo,
métodos fisicos y otros métodos experimentales no termodindmicos o construcciones
teoricas (por ejemplo, la teoria de Debye Hiickel y otras mejoras modernas) no se

descartan.

La cuarta y mas importante leccion electroquimica aprendida fue la conexion entre la carga
espacial, la ddp del electrodo y la capacitancia de limite de la fase entre conductores solidos
y la solucion de electrolitos. Todos sabian que dos hojas de metal paralelas forman un
capacitor pero la prueba de que los metales en electrolitos también tienen esta propiedad
viene por el estudio del cambio de la tension superficial de metales liquidos sobre la carga

(Parsons, 1954).

Mientras la transferencia cinética de electrones de interface avanzo, la investigacion de
celdas de membranas pasivas (no bioldgicas) sufrid. Sin embargo, la edad oscura (1900-
1910), también tuvo sus momentos. El primer sensor potenciométrico usado para medir la
acidez de una solucion acuosa fue el electrodo de Hidrogeno, propuesto por Nernst en 1897
(Nernst, 1897). El descubrimiento de la respuesta del pH de las membranas delgadas de
vidrio en 1906, por Cremer; fue una magia de referencia. Ademas, Haber y Klemensiewicz
(este ultimo haciendo la mayor parte del trabajo) (Ruzicka, 1997) mejoraron el electrodo de

vidrio hasta el punto donde se volvid de interés practico, ademés anunciaron mas tarde el

14
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desarrollo en membranas de electrodos con intercambiadores de iones heterogéneos de
estado solido y liquido. Este desarrollo no era suficiente por si solo, pues no resolvia la
medicidon exacta de acidez de las soluciones por lo que, dos ingredientes adicionales
esenciales se desarrollaron: la definicion de las unidades a medir y la disponibilidad de
instrumentos que debian proveer lecturas reproducibles. Asi, Sorensen, trabajando para la
cerveceria de Carlsberg en Copenhagen, propuso la escala de pH porque €l necesitaba
definir la influencia de la acidez en numerosas reacciones enzimaticas (Astrup, 1986) y en
el afio de 1935 Beckman disefidé y comercializd el primer pH-metro en U.S.A.
Curiosamente, la fabricacion de instrumentos era ya una carrera muy reflida en esos
primeros dias, Radiometer en Dinamarca introdujo su propio pH-metro electronico casi al
mismo tiempo (Radiometer Annual Report 1994/1995; Copenhagen). Uno sélo puede
especular que ambas compafiias fueron inspiradas por el trabajo de Elder y Wright,

publicado 5 afios antes (Elder, 1928).

En los afos de 1935 a 1980 se llevd a cabo el descubrimiento de las membranas sensor.
Una membrana de intercambio de iones con un sitio fijo contiene unido covalentemente
grupos funcionalizados. Muchas de estas membranas fueron desarrolladas en 1930,

siguiendo el descubrimiento del primer poliestireno sulfonado.

El trabajo pionero de Tendeloo (Tendeloo, 1936), de Izaac Kolthoff y H. L. Sanders (estos
2 ultimos fabricaron los primeros electrodos de disco de haluro de plata en 1937 [Kolthoff,
[.M; Sanders, H. L.,1937]) e inclusive intentos posteriores de Pungor (Pungor, 1961) para
producir electrodos selectivos de haluros son a menudo citados como ejemplos de primeros
intentos para hacer a los ISEs trabajar. Aun en este contexto es justo resaltar que los cables
de plata cubiertos de AgCl, AgBr, Agl o Ag,S han sido utilizados rutinariamente como
electrodos tanto indicadores como de referencia desde principios de los 30’s. También, los
alambres de plata cubiertos con compuestos orgdnicos que contienen azufre fueron al
mismo tiempo utilizados como electrodos indicadores en valoraciones potenciométricas
(Cihalik, 1957) y para las mediciones de potencial directo para estimar los productos de
solubilidad (Cihalik, 1959). Eisenman demostrd la union entre el (molesto) error del sodio
al electrodo de pH y el rol central del mecanismo del intercambio idnico, centrdndose de

este modo en el mecanismo del proceso de transferencia de carga entre la superficie de la

15
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membrana (Eisenman, 1957; Eisenman, 1962). Este trabajo abri6 el campo a una
investigacion racional para nuevos materiales de electrodos, y su importancia puede ser
apreciada contra el respaldo de varios intentos fallidos previos para crear dispositivos que

deseaban medir especies 10nicas selectivamente.

En resumen, la formula para la introduccioén exitosa de la tecnologia ISE fue el trabajo
realizado en 1930: (i) la cooperacion entre academia e industria con el objetivo de crear
tecnologia nueva y (ii) la integracion de conceptos de quimica de soluciones (buffers de
pH), electroquimica (el electrodo), y electronicos (el medidor). De esta manera la
potenciometria se convirtid en un campo maduro enfocado en medir pH, al tiempo que fue
ampliamente practicada y muy util en el campo de las valoraciones potenciométricas
(Ruzicka, 1997). Debido a su simplicidad, bajo costo, una mayor precision, aplicabilidad a
las condiciones extremas o inusuales, y la puntualidad, los ISE fueron reconocidos como

nuevas herramientas de analisis.

Las epidemias de polio en USA y Europa a principios de los 50s enfocé la atencion en la
necesidad, en primer lugar para medir la presion parcial de gases fisiologicos, oxigeno y
diéxido de carbono, en varias muestras de sangre de pacientes enfermos, en segundo lugar

para desarrollar aparatos para la ventilacion artificial de algunos pacientes.

La historia del desarrollo de estos sensores es, sin embargo, muy intermitente Yy,
curiosamente, su disefio y principios de trabajo han cambiado muy poco durante las tltimas
décadas desde que Stow introdujo el primer electrodo de diéxido de carbono (desarrollado
en 1953) a un publico incrédulo en una conferencia de Agosto de 1954 (Stow, 1954; Stow;
1957). Al poco tiempo, este sensor potenciométrico cubierto de membrana fue mejorado
dramaticamente por Severinghaus y Bradley (Severinghaus, 1958), quien desarrollo el
sensor de pCO; el cual es ahora usado rutinariamente en estudios biomédicos y dentro de la
instrumentacién clinica de gas sanguineo. Casi simultaneamente, Clark desarrolla el
electrodo de oxigeno (Clark, 1956) completamente independiente del sensor de Stow, pero
fue desprovisto de derechos de patente porque su sensor fue juzgado como un derivado de
la idea de Stow. De igual manera los sensores para SO,, NO, y NHj, también se han

desarrollado.
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Los ISE de calcio y flior (Ca-ISE y F-ISE, respectivamente) que se desarrollaron a
mediados de 1960, por James Ross y Martin Frant de Investigaciones Orion (Frant, 1994),
fueron el big bang, que inicid una nueva era en el andlisis potenciométrico. Acordando con
Frant, Ross se dirigioé a los intercambiadores de iones liquidos para aumentar la movilidad
del contraién en la fase de la membrana (Frant, 1997). Tomd la sal calcica del acido
fosforico 2-etilhexil como el intercambiador de iones y fosfonato fenil dioctilo como
disolvente, porque el fosfato y polifosfato forman complejos estables con el calcio, pero no
con el sodio y el potasio. Ya que se supone que la conduccidn i6nica es necesaria, ellos no
esperaban que el electrodo basado en cristales tnicos de LaF3 operara en su estudio de las
sales de fltior de baja solubilidad. Sin embargo, se realizé casi a la perfeccion. Mas tarde,
utilizaron cristales dopados con Eu*" para disminuir la resistencia total (Buck, 2001).
Desarrollandose un nuevo concepto de electrodos de membrana liquida y de alguna
variedad de sensores de gas; que atrajo, inmediatamente, la atencion y el interés de la
comunidad electroanalitica tanto en la industria como en la academia; que se habian
enfocado previamente a la polarografia y la voltamperometria, campos de madurez
considerable (Ruzicka, 1997). De hecho, en las siguientes décadas, los centros de
investigacion  electroquimica tales como escuelas fundadas por Heyrovsky
(Checoslovaquia), Shikata (Japon), Kemula (Polonia) y Pungor (Hungria) dieron una
considerable salida en el tema de los ISE, en un gran niimero de articulos y reuniones que
comprendian teoria y practica (Ruzicka, 1997). El interés en la industria fue impulsada por
las aplicaciones: La fluoracién del agua potable cred la necesidad para un ensayo para
floruro rapido y seguro, el cual antes de la llegada del F-ISE envolvia una tediosa
destilacion seguida de colorimetria poco fiable. Orion ensefid a muchos cientificos acerca
de los ISEs, ayudando a establecer la importancia del nuevo método analitico. El campo de
quimica clinica, especificamente en medidas de gas y electrolitos sanguineo, se encontraba
en extrema necesidad de medir-ademas de pH y oxigeno- potasio, sodio, calcio, didxido de
carbono, y con suerte magnesio e inclusive potasio. Con la excepcion de las ultimas
especies, estas necesidades se cubrieron por la tecnologia ISE, creando un mercado con
ventas de cerca de 5000 analizadores clinicos por afio (Radiometer Annual Report

1994/1995; Copenhagen.).
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Fig. 2.1. Historia de las primeras membranas. (a) Seccion transversal de un primer
electrodo de membrana de silicon a base de caucho. Note que el contacto interno fue
fabricado con mercurio. (b) El primer sensor de estado solido perforado a base de cristal de
flujo continuo, producido en 1971 por Radelkis Electrochemical Instruments en Hungria.
Se perford un agujero de 0.5-mm con un espesor de S-mm dentro de una membrana de
pildora prensada de AgCl o AgBr y conectada a un canal de muestreo de flujo continuo.

Esta combinacion intelectual y reto econdmico previé un impetu que creo, un excitante y
vigoroso campo de investigacion en el cual la mayoria de los avances fueron logrados
durante los 60’s, un ejemplo es el de Ernd Pungor que publicd su primer articulo en
electrodos basados en Agl y present6 una patente sobre membranas selectivas heterogéneas
con sus compaieros de trabajo Klara Toth, Jend Havas y Géza Madarasz, que fueron la

base para los primeros ISEs comerciales de estado solido (Buck, 2001) (Fig. 2.1).

Pungor llegd a comprender la carga espacial en los precipitados de haluros de plata por el

estudio del mecanismo de los indicadores de adsorcidon. El, primero usé membranas de



Validacién de un método analitico para la determinacion de CO,

Adrian Ricardo Hipolito Najera

parafina, haciendo hincapié en los procesos de intercambio de iones del limite de la fase
que se origind a partir de la teoria Nikolskii de las membranas de vidrio. El mayor logro del
grupo de investigacion de Pungor fue la produccion de diversos electrodos fiables en un

corto periodo de tiempo en el entorno de falta de apoyo de una economia comunista.

En los 70’s, los ISEs florecieron ain mas cuando un mayor nimero de articulos fueron
publicados, numerosas reuniones nacionales e internacionales se celebraron e importantes
monografias se escribieron por los trabajadores destacados de este campo (Durst, 1969;
Moody, 1971; Cammann, 1977; Freiser, 1978). En la industria, una feroz competicion entre
compaiiias lideres (Corning, Beckman, Radiometer, Philips, Metroohm, Radelkis) tomo
forma, resultando en numerosas patentes y ocasionales demandas, de las cuales una relativa
al electrodo de potasio fue bastante desafortunada (Ruzicka, 1997). Al final la compaiia

Orion fue lider en este campo.

También durante esta década, al menos 2 desarrollos muy importantes tomaron lugar. El
primero, en Inglaterra, que fue el procedimiento mas importante para componer, fundir,
secar y montar sensores de membranas de poli (cloruro de vinilo) o PVC (del inglés poly
[vinyl chloride]) desarrollado por J. D. Ron Thomas y Gwylm J. Moody en 1970 (Moody,
1970). Aunque la idea de incorporar todos los ingredientes de la membrana en una matriz
de PVC y de controlar el sitio de la densidad vino de la obra de René Bloch, Adam Shatkay
y H. A. Sharoff en 1967 (Buck, 2001).

Estos sobreplastificados electrodos de membrana de solventes poliméricos proporcionan
una membrana interior casi liquida, pero una membrana seca y solida al tacto. Antes de este
material el Unico material polimeralizable de alguna utilidad era la goma de silicon
(Pungor, 1967), la cual nunca cumplié la funcién esperada. El continuo trabajo de Thomas
(Thomas, 1994) permiti6 el amplio uso de ISEs producidos en casa tan buenos como los
utilizados industrialmente, ya que era utilizados hasta en laboratorios de recursos limitados
(Ruzicka, 1997). De esta manera la tecnologia y la investigacion ISE fue ampliamente
practicada como un importante aspecto de formacion y educacion en analisis instrumental.
Por estos afios H. Freiser propuso el electrodo de alambre recubierto (CWE, por sus siglas

en inglés: Coated Wire Electrode) que comprende un alambre de Pt recubierto por una capa
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de PVC que sirvi6 como membrana. Este audaz enfoque eliminé la solucion y el electrodo
de referencia y fue subsecuentemente sujeto a critica de tedricos y experimentales debido a
que los CWEs estaban sujetos a desviarse. Un desarrollo adicional de los CWE, sin
embargo, condujo a la introduccion de sistemas internos de referencia redox de estado

solido, los cuales hicieron estos dispositivos mas fiables (Ruzicka, 1997).

El segundo desarrollo importante tomé lugar en Suiza, donde Guillermo Simoén, un
eminente quimico organico en la ETH (Escuela Politécnica Federal, por sus siglas en
aleman: FEidgenossische Technische Hochschule) de Ziirich, descubri6 la aptitud de los
polipéptidos como materiales electroactivos y exitosamente siguid la investigacion en este
totalmente nuevo grupo de ligandos electroactivos, los llamados transportadores neutros. El
trabajo inicial de Simon con Stefanec (Stefanec, 1966; Stefanec 1967) se enfocd en los
materiales de origen natural, nonactinas, que eran conocidas por facilitar el transporte de
iones de metales alcali a través de membranas lipidicas, ya que en 1964, Cyril Moore y
Berton C. Pressman observaron que los antibioticos neutros macrociclicos inducian la
penetracion de iones en las mitocondrias (Buck, 2001). Este trabajo llevd a descubrir el
electrodo de valinomicina para potasio, el ISE de selectividad sin precedente, ya que;
aunque la respuesta fue lenta, el electrodo media K' en presencia de un exceso de 5,000
veces de Na' al utilizar los extractos de hongos venenosos conteniendo el depsipéptido

valinomicina disuelto en una membrana liquida intercambiadora de iones (Buck, 2001).

El perdurable impacto de este trabajo de investigacion puede ser juzgado por el hecho de
que el K-ISE en una matriz de PVC es el caballo de batalla de todos los analizadores
clinicos comercializados. The College of American Pathologists Comprehensive Chemistry
Survey en 1980, por ejemplo, mostrd que solo el 22% de los laboratorios participantes estan
realizando potenciometria para medir Na™ o K'. Para 1991, por otro lado, The Chemistry
Survey listé el 96% de 6041 laboratorios participantes que usan analizadores ISE para Na' y
solo el 4% usa espectrometria de emision atdmica de flama (Bakker, 1997). Se estima que
en los Estados Unidos unos 200 millones de los ensayos clinicos de K* se hacen cada afio

con ISE a base de valinomicina (D’Orazio, 1994).
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Los estudios sobre las relaciones estructura-selectividad de muchos ionoforos sintéticos,
plastificantes y aditivos, permiti¢ fabricar ISEs nuevos (Ammann, 1983). En el curso de
este trabajo, se descubrid el compuesto mas exitoso; ETH1001, (Amman, 1975)
convirtiéndose en una base de la alta sensibilidad del Ca-ISE, el cual hoy es usado en
muchos analizadores clinicos. (Mientras tanto, los instrumentos de Radiometer, los cuales
cuentan con la tercer parte del mercado mundial, usa Ca-octilfenilfosfato [Ruzicka, 1973]
en sus Ca-ISEs). El trabajo intuitivo y sistematico del grupo de investigacion de Simon y de
otros en el disefio de nuevos iondforos altamente selectivos hizo de los sensores de
membrana liquida basados en iondforos la clase mas exitosa entre los /SEs (Biihlmann,

1998).

Recordando que Sorensen sent6 las bases para el concepto de pH, fue por lo tanto natural
considerar los conceptos de pM y de buffers de metal en el contexto del trabajo de Bjerrum
y Ringbom-los padres de la quimica de formacion de complejos; haciendo uso de estas
definiciones en el trabajo eficiente de los ISEs (Ruzicka, 1973; Hansen, 1972). Mientras la
analogia con el concepto de pH fue tan obvia, el concepto de buffers de metal no fue
aceptado amablemente, por que en los 60’s los ISEs de iones metalicos (como el cobre,
plomo, cadmio) fueron promovidos como alternativas a la medicion en absorcion atémica y
por lo tanto eran a menudo calibrados por dilucion de sales solubles de esos metales en
agua destilada. Hoy todos los ISEs de metales pesados son parte de la historia, mientras el
uso de buffer de metal es aceptado como apropiado (Hulanicki, 1980; Hulanicki, 1990).
Este, y la pronta penetracién de Frant y Ross dentro de la importancia de introducir TISAB
(por sus siglas en inglés: total ionic strength adjustment buffer) para medidas de floruro
(Frant, 1968) documenta la importancia primordial de la comprension entre el mecanismo

de la respuesta del sensor y su interaccion con la solucién que se mide.

La variedad de analitos que se pueden evaluar con dispositivos potenciométricos crecio

cuando las capas finas, inertes o reactivas fueron colocadas sobre la superficie del sensor.

Mark Meyerhoff tomo una direccion diferente y desarrollo electrodos diferenciales de CO»,
que se utilizan en la mayoria de clinicas analizadores de gases en sangre con electrodos

microfabricados (Meyerhoft, 1990).
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El grupo de George Guilbault fue el primero para inmovilizar enzimas purificadas, al
estabilizar el tampén y los elementos traza en la capa externa de los electrodos
potenciométricos (Guilbault, 1969). El analito se difunde en la capa de reaccion y provoca
la reaccion catalizada por la enzima. El producto de reaccion se detecta como se difunde en
la superficie del sensor base. El grupo de Garry Rechnitz mas tarde amplio esta idea a todas

las células vivas, que proporcionan la enzima deseada (Rechnitz, 1977).

Hoy en dia hay muchas aplicaciones de los ISE. De hecho se dice (Frant, 1994) que por
1990 mas de 7000 articulos habian sido publicados sobre este tema. También se han usado
ISEs en solventes no acuosos que fueron revisados por Coetzee (Coetzee, 1990), los cuales
fueron importantes por que permitian la calibracion de electrodos de vidrio en medios no

acuosos.

La investigacion sobre ISEs resultd en numerosas ramas o caminos, algunos de los cuales
tienen un impacto duradero en la ciencia analitica. Por ejemplo, la invencion del andlisis de
inyeccion de flujo fue iniciada mientras se trataba de estabilizar la velocidad de respuesta
del también llamado electrodo air-gap para amonio, el cual fue generado por la inyeccion
de cloruro de amonio, dentro de una corriente de hidroxido de sodio. En el proceso de
estudiar este gas-ISE se dieron cuenta de que la integridad de las inyecciones individuales
se conservaban, mientras la velocidad y la reproducibilidad de la medida era tan remarcable

que una técnica nueva de manejo de solucion pudo ser conceptualizada (Ruzicka, 1975).

Otra rama derivada de la investigacion de los ISEs fue el desarrollo de CHEMFETs (por sus
siglas en ingles Chemical Sensitive Field-Effect Transistors) (Bergveld, 1970) e ISFETs
(por sus silgas en ingles; lon-Selective Field-Effect Transistors) (Moss, 1975), tecnologias
de microfabricacion que han entrado al campo de los sensores de iones. Los electrodos de
tres dimensiones han sido dramaticamente reducidos en tamaio a dos dimensiones, arreglos
multicapa (Fig. 2.2) (Lindler, 2000) la integracion de sensores microfabricados, con
sistemas de separacion, manejo de liquidos, y procesado bioquimico, conducen a sistemas
completos de andlisis quimico sobre la superficie de un dispositivo plano. La
microfabricacion también ofrece ventajas Unicas variadas para aplicaciones in vivo. El

objetivo final es para aplicarlos en tejido para condiciones agudas y cronicas (Lindler,
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2000). Los sensores mas pequefios en un substrato flexible minimizan las respuestas de

lesion e inflamacion.

Fig. 2.2. Imagenes microscopicas de redes de sensores microfabricados usados en el monitoreo in vivo de
actividades i6nicas en el corazdn palpitante de un cerdo. (a) red de sensor de 12 x 4-mm en forma de arbol de
navidad con nueve sitios de electrodo y un cable conector termosellado. (b) Vista ampliada de una punta de
un sensor a un sitio de 100-pm. (c¢) Redes de sensor de arbol de navidad de 3x8 en una placa de 3x3
pulgadas.

Los argumentos acerca de los principios basicos no han desaparecido completamente. Sin
embargo, como se ha sefalado, los principios unificadores son aquellas celdas de
membranas separadas basadas en termodindmica y electrostatica. Juntos con las
oportunidades para los avances en quimica estructural y sintesis de reconocimiento de
especies, especialmente en superficies, el campo deberia permanecer atractivo y activo por

muchos afios mas.
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Fig. 2.4. Lineas del tiempo en el desarrollo de la potenciometria y electrodos selectivos: (a) los dispositivos,
(b) los pioneros, (¢) los inicios, (d) la edad de oro.
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2.2 FUNCIONAMIENTO Y PRINCIPIOS FISICOQUIMICOS DE LOS ISEs.
El primer electrodo selectivo a iones (ISE), fue el electrodo de membrana de vidrio que por

muchos afios fue el Unico practico. La posibilidad de usar un electrodo de este tipo para las
medidas de pH fue reconocido a principios de 1900 y la posibilidad comenzé a ser practica
durante la década de 1930, con el desarrollo de voltimetros con caracteristicas de entrada de

resistencia suficientemente altas (Fischer, 1974).

Junto con un entendimiento menos empirico del uso y una mejora del electrodo de vidrio
para medidas de pH; ha venido el desarrollo de electrodos de vidrio para las medidas de
algunos otros iones ademds de una particular importancia a la introduccién y uso de

algunos otros tipos de electrodos de iones selectivos (ISEs).

2.2.1 El electrodo de vidrio para medidas de pH.
En uso para medir pH, la membrana de vidrio separa dos fases liquidas. La fase dentro del

electrodo es tipicamente una solucion 0.1 M de acido clorhidrico (Fig. 2.5). La otra fase
liquida es la solucion de prueba dentro de la cual se sumerge el electrodo. Dos electrodos
de referencia se utilizan, uno en cada una de las soluciones la diferencia en potencial entre
los dos electrodos de referencia se mide por medio de un voltimetro electronico, las lecturas

del dispositivo son comunmente calibradas directamente en unidades de pH.

Conductor |—
recubierto

...’_Tubo lleno de resina

Electrodode
Ag-AgCl
0.IMHCI - ene

Vidrio sensibleapH

membrane elec-
(] memorana

Fig. Ef:;eEfect% ]
Fig. 2.5. Electrodo de membrana de

vidrio para medir pH
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Las discusiones en libros de texto del funcionamiento del electrodo de membrana de vidrio
para medidas de pH han sido frecuentemente basadas sobre el postulado que los iones
hidrégeno fluyen selectivamente a través de la membrana de vidrio desde la solucién mas
concentrada a la menos concentrada. En algunos casos estas explicaciones se han elaborado
con un alto grado de firmeza, aunque estas nunca han sido realmente justificadas. Este tipo
de explicaciones pueden ser ilustradas por las siguientes citas de libros de texto que se han
citado en un articulo de Robert B. Fischer sobre ISE’s: ...una membrana, la cual es
permeable solo a iones hidrogeno, hidroxilos y agua... (1955); Los iones hidrogeno pueden
moverse a traveés de la pared de vidrio (1957); El electrodo de vidrio es una membrana que
es selectivamente permeable solo a iones hidrogeno—esto es, que permite a los iones
hidrogeno difundirse libremente, pero no permite el paso de otros cationes o aniones
(1963). La parte esencial del electrodo de vidrio es una membrana muy delgada de vidrio
la cual es permeable solo a iones hidrogeno; los poros del vidrio son tan pequerios como

para permitir el paso de otros cationes o aniones (1966) (Fischer, 1974).

Otros autores de libros de texto, reconocen que cualquier mecanismo de estado basado
sobre el paso de los iones hidrogeno a través de la membrana, estan bajos en fundamentos o
son muy simples; se han referido a la membrana de vidrio como perceptivo a pH o sensible
a pH y han entonces propuesto unas bases empiricas a las declaraciones o discusiones

cuantitativas de la relacion observable entre potencial y pH (Fischer, 1974).

Cualquiera que sea el mecanismo quimico o fisico propuesto de la respuesta del electrodo;
el hecho ha sido largamente reconocido y la respuesta de la membrana del electrodo de
vidrio se puede describir por medio de un tipo comin de la ecuacion de Nernst. Una
diferencia de diez veces la concentracion (o actividad) de iones hidrogeno, corresponde a
una diferencia de potencial de 59 mV, bajo una amplia gama de condiciones experimentales

comunmente encontradas.

Se han realizado una serie de experimentos que se llevaron a cabo usando iones hidrogeno
marcados isotOpicamente como iones tritio, para comprobar si algiin i6n hidrégeno pasa o

no a través de la membrana de vidrio. Se concluyd definitivamente que ninglin i6n es
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transportado a través de la membrana, ni siquiera cuando se tratdé de forzarlos a través de

electrolisis.

La composicion de un vidrio tipico pude ser representado como Na;O¢Al,03°SiO,.
Considerando por un momento solo la porcién de SiO,, el vidrio consiste de una red
tridimensional al azar de tetraedros de SiO4 (Fig. 2.6). Sin embargo, algunos atomos de
oxigeno no estdn completamente unidos a atomos de silicio. Cuando estas condiciones
ocurren, un sitio negativo existe en el espacio que debe ser, de otra manera, ocupado por un
atomo de silicio. A lo largo del vidrio, considerando sélo la porcion de SiO,, hay sitios y
espacios negativos. En un vidrio actual, mucho de estos espacios son ocupados por iones
Na“, lo que explica la porcién de Na,O de la formula quimica, pero cada Na' no esta
necesariamente unido a un lugar en particular. Por lo tanto, el vidrio incluye algunos sitios
sobre atomos de oxigeno parcialmente enlazados, junto con los iones sodio los cuales se

encuentran flotando en torno a la estructura (Fischer, 1974).

® Silicio

© Oxigeno

Fig. 2.6. E&Efa%?DPa'a i e X Gtactifos
© . deSiO,.
de SiOy,.

Un electrodo de membrana de vidrio no funciona apropiadamente a menos que o hasta que
haya sido sumergido en agua. Presumiblemente el medio acuoso penetra al vidrio,
formando una capa hidratada, en cada interface de la membrana de vidrio, como se

representa en Fig. 2.7.

0.1IM HCI Capa interna Capa de Capa externa Soluci(')r}
! hidratada vidrio seco hidratada ) Desconocida
f

Membrana de Vidrio

Fig. 2.7. Representacion de una membrana hidratada de vidrio.
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La capa hidratada de vidrio tiene un espesor de pocos cientos de angstroms (A), mientras
que la capa de vidrio seco pude ser del orden de 50 um. El intercambio de cationes ocurre
dentro de la capa hidratada interna y externa, entre los iones de sodio del vidrio y de los

iones hidrogeno de la solucion interna o externa.

+ +
Navidﬁo + Hsoluci(’)n

(—) Na+ + Hiidn‘o EC. (2. 1)

solucion

Los iones hidrogeno ocupan algunos lugares negativos de la capa hidratada. La cantidad de
iones hidrégeno intercambiados es proporcional a la actividad de los iones hidrégeno en la
solucion adyacente, el resultado se establece con un potencial de limite de fase en cada una
de las dos capas hidratadas. A fin de diferenciar entre estos potenciales de estos dos limites
de fase y sean medidos, debe haber alguna conductividad eléctrica a través de la capa de
vidrio seco. Esto supuestamente consiste en conduccion idnica que envuelve a los iones
sodio los cuales pueden moverse intersticialmente. No es del todo necesario que un ion
sodio dado se mueva todo el camino a través de la capa de vidrio seco, pero, mas bien que
muchos iones se mueven cortas distancias, cada uno para promover la red de conductividad
ionica. Asi, el funcionamiento de un electrodo de membrana de vidrio para mediciones de
pH ahora comunmente se considera que involucra (a) la existencia de capas de vidrio
hidratadas en cada interface vidrio-solucion, (b) intercambio de cationes dentro de cada una
de estas interfaces entre los iones sodio del vidrio iones hidrogeno de la solucién y (c)
conductividad i6nica que implica cationes intersticiales a través de la capa de vidrio seca.

(Fischer, 1974)

2.2.2 Electrodos de Vidrio para Medir Otros Iones que no son el Ion Hidrogeno.
La selectividad del electrodo de membrana de vidrio para el ion hidrogeno es dependiente

de una preferencia para el i16n hidrégeno en la reaccion intercambio-cation. Esta preferencia
proviene del caracter acido débil de los sitios negativos los cuales existen en atomos de
oxigeno enlazados de forma incompleta. La selectividad no es perfecta. Si hay
relativamente pocos iones hidrégeno comparada con algunos otros cationes, el intercambio
puede ser mucho mas con otro ion. Por ejemplo, en una solucion de alto pH, la lectura es

mas baja a la esperada (esto es, que la concentracion aparente del ion hidrogeno es muy
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alta), simplemente por el intercambio apreciable de los cationes los cuales estan presentes

en concentracion mas alta significativamente que los iones hidrogeno.

El grado de selectividad a favor del ion hidrégeno es apreciablemente dependiente de la
composicion de vidrio. Por ejemplo, si algunos de los atomos de silicio enlazados
completamente en una configuracion tetraédrica representada en la Fig. 2.6 son
reemplazados por a&tomos de aluminio, las cargas negativas de los cuatro atomos de oxigeno
adyacentes estdn compensadas por las tres cargas negativas en lugar de cuatro. Asi los
sitios negativos sobre 4&tomos de oxigeno completamente enlazados estan relativamente mas
negativos, y la preferencia por intercambio con iones hidrégeno se disminuye. Esto resulta,
de hecho, en un electrodo de membrana de vidrio la cual responde cuantitativamente a
algunos cationes que no son iones hidrogeno. Un electrodo de membrana de vidrio selectiva
a sodio es uno en el cual la membrana de vidrio es relativamente alta en contenido en

aluminio (Fischer, 1974).

2.2.3 Sensores o sondas sensibles de gases.
Este tipo de dispositivos usan una membrana permeable a gases para aislar el analito de

posibles interferencias en la muestra (Fig. 2.8), una delgada capa de buffer es utilizada para
atrapar el analito gas y convertirlo en alguna especie i6nica que puede ser detectada
potenciométricamente (Tabla 2.1). Por ejemplo, el gas NH; puede ser monitoreado via
formacion de NH," (NH,'-ISE) o via el cambio en H (pH-ISE) dentro de la capa de buffer
(Evans, 1987 y Fischer, 1974).

El sensor de amoniaco utiliza NH4Cl como un electrolito espaciador. Los gases libres o
disueltos penetran la capa y cambian el pH, que puede ser calibrado en términos de presion

parcial del gas.

Los electrodos potenciométricos de gases son simples y seguros, pero estos tienden a tener
una respuesta y tiempos de recuperacion relativamente lentos (30 s a 5 min). El éxito
comercial en el ambito clinico ha sido limitado a las determinaciones de CO,, aunque los
sensores de NHj3 se estan volviendo populares por su uso en electrodos basados en enzimas

inmovilizadas.
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Aislado Reaccion Detector
H,O
CO, H" + HCO,
Membrana de Capa delgada de ISE
gas permeable buffer pH/referencia

Fig. 2.8. Representacion de un sensor o sonda sensible a gases. En este ejemplo se muestra que el
analito, en este caso CO, se aisla para posteriormente transformarlo mediante una reaccién quimica y
asi la sustancia idnica formada, H', es detectada por un ISE de pH.

Tabla 2.1. Posibles equilibrios asociados con los electrodos sensibles a gases.

Especies Electrodo
que se difunden Equilibrios sensor
NH; NH, +H,0«— NH; + OH" H*

xNH; + M"" «— M(NH,)"" M=Ag*, Cd**, Cu".
SO, SO, +H,0«—H" +HSO, H*
NO, 2NO, + H,0<—NO, + NO, +2H" H*,NO;
H,S H,S+H,0<—HS +H" S+
HCN Ag(CN), «—> Ag" +2CN° Ag*
HF HF«—H"+F F-

FeF ™ «—> Fer3'y +(x-»)F Pt (redox)
HOAc HOAc «——>H" + OAc” H*
Cl, Cl, +H,0«—2H" +ClO+CI’ H*, CI
CO, CO, +H,0—H" +HCO, H*
X, X, +H,O«—2H + X0+ X X=1,Br
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2.2.4 Electrodos de Estado Solido.
El vidrio no es la tnica sustancia que puede formar membranas de intercambio de cationes

con una fase de solucion adyacente y conduccion idnica. A continuacion se consideran
algunas membranas conocidas como membranas de electrodos selectivos a iones del tipo

estado solido (Fischer 1974).

2.2.5 Electrodos policristalinos o de precipitados de estado sélido.
Una primera forma del electrodo de estado solido fue desarrollada y estudiada en el

laboratorio de Robert B. Fischer (Fischer, 1974) en la década de los 50’s. El electrodo
consistia de una membrana de una substancia precipitada, como sulfato de bario, integrada
en una matriz de parafina montada al final de un tubo de vidrio de 1.0 cm de didmetro. Se
supone que la parafina no humedece las superficies de los cristales inorgéanicos, entonces
una red de trabajo de pequefios poros o canales existen a lo largo de la membrana en los
limites de cristal-parafina. Cuando cada superficie de la membrana estd en contacto con una
soluciéon acuosa, la solucion tiende a penetrar la membrana y los iones son absorbidos
dentro de las superficies del cristal. La selectividad en la capa primaria de adsorcion esta
descrita por la regla de Paneth-Fajans-Hahn (Fischer, 1974) y otros factores pertinentes,
mientras la conduccion eléctrica a través de la membrana implica los contraiones de carga
opuesta. Aunque la selectividad perfecta y la respuesta Nernstiana no se habia logrado con
estos electrodos de membrana, era posible correlacionar el potencial con la composicion de
la solucion e incluso usar estos electrodos en valoraciones potenciométricas bajo algunas
condiciones. El diagrama en la Fig. 2.9 es generalmente aplicable a todos los electrodos de
membrana de estado so6lido. El més extenso desarrollo practico hasta la fecha del electrodo
policristalino o de precipitado de estado solido se ha logrado con goma de silicona como la
matriz de incrustacion. Estas membranas estan tipicamente formadas al mezclar las
particulas precipitadas, usualmente de 5-10 pm en tamafio, con el monomero de silicona,
seguido de polimerizacion. Los electrodos de este tipo estdn comercialmente disponibles
con un niumero de substancias precipitadas diferentes, cada una con su propia selectividad

distintiva.
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Solucién interna de
llenado

Electrodo de
referencia Ag-AgCl

Conductor idénico
de estado solido

Fig. 2.9. Electrodo de membrana de estado solido.

Una membrana de este tipo se supone exhibe adsorcion preferencial dentro de las
superficies de las pequefias particulas de algin i6n el cual estd en comun con el precipitado.
Asi, por ejemplo, un electrodo con una membrana de particulas de yoduro de plata en una
matriz de goma de silicona es selectiva para el i6n yoduro. Este electrodo en particular es
analogo, en medida a lo que la determinacién potenciométrica de yoduro se refiere, al
electrodo de alambre de plata recubierto de yoduro de plata. Mientras tanto, este ultimo es
susceptible a interferencias provenientes de otros sistemas redox, mientras que el electrodo

de membrana no lo es.

Los electrodos de membranas con otras particulas precipitadas son selectivos para otros
iones. Curiosamente, un electrodo de ioduro de plata de estado solido pude cambiarse a un
electrodo indicador de cianuro, al sumergirlo por un tiempo en una solucioén de cianuro. Se
supone que las capas superficiales de las particulas del ioduro de plata se convierten a

cianuro de plata (Fisher, 1974).

2.2.6 Electrodos de estado sélido de un solo cristal.
Considerados como el siguiente tipo de electrodos en los cuales la membrana consiste de

una capa fina de un solo cristal de sulfato de plata de igual manera que en la Fig. 2.9. La
estructura reticular y el tamafio relativo de los iones plata y sulfuro son tales que hay

algunos sitios positivos, esto es, algunos vacios donde los iones plata faltan de lo que seria
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una red completa, cristalina perfecta. Hay correspondientemente alguna libertad de
movimiento de los iones plata dentro de la red o la estructura reticular. La consecuencia
neta es un electrodo indicador de ion plata, con intercambio de iones plata a través de las
interfaces entre la membrana, la solucion interna y externa y la conduccion idnica a través

del unico cristal delgado.

Otros practicos ejemplos del uso del electrodo de membrana de estado solido de un solo
cristal son los electrodos indicadores de yoduro y floruro, en los cuales la membrana
consiste de un cristal delgado de yoduro de plata o floruro de litio, respectivamente. En el
ultimo, la estructura del cristal consiste de capas alternadas de iones floruro y litio, con
algunos agujeros en la capa de floruro. El movimiento i6nico total consiste de muchos
pequefios movimientos, en cada uno de los cuales un ion floruro se desplaza de su posicion
a un agujero adyacente. El floruro de lantano puede ser dopado con un poco de Europio(Il),
el cual parece disminuir la resistencia eléctrica y aumentar el transporte i6nico el cual es
esencial para hacer determinaciones potenciométricas con rapidez de respuesta razonable

(Fischer, 1974).

2.2.7 Electrodos de Membrana de Intercambio de Iones Liquido.
Para un ion divalente que se somete a intercambio requiere en efecto que haya dos sitios de

intercambio localizados en una relacion espacial adecuada entre si. Un electrodo de estado
solido tiene, por supuesto, muchos sitios de intercambio disponibles, pero todos estan en
lugares que dificilmente pueden esperarse que coincidan en pares con iones calcio (Ca®"),
por ejemplo. Sin embargo, si la membrana no consiste de particulas solidas rigidamente
situadas, sino més bien de un intercambiador de iones liquido, los sitios de intercambio
estan libres para moverse. El tipo de electrodo selectivo de intercambiador de iones liquido
esta representado en la Fig. 2.10. La membrana no se soporta asi misma, como lo es la
membrana soélida, pero facilmente pude mantenerse en su lugar por una delgada capa de
vidrio o plastico. Como con otro tipo de electrodos de membrana, una solucion suele usarse
internamente, la muestra de prueba constituye la solucion exterior, y se mide el potencial
entre los dos electrodos de referencia, cada uno de los cuales se encuentra en cada una de

las soluciones (Fischer, 1974).
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Los extractores de iones (R'X y M'R) estan atrapados por su propia solubilidad en

polimeros hidrofébicos y son normalmente plastificados para permitir movilidad interna de

~——
. o
Solucidén acuosa de v
llenado interno 3
if |
| dod ’ ; Deposito de
Electrodo de g L~ intercambio de
referencia Ag-AgCl - iones
vy
—vetm
Membrana Porosa - Capa de liquido de

intercambio de

iones
Electrodo para Ca**

de Membrana
Liquida

Fig. 2.10. Electrodo de membrana de intercambiador de ion liquido.

los extractores disueltos (PVC plastificado). R denota iones solubles en aceite y M" y X son
iones inorganicos para ser medidos por la celda de la membrana. Sales de cationes de
cadena larga, acidos organicos hidrofobicos y sales de aniones de aminas orgdnicas de
cadena larga protonada o cuaternizada son utilizadas como intercambiadores de iones. El
mas bajo limite de medicion de la actividad de un ion desconocido esta determinado por la
baja solubilidad intrinseca de la sal intercambiadora de ion en electrolito acuoso. Un sensor
basado en un intercambiador de iones liquido permitira medir la actividad del cambiador de

ion atrapado si esta presente en solucion. Esta es la base de muchos sensores de drogas
(Buck, 2001).

Compuestos de intercambio de ion R o R disueltos en plastificantes hidrofobicos no
poseen especificidad para iones particulares M" y X. En el caso del diester del acido
fosforico, Mg®" y Ca®" en mezclas no son totalmente distinguibles cuando la disociacion
completa en la fase de la membrana es promovida por el uso de un plastificante de
constante dieléctrica alta. Un electrodo de dureza del agua mide ambos iones (total) con

igual selectividad (Buck, 2001). Daniel Ammann y colegas desarrollaron muchos agentes
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complejantes selectivos (ionoforos o transportadores neutros de iones) (Ammann, 1983;
Biihlmann, 1998). Las bases tedricas para el disefo, desarrollado por Pretsch, es una
combinacion de calculos de mecéanica cuantica y datos de espectroscopia RMN e IR.
Muchos transportadores han hecho electrodos muy selectivos para cationes mono y

divalentes incluyendo Mg”" en presencia de Ca®".

Las membranas porosas, tales como el acetato de celulosa, se empapan de un
intercambiador de iones liquidos disuelto en un solvente liquido. Originalmente,
nitrobenceno, bromobenceno, y después o-nitrofenil octil éter se seleccionaron como
solventes porque estos son casi insolubles en agua y todavia tienen una constante
dieléctrica suficientemente alta para disolver el compuesto intercambiador de ion. Las

membranas originales de intercambiador de ion liquido eran heterogéneas.

Por el momento este electrodo fue investigado, mayor cantidad de informacién ya habia
sido recogida acerca de varios tipos de materiales de intercambio de iones y sus

selectividades para varios iones.

Esta reserva de datos sobre los intercambiadores de iones fue directamente aplicable al
desarrollo de electrodos selectivos de iones ttiles, particularmente para iones multivalentes.
Un ntmero de electrodos de este tipo estan ahora comercialmente disponibles. La

aplicacion para aniones ha quedado atras pero es un campo activo.

2.2.8 Electrodos Basados en Enzimas.
De nuevo el concepto es usar una membrana para aislar y transformar el analito deseado en

especies que pueden ser monitoreadas potenciométricamente o amperométricamente.
Generalmente, las membranas son compositos multicapa que contienen una o mas enzimas
inmovilizadas, cuando se ponen en contacto con la enzima substrato (analito), la membrana
cataliza la descomposicion del substrato para formar productos electroactivos (e.g., H,0,)
y/o para consumir reactivos electroactivos (e.g., O,). El ejemplo clésico es la determinacion
de glucosa usando glucosa oxidasa (GOD) inmovilizada combinada con deteccion
amperométrica de H,O, u O, y con la presencia de perdxidasa de rabano (HRP, por sus

siglas en inglés; horseradish peroxidase) (Fig. 2.11).
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D-Glucosa + O, —GOD . Acido D-Glucénico + H,O,
kg

HRP

K

X-F Oxidado + F + H,0

Compuesto Detectar
organofluor conun F-ISE

Fig. 2.11. Ensayo de glucosa via F" ISE. La glucosa reacciona con oxigeno en presencia de GOD para
formar peroxido (H,0,) que a su vez reaccionara con un compuesto 6rgano fluorado en presencia de
HRP para generar F~ libre.

Puesto que la enzima que se inmoviliza es reutilizable. Los datos puedes ser tomados via
estado estacionario (30 s a 3 min) o modo de calificacion (10-30 s). El concepto del
electrodo es mas bien versatil y ha sido aplicado a una serie de analitos (Fig. 2.12).
Cientificos japoneses han estado especialmente activos en esta area en los pasados 5 afios y

han estado obteniendo muchas patentes (Czaban, 1985).

A pesar de alta cantidad de interés de investigacion, la comercializacién en gran escala no
se ha logrado atin. En el campo clinico, el sensor de glucosa ha estado disponible por algiin
tiempo, pero el nimero de ensayos realizados por electrodo es pequeiio comparado al
numero realizado por el método espectrofotométrico convencional. El lento progreso aqui
puede ser similar al que se ha experimentado para los analisis de Na" por ISE. Es razonable
predecir que tan pronto como los dispositivos practicos se desarrollen para una multitud de
metabolitos clave, la comercializacion de electrodos basados en enzimas ocurrird

rapidamente.
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Aislador/Convertidor Detector
E
Substrato n Productos
z Electrodo
i Reactivos
m
a

Fig. 2.12. Electrodo basado en enzima. La caracteristica clave de este tipo de electrodo es una
membrana multicapa (que contiene una o mas enzimas inmovilizadas), la cual aisla el analito substrato
y lo convierte en una especie electroactiva.

2.2.9 Interfaces Ionicas, Bloqueadas y Electronicas.
La membrana convencional (Fig. 2.13) es utilizada para construir ISEs. Tiene interfaces

intercambiadoras de ion y una membrana gruesa separando dos soluciones —la de muestra y
la de referencia. Los intentos para eliminar la solucion de referencia por el remplazo con
metales inertes u otros sélidos, materiales de electrones conductores fueron esencialmente
fallidos. No hay una diferencia de potencial (ddp) interfacial formada estable —es un
desajuste entre las fases ion conductor y electron conductor. Ordinariamente esta interface
es puramente capacitiva. No estd en equilibrio porque no hay un proceso de intercambio de
carga que estabilice una ddp interfacial reversible. Esta es una interface blogqueada
esencialmente como si la membrana estuviera contactando un aislante, tal como la silica.
Janata demostr6 como estabilizar y usar interfaces bloqueadas como parte de los
transistores de efecto de campo de iones selectivos (ISFETs por sus siglas en inglés; lon

Sensitive Field Effect Transitor) (Stock, 1989).

MX (acuoso) Pelicula de MX (acuoso)

AgAgClCI membrana de contacto membrana membrana de contacto

Cl-|AgCl |Ag

Fig. 2.13. Clasica celda de membrana separada con contacto idnico.
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Michael Sharp mostré que un sistema ISE puede se fabricado de una membrana de un
radical libre de una sal insoluble de un metal inerte (Astrup, 1986), el intercambio de
electrén reversible ocurre en un metal, y el intercambio de ion reversible ocurre en la
interface de la membrana de prueba del electrolito. Fred Anson y compafieros de trabajo
subsecuentemente mostraron que las membranas de intercambio de iones pueden estar
cargadas parcialmente con pares de iones positivos redox como cationes complejos
Ru(II/IIT) o aniones ferro/ferrocianuro en el caso de intercambiador de anidén o cation
respectivamente (Naegli, 1986). El par redox cred y estabilizd temporalmente la ddp en el
metal inerte y el intercambio de ion con las especies medidas ocurrié en la interface de la
membrana prueba de la solucion. La teoria y las ecuaciones para las ddp de intercambio de
ion interfacial no redox (Nernst-Donnan), iones redox tratados como intercambiadores de
electrones en metales inertes (ddp de Nernst) y iones redox como intercambiadores de ion
en interfaces de ion fueron establecidas por Buck and Vanysek (Buck, 1990). La novedad
es la prueba que la ddp es la misma (como debe ser) si el sistema es tratado como una

interface de intercambio de ion o una interface de intercambio de electron.

2.3 IMPORTANCIA DE CUANTIFICAR GASES POTENCIOMETRICAMENTE.
En décadas pasadas los ISEs que se basan en dispositivos sensibles a gases, habian probado

ser herramientas analiticas atractivas para la deteccion de gases disueltos (e.g., NHs, CO,,
NO,, SO,, etc.) en muestras complejas incluyendo sangre (Arnold & Meyerhoff, 1984;
Arnold & Solsky, 1986; Solsky, 1988; Bailey & Riley, 1975). Ademas, cuando se utilizan
en conjuncidon con enzimas inmovilizadas y células intactas, estos sensores de gases pueden
proveer medidas indirectas simples para cuantificar un amplio rango de biomoléculas via
configuraciones biosensibles modernas (Rechnitz, 1981; Guilbault, 1984; Karube &

Suzuki, 1984).

En la actualidad las sondas (o electrodos) sensibles a gases comerciales que estan
disponibles (para CO,, NHj3, NOx, etc.) (Ross et al., 1973) se basan generalmente en el
disefio introducido por Severinghaus & Bradley (Severinghaus & Bradley, 1958). Este
disefio, que se ha analizado anteriormente (Fig. 2.8), en el cual el gas analito se difunde a
través de la membrana permeable a gases (tipicamente goma de silicon o teflon

microporoso) a una delgada capa de electrolito en contacto con una membrana de vidrio de
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un electrodo de pH. En la delgada capa de electrolito el gas participa en una reaccion de
equilibrio con agua y electrolitos apropiados. Cuando la presion parcial del gas es igual en
ambos lados de la membrana permeable, un equilibrio en valor de pH se mide en la

membrana de vidrio del electrodo de pH.

Las mediciones con sondas a gases se llevan a cabo usando la misma base de los métodos
analiticos empleados con ISESs; se realizan ajustes al pH para liberar a las especies a medir,
y en vez de un ajustador de fuerza ionica (IS4) se utiliza un ajustador de fuerza osmotica

(OSA, por sus siglas en inglés: Osmotic Strength Adjuster)’ (Ross, 1973).!

2.3.1 Algunas Aplicaciones para el Sensor o Sonda Selectiva a CO;.
Las mediciones para las que el electrodo de CO, es utilizado son principalmente:

2.3.1.1 Mediciones en Sangre:
Se han realizado frecuentes mediciones de niveles del gas y pH en sangre (P, , P, ,pH)

que constituyen una manera para evaluar el estado de enfermedades criticas y pacientes
quirurgicos para el diagnostico y decisiones terapéuticas. (Lane & Walker, 1987; Shapiro et
al., 1989). Consecuentemente, ha habido un crecimiento en el interés de monitorear gases
sanguineos continuamente usando sensores quimicos invasivos. Un acierto en el desarrollo
de estos sensores es la incorporacion de sensores multielementos por sondas implantadas
Thompson & Vanderberg, (1986) Collison et al. (1989) ha demostrado la viabilidad de

preparar un catéter sensor dual potenciométrico ion/ P, . Estos sensores se basan en el

mismo principio de Severinghaus ademas de que se les agregan sensores quimicos para los
. . .. + . , .

iones (e.g., Valinomicina para K") (Meyerhoff, 1998). La potenciométria de gases por
sensores ha sido utilizada como la base de muchos sistemas sensores de enzimas ademas de

la medicion directa del gas.

! Utilizada en algunos modelos de sondas sensibles.
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2.3.1.2 Medicion de Urea.

La urea fue el primer analito importante que fue determinado con un biosensor
potenciométrico (Guillbualt y Kuan en 1987). En este sistema, la urea se hidroliza por el

uso de la enzima ureasa que se encuentra en el frijol de soya, de la siguiente manera:
CO(NH,), +2H,0—¥2_ 3 ONH; + CO; Ec. (2.2)

De esta manera se puede acidificar la solucion y determinar el CO; liberado con la sonda
sensible a gases.

2.3.1.3 Medicion de Oxalato.

La determinacion de oxalato en orina es importante en el diagndstico de hiperoxaluria
(formacién excesiva de acido oxalico [Torrecilla, 2004)):

-OOC_ COO- oxalatodescarboxlasa N C02 + H _ COO- EC. (23)

oxalato formato

El fosfato y el sulfato, los cuales estan presentes en la orina, inhiben esta enzima, entonces
se puede utilizar oxalato oxidasa, aunque esta enzima es también inhibida por algunos

aniones:

"00C-COO" —2deoxida 500, + H,0, Ec. (2.4)

oxalato

2.3.1.4 Medicion de Digoxina.

La digoxina, que es un farmaco empleado en el tratamiento de pacientes con enfermedades
vasculares (Borja de la Quintana, 2004) (Fig. 2.14) es inmovilizada sobre perlas de
poliestireno, y una muestra de dioxina se agrega junto con un anticuerpo marcado con
peroxidasa. El complejo marcado con peroxidasa reacciona con pirogalol (Fig. 2.15) y

peroxido de hidrégeno y se mide por el CO; liberado.

H,0, + pirogalol —22242_, cQ, Ec. (2.5)
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OH

HO OH

Fig. 2.14. Digoxina (C41H64014). Fig. 2.15. Pirogalol (C6H603).

2.3.1.5 Medicion en Bebidas Carbonatadas.

Una cantidad de agua destilada se vierte en un vaso de precipitados adicionando una
solucion amortiguadora de 1 mol/dm’ de citrato de sodio, pH 4.5-5. Se adiciona una
pequena cantidad de bebida carbonatada recién abierta a pH mayor a 10; formandose de
esta manera CO, (Fig.2.16). La sonda se sumerge dentro de esta solucion, el CO, atraviesa
la membrana sensible a gases, dentro, otra reaccion se lleva a cabo (Ec. 2.6) se determina el
potencial de la muestra por el electrodo de pH interno. Usando una curva de calibracion se
obtiene la concentracion de CO, de la bebida, tomando en cuenta los factores de dilucion

(Kocmur, 1999).
CO, + H O——>HCO;, +H" Ec. (2.6)

0

Q M [
H-0-C-O + HO —— = HO—COH + H.O

Se
descompone

0=C=0 + H,0

Fig. 2.16. Mecanismo de reaccion supuesto para la muestra. E1 CO, formado atraviesa la
membrana sensible a gases el cual la reaccion subsecuente (Ec. (2.6)) produce la repuesta
de potencial en el electrodo interno de pH.
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24 EL CO; ENEL AGUA Y EL AIRE.

El 4cido débil mas importante en el agua es el dioxido de carbono, CO,. Debido a la
presencia de didxido de carbono en el aire y su produccion a partir de la degradacion
microbiana de la materia organica, el CO, disuelto esta presente virtualmente en todas las
aguas naturales y residuales (Manahan, 2007). La lluvia, ain en una atmosfera
completamente no contaminada, es ligeramente 4acida debido a la presencia de CO,
disuelto. El dioxido de carbono y los productos de su ionizacidn, el i6n bicarbonato
(HCO3) y el ion carbonato (COs>) tienen una influencia sumamente importante en la
quimica del agua. Muchos minerales se depositan como sales del i6n carbonato. Las algas

en el agua utilizan el C%ch,lésuel'ig)[+ el !@883) ( Celg)la ﬁlt&ms de la biomasa. El equilibrio

del CO, disuelto con el d10x1d0 de carbono gaseoso en la atmosfera
CO, (agua) ——=CO, (atmosfera) Ec. (2.7)
Y el equilibrio del ién CO;™ entre la solucion acuosa y los minerales carbonatados solidos

MCO, (sal carbonatada ligeramente soluble) M*" +CO;
ACO, (sal carbonatada ligerament e soluble) —— M*" + CO;”  Ec. (2.8)

Tienen un fuerte efecto ﬁa&?@égﬁgg (gﬁt(f] (Q S(I)_l[ﬁ' pH. (F flazltgtgHCO

En la atmosfera, el dlox@@g%ﬁﬁd:ﬁ;@&en@mm una concentracion de solo 0.037% en

volumen de aire seco normal. Como consecuencia del bajo nivel de CO, atmosférico, el
agua en equilibrio con_ la atmosfera tot lmente libre de alcalinidad (capacidad de
g q . . totReRse- (cap

neutralizar H"), contiene 50710 un nlvel muy bajo de di6éxido de carbono. Sin embrago, la
formacion de HCO; y CO3 incrementa grandemente la solulbzlhdad del didxido de

[H' J=[HCO;=(1.211x10° x4.45x10” )
carbono. Las concentraciones altas dé d10x1do de carbono libre en el agua pueden afectar de
=2.32x10°  pH=5.63

manera adversa la respiracion y el intercambio de gases de los animales acuaticos. Puede

causar incluso la muerte y no debe exceder niveles de 25 mg/L en el agua (Manahan, 2007).

Una gran parte del diéxido de carbono encontrado en el agua es producto de la degradacion
de la materia orgdnica por las bacterias. Incluso las algas, que utilizan CO, en la
fotosintesis, lo producen mediante sus procesos metabdlicos en ausencia de luz. A medida
que el agua se introduce a través de las capas de materia organica degradada mientras se

infiltra en el suelo, puede disolver gran cantidad de CO; producido por la respiracion de los
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organismos en el suelo. Luego, al pasar el agya por las formacio caliza, disyelve el
8 MCO, gsa’l ca%)bonatada 1ge€amente SO u%leslﬁﬁﬁ M% +CO§1'
carbonato de calcio debido a la presencia del CO, disuelto:

CaCO, (s)+CO, (aq)+H,0 &=—=Ca*" +2HCO; Ec. (2.9)

Este es el proceso por el que se forman cavidades en la roca caliza.
CO,(aq)+tH,0——=H,CO,
La concentracion de CO, gaseoso en la atmosfera varia segun el lugar y la estacion y esta

aumentando aproximadamentdir@ parld | 169 (p)-dds Wolumen por afio. Para los
P CO, (aq)—l—H#ﬁ:@; +ﬁ( e P
propositos de calculo, la concentracion de CO, atmosférico se tomara aqui como 370 ppm
(0.0370%) en el aire seco. A 28 (aghaygaen @@lj(i&iﬁ&&fﬁra%lz aire no contaminado que
)=

) :H%;[HSO;CF(IQIIXIO'S, x4.45%x107 .,
contiene 370 ppm de dioxido ‘de carbono, tiene una corcentracion de COj(aq) de

_ % >
1.211x10° M (Manahan, 2637%830(%1 cgr}‘tlﬁga@da ligeramente soluble)f] [fif] M** +CO3

Aunque el CO; en el agua se representa a menudo como H,CQs, la constante de equilibrio
CaCO, (s)+CO, (ag)+H,0——=Ca* +2HCO,
para la reaccion

CO,(aq)+H,0——=H,CO, Ec. (2.10)

Es solamente de alrededor de 2x107 a 25°C, o sea, que solo una pequefia fraccion del
~ 3 - +
diéxido de carbono disuelto esféoeh(laéle?l_ﬁ%d%ﬁsenfeHccor(r)lé #;ICO}

Las especies predominantes fo%a&m@l]gazﬂiggiwfg gl AEU3 6@13®mg_Len del pH. Esto
_ g . :
se muestra mejor en un diagrama :dez %'@Qiiabwién &5‘1 :e§[§‘§ies, con el pH como variable

principal, tal como se ilustra en la Fig. 2.17.

Este diagrama muestra a las especies mas importantes presentes en solucion como funcion
del pH. Para el CO, en solucidén acuosa, el diagrama es una serie de graficas de las

fracciones presentes como CO,, HCOs', y CO32' como funcion del pH.

La distribucion del diagrama de especies de la Fig. 2.17 muestra que el i6n bicarbonato
HCOs;™ es la especie predominante en el intervalo de valores de pH que tienen la mayor

parte de las aguas, con el CO, predominando en las aguas mas acidas.
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CO, HCO5 COz*

Fraccion mol dela especie

HCO; + H' &==CO, (aq) + H,0

HCQO: [gyr=ct Ry pimdsdera)

Niailigagments solible)fhild M* +CO;

Fig. 2.17. Diagrama de distfigd¢ 'i;n:c,@._- DEdTERE

MCOaGa, (ajbéiiAday Jrgbrrente3 Clab e FHEO M* +CO7

Como se menciono, los valores de [COy(aq)] en agua a 25°C en equilibrio con aire que

tiene 370 ppm de C02 t iwmw%mema parcialmente en

agua para producir concentraciones iguales de H' y HCO;:

~ — i +

SO Ao %0, +H Ec. (2.11)
Las concentraciones de H" y de HCO3 se calculan a ]%{rgr de Ka;:

~O: e x4.45x107)"?=

=2.32x 10'6 pH=5.63
H'J=[HCO; |=(1.211x 107 x4.45x107)"*=

6 Ec. (2.12)
=232x10° pH=5.63

Estos calculos explican el por qué el agua pura que estd en equilibrio con una atmoésfera

limpia es ligeramente 4cida con un pH ligeramente menor de 7 (Manahan, 2007).
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El dioxido de carbono no se le suele considerar como contaminante. Sin embargo, la
combustion del carbon, petrdleo y gas natural, como combustibles, produce grandes
cantidades de CO,, que se afiaden a las fuentes naturales de alimentacion (accion de los
elementos vivos y descomposicion de elementos orgdnicos). Con la industrializacion, la
quema de combustibles organicos, una fuente de CO, tradicionalmente secundaria, ha
alcanzado una extraordinaria importancia. Sin embargo, los estudios con carbono
radioactivo, efectuados en 1957 por Hans Suess, de la Institucion Scripp de Oceanografia
(Scripp Institution Of Oceanography), demuestran que la mayor parte del aumento del CO,
no proviene de la quema de combustibles fosiles, sino de los materiales de la industria
moderna, asi como de los que se producen en la oxidacion lenta de las sustancias organicas
de los pantanos, y en la combustion de hierbas y maleza realizada para limpiar los campos
destinados al cultivo. Por su parte, Edward Deevey, profesor de la universidad de Yale, en
un estudio realizado en 1958, defiende que el musgo de los pantanos o el humus de los
suelos constituyen las principales fuentes de CO, (Bryson, 1973). Prescindiendo de la
importancia de las fuentes productoras de CO, la realidad consiste en que ha tenido lugar
un excedente de produccion que es motivo de gran preocupacion por su incidencia no solo
sobre los seres vivos sino también sobre los climas. Se ha de tener presente que el CO; en
altas concentraciones es un contaminante y, cuando en el aire entra en una proporcion del

orden del 10 por ciento el ambiente llega a ser toxico.

La descarga de CO, puede considerarse inofensiva a corto plazo. Como afirma H. S. Perloff
existen grandes sumideros como la vegetacion y los océanos que reabsorben este gas
(Perloff, H. S., 1973). Es evidente que, si esta produccién no estuviese compensada de
algin modo, la cantidad total de CO, existente en la atmosfera aumentaria, de una manera
continuada. Se mantiene un cierto equilibrio dindmico a causa principalmente de la accion
amortiguadora que principalmente realizan la fotosintesis y los océanos. La fotosintesis
toma CO, atmosférico y forma materia orgdnica que se deposita en el suelo al morir,
transformandose en humus; de esta manera la fotosintesis elimina aproximadamente el 3
por ciento de la produccion anual total de CO,. Pero, todavia es méas importante la accion
de los océanos como factor regulador natural del contenido de CO; en la atmoésfera; se

estima que absorbe cerca de la mitad del CO, que penetra en la atmosfera. Esta accion
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amortiguadora ya fue destacada por el quimico ruso D. I. Mendel¢iev a finales del siglo
XIX. Este afirmaba que ante una disminucion de la presion parcial del gas carbonico en el
aire, el agua del océano lo desprende, y si aquella aumentaba, lo absorbe. De este modo,
cuando se establecen calculos de adicion de CO, a la atmoésfera basados en las cantidades
de combustible quemado, sin tener en cuanto el efecto regulador del océano se cometen
errores por exceso en el aumento del contenido de CO; en el aire a escala global. Hasta
hace poco, como afirma R. Revelle, existia un estado de equilibrio entre la formaciéon de
CO; y su consumo por las plantas en la fotosintesis y por la formacion de carbonato calcico
(Revelle, 1956). Ahora existe una clara evidencia de acumulacion neta de CO, en la
atmosfera; segiin R. G. Barry y R. J. Chorley, entre 1900 y 1935 el CO;, aument6 9 por
ciento (Barry, 1972). Se calcula que, al quemar combustibles fosiles, el hombre lanza a la

atmosfera aproximadamente unos 6000 millones de tm (tonelada métrica) de CO; al afio.

Fig. 2.18. La concentracion atmosférica de CO, ha aumentado en mas de 15% desde finales de la década de
1950. Estos datos fueron registrados en el Observatorio Mauna Loa de Hawdai midiendo la absorcion de
radiacion infraroja. La forma de dientes de sierra de la grafica se debe a las variaciones estacionales regulares
de la concentracion de CO, a lo largo de cada afio. La concentracion de CO, se da en partes por millon.

(Brown, 2004).
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2.5 EL CO; Y SU USO EN BEBIDAS.
Las bebidas que contienen CO; son; en estos dias, productos muy populares. Los

consumidores disfrutan su agradable y de alta demanda sensacion, a pesar del hecho de
que pueden irritar, o incluso lastimar, a algunas personas. La sensacion obtenida, por la
bebidas carbonatadas es por cualquiera de los dos siguiente mecanismos; debido a la
cantidad de burbujas de CO, estimulando mecanoreceptores de la lengua, o el origen
quimiogendmico (efecto de un compuesto quimico sobre la localizacion y funcion de las
proteinas) de la formacion de acido carbonico (H,COs) en una reaccion catalizada por
anhidrasa carbonica, la cual estimula nociceptores en la cavidad oral (Dessirier, Simons,
Carstens, O’Mahony, & Carstens, 2000). Las burbujas aparecen cuando los niveles de CO,
son de 3-5 veces mas altas que el valor del equilibrio de saturacion y depende de las
interfaces pre-existentes gas-liquido (Lubetkin & Blackwell, 1988; Wilt, 1986). El ntimero
y el tamafo de estas burbujas también tienen un impacto sensorial en las bebidas, al
aumentar el transporte de masa de CO, cuando las burbujas afectan sobre la lengua e
incrementan la sensacion de hormigueo. Estos factores son muy importantes para el caso
del champan donde las burbujas ascendentes cuentan en la evaluacion sensorial del vino. La
taza de crecimiento y velocidad ascendente de las burbujas son influenciadas por la
concentracion del diéxido de carbono disponible en la fase liquida y por la presencia de
moléculas tensoactivas (proteinas y azucar) en la solucion y sobre la pared de las burbujas,

haciéndolas crecer lenta o rapidamente (Jones, Evans, & Galvin, 1999; Odake, 2001).

Por ejemplo, en refrescos, los polisacaridos o hidrocoloides son utilizados como espesantes,
estabilizadores y agentes gelificantes, asi como para mejorar la sensacion en la boca y para
beneficiar la retencion de la carbonatacion debida al aumento de la carga de tensoactivo del
liquido. La modificacion de la composicion de la fase liquida puede dramaticamente afectar
la percepcion visual o el gusto de efervescencia de una bebida (Barker et al., 2002a, Barker,

Jefferson, & Judd, 2002b).

La carbonataciéon se puede obtener por la inyeccion del gas en un recipiente sellado a
presion, como con carbonatacion doméstica. (Barker et al., 2002a, 2002b). Como el sistema
es sellado a presion, la inyeccidon gaseosa incrementa la presion interna, y por ello la

solubilidad de CO,. Arriba de 9 g/dm’ de CO, puede ser disuelto, el cual es el limite de

48



Validacién de un método analitico para la determinacion de CO,

Adrian Ricardo Hipolito Najera

bebidas altamente carbonatadas tales como el agua tonica. El éxito del sistema doméstico es
en gran parte dependiente en su facilidad de uso por el consumo y costo total. La
despresurizacion del sistema a concentraciones mas bajas de CO; en el espacio superior,
causa desorcion de gas. El gas puede ser inyectado continuamente a través de un venturi en
la corriente del liquido. La mezcla es mucho mas eficiente y se pueden alcanzar mayores
niveles de carbonatacion. La fabricacion de refrescos carbonatados, requiere el monitoreo
eficiente de la concentracion de CO; en el liquido durante el proceso de carbonatacion y la
evaluacion de la influencia de aditivos que podrian modificar el mecanismo

absorcion/desorcion.

2 R-NH, + CO, <> RNHCOO™ + RNH;" Ec. (2.13)
RNH;" << RNH, + H” Ec. (2.14)

COOH COOH

A .

H
OH 0 Q 0
H + c// > H c/
H \\ H \o
NH, © ] N

H

Fig. 2.19. Equilibrio de dioxido de carbono con éalcali aminas y formacion de carbamato. Supuesto
mecanismo de reaccion entre CO, con aminoacidos y mono etilamina.
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En vinos puede haber posibles reacciones entre CO, y compuestos tales como nucleofilos.
Esta clase de moléculas pueden involucrarse en reacciones con CO, gaseoso dando

carbamatos (Fig. 2.19), e. g., etanolaminas (Danckwerts, 1979).

Por ejemplo en vinos no espumosos, la concentracion de aminoécidos libres, especialmente
prolina y arginina, incrementa con el tiempo de maduracion y son caracteristicas de algunas

uvas.

La prolina esta presente en grandes cantidades en Chardonnay y arginina en Pinot Noir. La
serina con estructura quimica similar a la etanolamina y otros aminoacidos libres se espera

se involucre en tales reacciones.

Los dos dispositivos mds comunes que se utilizan para el monitoreo de la concentracion de
CO; son el electrodo de Severinghaus (Severinghaus & Bradley, 1958) y el detector
infrarrojo. (Munkolm, Walt, & Milanovich, 1988). El electrodo tiene un tiempo de
respuesta largo, tipicamente de 5-15 min. El detector de absorcion infrarroja produce un
tiempo de respuesta rapido y el resultado es fiablemente cualitativo, pero; éste es
voluminoso y caro, y so6lo aplicable a CO, gaseoso. Otros dispositivos para medir CO,
incluyen cromatografia de gases CG y espectrometria de masas EM. EM es capaz de
realizar mediciones casi en tiempo real, pero su precio es prohibitivamente alto. GC, es mas
barato, requiere 10-20 min. Para completar el analisis de una muestra y no puede ser
utilizado para mediciones en tiempo real. Los detectores de conductividad térmica (Hale,
Stehle, & Bals, 1992) registran la diferencia en conductividad entre un gas de referencia
(N2) y CO;, después de difusion en una camara de medicion. El tiempo de respuesta es muy
conveniente para seguir cinéticas de carbonacion y el equipo puede ser facilmente montado
sobre ductos de liquidos después de la camara de mezclado (Barker, Jefferson, & Judd

[1999]).

La medicion de la concentracion de CO; en tiempo real durante la carbonatacion es un reto

real. (Descoins, 2006).
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2.6 DETERMINACION DE CO, POR OTROS METODOS.

2.6.1 Determinacion Directa En soluciones Acuosas Usando Laseres de Cascada
Cuantica (QCL) que Emiten en el Infrarojo Medio (MIR).
El CO, disuelto en agua da lugar a una fuerte y caracteristica banda de absorcion a 2342

cm’ (Fig. 2.20). Ademas del agua pricticamente ninguna otra substancia que esta
usualmente presente en liquidos que contienen CO, exhibe bandas de absorciéon en la
region del espectro. Esto ofrece la oportunidad de desarrollar un método analitico simple
para la determinacion de CO; en soluciones acuosas basado en espectroscopia de absorcion
en el infrarojo medio (MIR; por sus siglas en inglés: Mid-Infrared). Una dificultad en medir
la vibracion fundamental del CO, para la aplicacion del proceso analitico es la fuerte
absorcion del agua a 2342 cm™, el cual restringe el trayecto optico para las mediciones de
transmision de unos pocos micrometros utilizando las fuentes térmicas de Iluz
convencionales. Siendo una posible solucion realizar mediciones a reflexion total atenuada
(ATR, por sus siglas en inglés: attenuated total reflection). Sin embargo la sensibilidad de
la técnica ATR hacia la contaminacion de la superficie ATR plantea problemas practicos y
por tanto es de interés en aplicaciones de procesos analiticos. Una salida a este problema
seria el uso de una fuente de luz apropiada y de gran alcance que permita las mediciones de
transmision a pasos Opticos extendidos (>100 um). Recientemente, los laseres de cascada
cuantica a temperatura ambiente (QCL, por sus siglas en inglés: Quantum Cascade Lasers)
se han hecho disponibles para este proposito. Los QCLs son laseres semiconductores que
consisten en capas delgadas bien definidas de diferente composicion quimica, donde la
generacion de luz se basa en una transicion intersubbanda dentro de la banda de
conduccion. El uso de QCL para espectroscopia MIR ha sido principalmente reportada en
medidas en fase gas. Sin embargo, la ventaja de QCLs sobre laseres de diodos es también
significante cuando las mediciones se realizan en fase liquida, como en anélisis de flujo de

inyeccion (FIA) o cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Lendl, 2004).
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Fig. 2.20. Comparaciéon del espectro de absorciéon del CO, acuoso (1.35g/L)
medido en una celda de flujo de referencia de 41 um contra la celda llena de
agua (escala de la izquierda) y el espectro de emision (escala derecha) del QCL
disponible.

2.6.2 Determinacion de CO; en Diferentes Muestras de Gas Mediante el Uso del
Aparato de Orsat
El analisis de los gases se realiza de acuerdo con la ley de Amagat, que establece que en

una mezcla gaseosa, la suma de los volumenes de los componentes es igual al volumen
total de la mezcla. Por otra parte existen reactivos quimicos que absorben selectivamente,

por un proceso de quimisorcion, los componentes de la mezcla (Torreguitar, 1968).
Entonces para el biogés se tiene:
V =Vco2 + Vcus + Votros Ec. (2.15)
Ahora, si por medio de un reactivo adecuado se absorbe el CO, tendremos:
%Vcor,=[V—(Vcus + Voos)] / V Ec. (2.16)

En el aparato de Orsat (Fig. 2.21) esto se realiza sobre un volumen V = 100 cm® que facilita
la medicién, leyendo directamente el volumen de gas absorbido. El resto (no absorbido)
esta constituido por metano (CH4) y los otros gases que supuestamente se encuentran en

mucha menor proporcion (Yank, 2002).
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Fig. 2.21. Aparato de Orsat. Bureta de
medida A; el frasco nivelador F; el filtro
de gas H y las pipetas de absorcion B,
C, D y E, las cuales se conectan entre si
mediante llaves I (Severns, 2007).

2.6.3 Medicion del Flujo de CO; en Suelo.

Este método se basa en la capacidad de algunos compuestos alcalinos como el hidroxido de
sodio (NaOH), en reaccionar con el CO, del aire. Para estas determinaciones se colocan
recipientes de plastico boca abajo sobre varios lugares de muestreo para actuar como
camaras de aire para recoger el CO; del suelo. Se coloca un recipiente mas pequefio de
NaOH dentro de cada camara de aire para atrapar el CO,. Este sistema usa las propiedades
de 4cido débil del CO, en una reaccion de neutralizacion dacido-base que produce

carbonato:
Ec. (2.17)

Mientras haya un exceso de iones OH (como resultado de la disociacion de NaOH), el
equilibrio se desplazara hacia la derecha, produciendo carbonato. Después de un periodo de
incubacion, se recoge el NaOH y el carbonato se precipita usando cloruro de bario (BaCl,)
en forma de carbonato de bario (BaCOs) insoluble. La cantidad de cristales blancos

formados es proporcional a la concentracion de carbonato presente.

COZ +2Na" +2Ba*" +2ClI"—— BaCO, | + 2NaCl Ec. (2.18)
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La cantidad de CO, absorbida por la solucion alcalina se puede medir con una simple

valoracion (Rochette, 2005).

Tabla. 2.2 Ventajas y desventajas de algunos métodos para la determinacion de CO,. Todas las técnicas

presentan diferentes condiciones de trabajo, por lo cual todas seran adecuadas, para el fin que se les requiera.

Técnica para la Ventajas Desventajas

determinacion de CO,

v Espectrometria en Llega a medir CO, Laposible interferencia del agua en 2342
el Infrarrojo medio especificamente. em™.

usando laseres de Permite las mediciones de Pocas referencias en CO, Liquido.

cascada cuantica. transmision a pasos Opticos Alto costo del equipo.

extendidos (>100 um).
v" Determinaciéon de Mide el CO, producido en El instrumental es bastante y sofisticado.
CO, en Diferentes combustiones o mezcla de La muestra puede sufrir contaminaciones
Muestras de Gas gases. dentro del aparato de Orsat

Mediante el Uso Permite lecturas continuas en (determinacion indirecta).

del Aparato de instalaciones fijas. No mide CO, en solucion.
Orsat

v" Medicién del Flujo  Sencillez. Cuantificacion indirecta.
de CO; en Suelo. Bajo costo Toxicidad del BaCl,.

Contaminacion de otros carbonatos que
no provienen del CO, en la solucién y

pueden interferir.

v" Potenciometria con Sencillez. Tiempo de respuesta alto.
sonda selectiva a Bajo costo. Presenta interferencias.
gases. Determinacion de varias Pretratamiento de la muestra.

muestras en corto tiempo..

2.7 VALIDACION DE METODOS.
Es extraordinaria la evolucidn tan rapida de la validacion de métodos analiticos que se ha

dado en la ultima década. En los 40’s se dieron los lineamientos para poder realizar una

validacién de métodos analiticos y en los 60’s se introdujo este concepto a nuestro pais

54



Validacién de un método analitico para la determinacion de CO,

Adrian Ricardo Hipolito Najera

(Lozano C. L., 1998). Desde los ultimos 15-20 afios, los métodos de validacion han estado

sujetos a muchas discusiones (Rozet, E., 2011).

La validacion de un método es el proceso utilizado para confirmar que el procedimiento

analitico empleado para una prueba especifica es adecuado para su uso previsto. Los

resultados para la validacion del método pueden ser utilizados para juzgar la calidad, y

consistencia de resultados; es una parte integral de cualquier practica analitica buena.

Los métodos analiticos necesitan ser validados o revalidados

Antes de su introduccidén en uso rutinario;
Cuando las condiciones cambian por las cuales el método ha sido validado (e. g., un
instrumento con diferentes caracteristicas o muestras con diferente matriz);

Cuando el método se cambia y el cambio esta fuera del alcance del método.

La validacion del método ha recibido considerable atencidon en la literatura, de comités

industriales y agencias regulatorias.

La Administraciéon de Alimentos y drogas de Estados Unidos (U. S. FDA 6 FDA,
por sus siglas en inglés: United States Food and Drugs Administration) (U. S. FDA,
Code of Federal Regulations: 21 CFR 211) solicita en la seccion 211.165(e)
métodos para ser validados: la exactitud, sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad de las pruebas del método empleado por la empresa debera
establecerse y documentarse. Tal validacion y documentacioén puede ser consumada
de acuerdo con la Seccion 211.194(a). Estos requerimientos incluyen una
declaracion de cada método usado en la prueba de la muestra para conocer las
propiedades de los estandares o la precision y confiabilidad, tal como se aplica al
producto a prueba. La U. S. FDA también ha propuesto una orientacion para la
industria para Validacion de Métodos y Procedimientos Analiticos. (U. S. FDA,
2000).

La norma ISO/IEC 17025 incluye un capitulo sobre la validacion de métodos

(ISO/IEC 17025, 2005) con una lista de nueve parametros de validacién. La
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Conferencia Internacional sobre la Armonizacion (/CH, por sus siglas en inglés:
International Conference on Harmonization) (ICH, 1996a) ha desarrollado un texto
de consenso sobre validacién y procedimientos analiticos. El documento incluye
definiciones para ocho caracteristicas (parametros) de validacidon; Especificidad,
Linealidad, Limite de cuantificacién, Limite de deteccion, Rango, Exactitud,
Precision (Repetibilidad, Precision Intermedia, Reproducibilidad) y Robustez. ICH
también desarroll6 una guia con metodologia detallada (ICH, 1996b).

e La U S. EPA prepar6 una guia para el desarrollo y validacion de métodos para la
Ley de Conservacion y Recuperacion (RCRA, por sus siglas en inglés: Resource
Conservation and Recovery Act) (RCRA, 1995). La Asociacion Oficial de Quimicos
Analistas o La Asociacion de Comunidades Analiticas (AOAC por sus siglas en
inglés: Association of Olfficial Analytical Chemists frecuentemente llamada también
The Association Of Analytical Communities), la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (U. S. EPA, por sus siglas en inglés: United States
Environmental Protection Agency) y otras organizaciones cientificas proveen

métodos que son validados mediante estudios multi-laboratorios.

La Convencion de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés: The
United States Pharmacopeial Convention), ha publicado guias especificas para validacion
de métodos para la evaluacion de compuestos (USP, 2007). La USP define ocho pasos para

la validacion:

e Exactitud

e Precision

e Especificidad

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion
e Linealidad y rango

e Solidez

e Robustez
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La U. §. FDA también ha publicado una guia para la validacion de métodos bioanaliticos
(U.S. FDA - Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, 2001). EI documento
mas completo es el informe de la conferencia de Washington en 1990: Validacion de
M¢étodos Analiticos: Estudios de Biodisponibilidad, Bioequivalencia y Farmacocinética, el
cual fue patrocinado, entre otros; por La Asociacion Americana de Cientificos
Farmacéuticos (AAPS, por sus siglas en inglés: the American Association of
Pharmaceutical Scientists), la AOAC y la U. S. FDA. El informe presenta principios guias
para los estudios de validacion de humanos y animales. El informe también ha sido usado
como una base para el documento de la guia industrial de la U. S. FDA (U.S. FDA -
Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, 2001).

Representantes de la industria farmacéutica y quimica han publicado articulos de métodos
de validacion. Hokanson (G. C. Hokanson, 1994 parte I; G. C. Hokanson, 1994b parte 1I)
aplico el enfoque de ciclo de vida, desarroll6 sistemas computarizados para la validacion y
revalidacion de métodos. Green (J. M. Green, 1996) dio una guia practica para validacién
de métodos, con una descripciéon de un conjunto de requerimientos minimos para un
método. Renger y sus colegas (B. Renger, et al, 1995) describieron la validacién de un
procedimiento analitico especifico para el analisis de teofilina en una tableta usando
Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC, por sus siglas en inglés: High-
Performance Thin Layer Chromatography). El procedimiento de validacion en este articulo
en particular se basa en requisitos para el registro de la Union Europea multiestatal (Huber

L., 2007)

Wegscheider (Wegscheider, 1996) ha publicado procedimientos para la validacién de
métodos con un enfoque especial en calibracion, experimentos de recuperacion,
comparacion de métodos e investigacion en solidez. Seno ef al, (Seno S., 1997) han
descrito como los métodos analiticos son validados en un laboratorio de control de calidad
(QC, por sus siglas en inglés: Quality Control) japonés. La 404C (AOAC, 1998) ha
desarrollado un programa de validacion de métodos verificado por pares (Peer-Verified),
con guia detallada sobre cuales parametros exactamente deben ser validados. Winslow y
Meyer (Winslow P. A., 1997) recomendaron la definicién y aplicacién de un plan maestro

para validar métodos analiticos. J. Breaux y colegas han publicado un estudio sobre el
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desarrollo de métodos analiticos y validacion (Breaux J., 2003). El punto clave es el
desarrollo de métodos para facil validacion y revalidacion. Krause publico una guia para
transferir métodos analiticos, comparabilidad, mantenimiento y criterios de aceptacion para

la prueba de biofarmacéuticos (Krause S.O., 2006).

Este manual ofrece una revision y estrategia para la validacion de métodos analiticos tanto
para desarrollo de métodos como también métodos estdndar y una recomendacion sobre la
documentacion que debe ser producida durante y en la terminacion del método de

validacion. También describe que es importante cuando se transfiere un método.

2.7.1 ;Por qué es necesaria la validacion del método?

La validacion de un método es un requisito importante en la practica del analisis quimico.
Sin embargo, la percepcion de su importancia, jpor qué debe hacerse?, ;jcudando?, y
exactamente /qué necesita hacerse?, parece ser deficiente entre los quimicos analiticos. En
la literatura técnica ya hay mucha informacion relacionada a la validacion de métodos,
especialmente a métodos especificos, pero muy frecuentemente es subutilizada (Eurachem,
1998). Algunos analistas ven la validacion de métodos como algo que sdlo puede hacerse

en colaboracion con otros laboratorios y por consiguiente no la realizan (Eurachem, 1998).

Muchos aspectos de la sociedad, estin virtualmente apoyadas de algin modo por
mediciones analiticas. Por lo tanto es importante determinar el resultado correcto y ser
capaz de demostrar que lo es. La validacion del método permite a los quimicos demostrar
que el método es adecuado para su proposito. Para que un resultado concuerde con el
proposito requerido, debe ser lo suficientemente confiable para que cualquier decision
basada en éste pueda tomarse con confianza. Asi el desempeiio del método debe validarse y
debe estimarse la incertidumbre del resultado a un nivel de confianza dado. La
incertidumbre deberd ser evaluada y establecida de una forma que sea ampliamente
reconocida, consistente de forma interna y facil de interpretar. La mayor parte de la
informacion requerida para evaluar la incertidumbre se puede obtener durante la validacion

del método (Eurachem, 1998).
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Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parametros de desempefo
son adecuados para el uso en un problema analitico especifico, por ejemplo; un nuevo
método desarrollado para un problema especifico, un método establecido usado en un
laboratorio diferente o con diferentes analistas o con diferente instrumentacion, etc.
Siempre es apropiado algin grado de validacion, aun cuando se usan métodos

aparentemente bien caracterizados ya sean de referencia o publicados (Eurachem, 1998).

La aceptacion o no, de los métodos validados por un solo laboratorio con propdsito de
normalizacién dependera de los lineamientos que cubren el area de medicién concerniente.
Los diferentes parametros de desempefio de un método generalmente son: 1) Limite de
deteccion, 2) Limite de cuantificacién, 3) Linealidad, 4) Exactitud, 5) Precision, 6)
Robustez, 7) Especificidad, 8) Sensibilidad; y segtn la aplicacion analitica del método se

elijen los parametros (Eurachem, 1998).

2.7.2 Parametros de Desempeiio.

2.7.2.1 Limite de Deteccion (LD).

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad relacionada,
como en el andlisis de trazas, es importante saber cudl es la concentraciéon mas baja del
analito o el valor de su propiedad relacionada, que puede detectarse confiablemente por el
método. Surge confusion debido a que no existe actualmente un acuerdo universal sobre la

terminologia aplicada.

La ISO utiliza como un término general valor minimo detectable de la variable de estado
definida el cual en quimica se traduce como la concentracion neta minima detectable (ISO
11843-1:1997). La IUPAC es cautelosa en el uso de /imite de deteccion pretiriendo valor
(verdadero) minimo detectable (IUPAC Recommendations 1995).

Ademas la IUPAC en las recomendaciones para la nomenclatura para electrodos selectivos
a iones (ISEs) (IUPAC Recommendations 1994); define al limite de deteccion, por analogia

con las definiciones adoptadas en otros campos, como la concentracion por la cual, bajo
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condiciones especificadas, la fuerza electromotriz (fem o E) de celda, se desvia del valor de
fem promedio en la region I (Fig. 2.22) por un multiplo del error estdndar de una sola
mediciéon de fem en esta region I. El mdltiplo seleccionado depende de un nivel de
significancia estadistica. La fundamental diferencia en la naturaleza de la potenciometria
ISE (su respuesta logaritmica) comparada a métodos lineales, justifica otro tipo de
definicion de LD. En aras de la conveniencia practica, una definiciéon mas simple (y mas
conveniente) es recomendada en este momento, el limite de deteccidon practico mas bajo
puede ser tomado como la actividad (o concentracion) de la substancia A en el punto de
interseccion del rango medio extrapolado y el segmento de la curva de calibracion a bajas

concentraciones, como se muestra en la Fig. 2.21. (IUPAC Recommendations 1994.)

Region T

Fuerza Electromotiva (fem)

LDyin. LDy
LD peq,
-log (a))
Fig. 2.22. Determinacion del limite de deteccion (LD) de electrodos selectivos a
iones por el método de punto de cruce (cross point). (LDyeq. €s el valor mas
probable para el LD determinado por el punto de cruce de las lineas situadas en
los segmentos lineales de la curva de fem contra -loga; donde a; denota la
actividad individual del i6n primario, i. El LD, ¥ LDy, Son el mas bajo y el
mas alto valor determinado como el LD teniendo en cuenta el minimo y el
maximo valor de pendiente (95% de valores de confianza) de las lineas situadas
al dato experimental.)

Cabe resaltar que en el compendio de tecnologia quimica de la [IUPAC de 1985 se define
‘El limite de deteccion, expresado como la concentracion Cy, o la cantidad Qy, se deriva de
la medida mas pequefia X; que puede detectarse con certeza razonable por un

procedimiento analitico dado. El valor de X; es dado por la ecuacion:
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X1=XpitKSp;

Donde Xy es la media de las mediciones del blanco y Sy, la desviacion estandar de las
mediciones del blanco y k es un factor numérico elegido de acuerdo al nivel de confianza
deseado’ Normalmente, para propositos de validacion es suficiente proporcionar un
indicativo del nivel al cual la deteccion resulta problematica. Para este proposito la

aproximacion “blanco +3S” usualmente sera suficiente. (Eurachem 1998).

En este trabajo se determinara el Limite de Deteccion conforme lo estipulan las

recomendaciones de la [IUPAC para electrodos selectivos de iones.

2.7.2.2 Limite de Cuantificacion (LC).

El limite de cuantificacion (LC) estrictamente es la concentracion mas baja del analito que
puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad y veracidad

(Eurachem. 1998).

La habilidad para cuantificar se expresa generalmente en términos de la sefial o valor
(verdadero) del analito que producird estimaciones con una desviacion estdndar relativa

(RSD) especificada, comiinmente del 10%. Asi:
Lo=kooo

Dénde Ly Limite de Cuantificacion, op es la desviacion estandar en ese punto, y ko es el
multiplicado cuyo reciproco es igual a la RSD seleccionada y cuantificada. Ell valor por

omision de ko propuesto por la IUPAC es de 10 (Eurachem, 1998)

Para ISEs; en este caso la sonda selectiva a CO,, el LC puede definirse como el contenido
igual o mayor que el menor punto de concentracion en la curva de calibracion. Limite mas
bajo de una respuesta nernstiana (en el intervalo lineal), el cual es el menor punto util para

realizar determinaciones (Evans, 1987).

En este trabajo se determinard el limite de cuantificacion como se ha recomendado para

electrodos selectivos de iones.
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2.7.2.3 Linealidad.

Define la habilidad del método para obtener resultados de la prueba proporcionales a la
concentracion del analito. Se deduce que el intervalo lineal es el intervalo de concentracion
del analito dentro del cual los resultados de prueba obtenidos por el método son

proporcionales a la concentracion del analito. (AOAC International, 1994).

2.7.2.4 Exactitud.

Es la proximidad de concordancia entre el resultado de una medicion y el valor de
referencia aceptado. El término exactitud cuando se aplica a una serie de resultados de
prueba, involucra una combinacion de componentes aleatorios y una componente de error

sistematico o sesgo. (ISO 3534-1:1993)

La cantidad referida a las diferencias entre la media de una serie de resultados o un
resultado individual y el valor el cual se acepta como valor verdadero o correcto para la

cantidad medida. (IUPAC Compendium of Chemical Technology, 1987).

2.7.2.5 Precision.

Es la proximidad de concordancia entre los resultados de pruebas independientes obtenidos
bajo condiciones estipuladas. La precision depende s6lo de la distribucion de los errores
aleatorios y no se relaciona con el valor verdadero o valor especificado. La medida de la
precision generalmente se expresa en términos de imprecision y se calcula como una
desviacion estandar de los resultados de la prueba. Resultados de prueba independientes
significa que los resultados fueron obtenidos de tal forma que no son influenciados por
cualquier otro resultado previo sobre el mismo o similar objeto de prueba. Las mediciones
cuantitativas de la precision dependen en forma critica de las condiciones estipuladas. La
Repetibilidad (r)y la Reproducibilidad (R) son series particulares de condiciones extremas

(ISO 3534-1:1993).
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2.7.2.5.1 Repetibilidad (r):

Precision en condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones segun las cuales los
resultados independientes de una prueba se obtienen con el mismo método, sobre objetos de
prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo
y dentro de intervalos de tiempo cortos. (ISO 3534-1:1993). En resultados de mediciones es
la proximidad de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo
mensurando realizadas bajo las mismas condiciones de medicion. (Eurachem, 1998). En un
instrumento de medicion es la aptitud de un instrumento de medicion para proporcionar
indicaciones muy semejantes entre si por aplicaciones repetidas del mismo mesurando bajo

las mismas condiciones de medicion. (Eurachem, 1998)

2.7.2.5.2 Reproducibilidad (R).

Precision bajo condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones segun las cuales los
resultados de prueba se obtienen con el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos,
en diferentes laboratorios, por diferentes operadores, usando diferentes equipos
(dependiendo del estudio o método a validar). Una definicién valida de reproducibilidad
requiere que se especifiquen las condiciones de prueba modificadas. La reproducibilidad
puede expresarse cuantitativamente en términos de la dispersion de los resultados. (ISO

3534-1:1993).

2.7.2.6 Especificidad.

La capacidad de un método para determinar exactamente y especificamente el analito de
interés en presencia de otros componentes en una matriz de muestra bajo las condiciones de

prueba establecidas (Eurachem, 1998).

2.7.2.7 Sensibilidad.

El cambio en la respuesta de un instrumento de medicioén dividido por el correspondiente

cambio del estimulo. El estimulo puede ser por ejemplo, la cantidad del mensurando
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presente. La sensibilidad puede depender del valor de estimulo. Aunque esta definicion se
aplica claramente a un instrumento de medicidon, también puede aplicarse al método
analitico como un todo, tomando en cuenta otros factores tales como el efecto de los niveles

de concentracién (Eurachem, 1998).

La respuesta nernstiana, implica una sensibilidad ideal. La respuesta nernstiana se revela
cuando una curva de la diferencia de potencial (£) de la celda del ISE (electrodo, con un
electrodo de referencia exterior) contra el logaritmo de la actividad idnica de una especie
dada (aa) es linear con una pendiente de 2.303RT/zsF (59.16/z4 mV por unidad de cambio
0 paa a 298.15K) (Pure & appl. Chem. 1994).

2.8 CURVA DE ADICIONES PATRON EN UNA SONDA SELECTIVA A GASES.
El método de adiciones patron consiste en afiadir cantidades conocidas de analito al

problema, cuyo contenido en analito se quiere determinar. A partir del aumento de sefial se
deduce cuanto analito habia en la muestra problema. Este método requiere una respuesta
lineal frente al analito. La adicion de patron es especialmente apropiada cuando la
composicion de la muestra es desconocida o compleja y afecta a la sefal analitica. Dentro
del método de adiciones patron se encuentran dos maneras para llevarla a cabo a) Volumen
Constante; donde se agrega volimenes iguales de la muestra problema y a continuacion se
afiaden volumenes crecientes de patron a cada matraz, para finalmente, diluir cada matraz
al enrase (Fig. 2.23), y b) Volumen Variable; donde se tiene un volumen de concentracion
desconocida de analito y a la cual se le agregan pequenas cantidades de una solucién

estandar, realizando mediciones a cada adicion de estandar (Harris, D. C., 1999).

Debido a que en este trabajo se hace uso de una sonda sensible a gases (la cual tiene gran
similitud con un ISE), la respuesta del analito es directamente proporcional al logaritmo de
la concentracidn, ademas debido a que se realizard en una matriz de la cual no se conocen

sus componentes sera necesario utilizar una curva de adiciones patron.
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Poner 5 mi de muosira en cada matraz

Seiial analitica

Lectura del problema sin

Concentracién de analito e patron anadido.
Enrasar a 50 mL y mezclar en el problema. L7
L \r’ | T R R T B A
-0,04 -0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08
Concentracion de analito afiadido, (M)
a) b)

Fig. 2.23. a) Andlisis aplicando el método de adiciones patrébn a volumen constante. Suponga que la
disolucién que se afiade a cada frasco contiene patron 0.200 M. Al final del procedimiento, al frasco 1 no se
afiadi6 patron. El frasco 2 contiene patron 0.0200 M (es decir, 5.00 mL. diluidos a 50.0 mL). Los matraces 3,
4 y 5 contienen 0.0400, 0.0600 y 0.0800 M de patron, respectivamente. b) Tratamiento grafico de la
experiencia de adicion patron. Las adiciones de patron deben aumentar la sefial analitica entre 1,5 y 3 veces el
valor original (es decir, B=de 0,5A a 2A.).

Por lo cual el método grafico de adiciones patron para electrodos selectivos, en este caso
una sonda, se basa en la ecuacion de la respuesta de la misma (Guofeng Li; 2000 y Harris,

D. C., 1999).

Se comienza con la ecuacion de una curva de calibracion normal para la sonda,

donde; E es el potencial obtenido, S la pendiente y C es la concentracion.

E=K+SlogC Ec. (2.19)

Donde (Cges.: Concentracion desconocida del analito; Vj: volumen de alicuota; Cy,:
Concentracion conocida o agregada de cada estandar; Vgg: Volumen de estandar
conocido o agregado de cada estandar)

C’ — Cdech;) + Csthstd
4

Ec. (2.20)
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Sustituyendo se tiene;

4 —aa oy Ec. (2.21
& V. (2.21)
Haciendo un despeje de la ecuacion y aplicando antilogaritmo;
— avs Ec. (2.22
s 5 v (2.22)
1V — Ec. (2.23
7 (2.23)
VolV -~ = Cdese¥ o T std std EC. (224)

Ahora, si se desea remover algin efecto que relaciona parte del analito, necesitamos
dividir la respuesta con adicion estandar por la respuesta sin adicion estandar;

VO 10~ _ C V() + ("vstd Vstd

desc

- Ec. (2.25)
E-K
— C..V.
VOIO S desc” 0
Nuevamente la ecuacion se despeja;
v — T C " Ec. (2.26)

C

deSC‘VO
Ya que puede utilizarse cualquier unidad de concentracion como Cg Vs en el eje de
las x y CgescVo como la concentracion del problema, en este trabajo se utilizard Cyy y

Cesc €n partes por millon: ppm; respectivamente por lo qué:

1V — 1T L Ec. (2.27)

desc

Obteniendo finalmente una ecuacion de la forma y=b+mx, donde E’ es la respuesta
de la cantidad x de estandar agregado (£ es la respuesta cuando no se ha agregado
estandar Cstd=0). La pendiente de esta linea serd m=1/C. Si se desea usar el
enfoque mas tradicional de la adicion estdndar usando la interseccion en el eje x,
entonces cuando y=0, la interseccion sera en x=-b/m. (Zellmer, 1999).
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3.1 MATERIALES

K/
L X4

«%

%

Electrodo para dioxido de carbono 57 341 200. Marca Mettler Toledo.

Kit de membranas con solucion de electrolito de CO, de llenado. Marca Mettler
Toledo.

Potenciometro SevenMulti S47-dual pH/conductividad. Marca Mettler Toledo.
Unidad de Expansion para conductividad, para potenciometro SevenMulti. Marca
Mettler Toledo

Cable de conexion tipo 4S7, con especificaciones para el electrodo o sonda de uso.
Marca Mettler Toledo

Fuente de alimentacion de 9Vdc 7W, para potenciometro SevenMulti.

Agitador magnético LAB DISC S1. Marca IKA.

Barras magnéticas

Vasos de precipitados. Marca Pyrex(30, 50, 100, 250 mL)

Matraces aforados. Marca Pyrex(50, 100, 250 mL)

Pipetas volumétricas. Marca Pyrex(1, 5, 10, 15 mL)

Micropipétas. Marca Thermo Scientific (200 uL.,1000 pL, SmL)

Espatula

Pizeta

Puntas para micropipeta

Soporte para electrodos Seven. Marca Mettler Toledo

Celda termostatada

Termometro. Marca Brannan

Bafio Recirculador con enfriamiento

Mangueras

Parafilm®
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3.2 REACTIVOS QUIMICOS
NaHCOs; (Bicarbonato de Sodio, polvo), Peso formula: 84.01 uma.

Ensayo: 100.3%; Marca ‘Baker Analyzed’.

HOC(COONa)(CH,COONa),*2H,0 (Citrato de Sodio, Dihidrato, Granular), Peso formula:
294.10 uma. Ensay0:99.2%; Marca ‘Baker Analyzed’

HCI (Acido Clorhidrico), Peso formula: 36.46 uma.
Ensayo: 36.5% Marca ‘Quimica Meyer’.

NaCl (Cloruro de Sodio), Peso férmula: 58.4 uma.
Ensayo: 100% Marca ‘Reactivos y Productos Quimicos Finos S. A. de C. V.’

NaOH (Hidroxido de Sodio), Peso formula: 40.00 uma.
Ensayo: 98.6% Marca ‘Quimica Meyer’.

Agua desionizada

Resistividad: 18.2 MQecm
Marcas de muestras comerciales de refrescos de 600 mL en plasico PET.

Coca-Cola, Coca-Cola Light, Coca-Cola Zero, Coca-Cola Light sin Cafeina, Pepsi, Pepsi
Light, Pepsi Max, Pepsi Kick, Diet Rite Cola, Red Cola Light Pepsi Light, Red Cola, Red
Cola Light, y Pefiafiel sabor Fresa.
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3.3 Cuidados del electrodo.
Antes de preparar el electrodo de CO, para su uso, preparar una solucién 0.1 M de NaCl.

Remover la capa hidratante (Fig. 3.1) y enjuagar el electrodo integrado de pH con agua

desionizada.

Rellenar el modulo de la membrana con 15 gotas o de 0.8 a 1 mL. de solucion de electrolito
que contiene menos del 1% de NaCl y menos del 1% de NaHCOs, remover las burbujas
adheridas a las paredes golpeando ligeramente con los dedos. Atornille el modulo de la
membrana al cuerpo del electrodo (Fig. 3.1) y sumerja el electrodo a la solucién 0.1M de
NaCl al menos 30 minutos antes de trabajar para precondicionarlo entre mas tiempo se deje

en la solucion de NaCl se esperaran mejores resultados.

La membrana permeable al gas o la membrana del electrodo integrado de pH no deben ser

tocadas con los dedos.

Cuando el electrodo no esté en uso debe guardarse inmerso en una solucion 0.1M de NaCl,
al menos por unos dias. Para periodos mas largos, el modulo de la membrana se remueve y
el electrodo de pH se enjuaga con agua desionizada. Llenar la tapa hidratante con agua
desionizada y ajustar al electrodo de pH integrado. Se guarda posteriormente en el empaque

original por tiempo indefinido.

El electrodo no debe sumergirse a una profundidad mayor que el modulo de la membrana o

a mas de 6 cm o menor de 2.5 cm.
Después de adicionar la solucion amortiguadora el pH debe ser menor de 4.8.

Todas las mediciones deben llevarse a cabo bajo las mismas condiciones de agitacion e

idénticas barras magnéticas.

Cuando se calibre por primera vez al menos se deben usar 3 puntos de calibrado (Carbon

Dioxide Electrode. Instruction manual, 2011).
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Cable de conexion.

Cuerpo
del
electrodo

Modulo
dela
Membrana

Fig 3.1. Electrodo Selectivo de CO,, partes que lo conforman: 1. Tapon
de rosca, 2. Cuerpo del electrodo de plastico, 3 y 4. Electrodo de
referencia Ag/AgCl y membrana de vidrio para pH, 5. Tapa hidratante, 6.

Modulo del cuerpo de plastico, 7. Membrana gas-permeable (micro-poro).
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3.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

3.4.1 Validacion del Método
Linealidad, Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC).

Preparacion de NaHCOj; sdlido a peso constante.

Secalienta en
Sepesauna
carllotidad de laestufaa /p ~ Secoloca en
NaHCO 100 Cpor30| L——7| undesecador
: min 5 por 30 min
— —> |l
=)
\
Sepesa Repetir hasta
nuevamente queel peso Sepesa
sea constante nuevamente
Secalienta en
laestufaa
0,
Secolocan en 100 “C por

.En desecador &

Fig. 3.2. Diagrama de flujo de como se llevo a peso constante el NaHCO;.

Preparacion de soluciones.

e Soluciones estandar de CO, a partir de NaHCO:s.

Se llevo a un aforo Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL en un matraz de 100 mL
Se pesaron y disolvieron Solucién A Se pesaron y disolvieron Solucion B
15.0366g de 31603.05 4.7582g de
.05 ppm de CO g 10000.51 de CO
NaHCO; apeso ? NaHCO; a peso ppmae ™t
constante constante.

Fig. 3.3. Preparacion de la soluciones madre (solucion A y B), con las que fue posible preparar todo el
conjunto de estandares. La ecuacion 2.6 se utiliza para los calculos estequiométricos.
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Se tomaron 5 mL Se tomaron 5 mL Se tomaron 5 mL Se tomaron 5mL  Setomaron 0.5mL Se tomaron 0.5 mL
se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron
a50mL a50mL a50mL a50mL a50mL a50mL

Solucion A Solucién A Solucién A, Solucién A, Solucién A, Solucion Ag Solucién Ag
31603.05ppm 3160.30 ppm 316.03 ppm 31.60 ppm 3.16 ppm 3.16x102 ppm 3.16x10*ppm

Se tomaron 5.625 mL
se aforaron

a 100 mL Se tomaron 0.5 mL
se aforaron
a50mL
Se tomaron 5 mL Se tomaron 5mL  Se tomaron 5 mL Se tomaron 0.5 mL
se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron
as50mL a50mL a50mL a50mL
Solucién C, Soluciéon C, Soluciéon C, Solucion Cy Solucion As Solucion A4
1777.67 ppm 177.77 ppm 17.78 ppm 1.78 ppm 0.31 ppm 3.16x107 ppm
Se tomaron 5 mL Se tomaron 5 mL Se tomaron 5 mL Se tomaron 5 mL  Se tomaron 0.5 mL Se tomaron 0.5 mL
se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron se aforaron
a50mL a50mL a50mL a50mL a50mL a50mL
Soluciéon B Solucion B, Solucién B, Soluciéon B, Solucién B, Soluciéon Bg Solucion Bg
10000.51 ppm 1000.05 ppm 100.01 ppm 10.00 ppm 1.00 ppm 0.01 ppm 1.00x10#

Se tomaron 5.625 mL
se aforaron

a 100 mL Se tomaron 0.5 mL
se aforaron Se tomaron 0.5 mL
a50mL
Se tomaron 5 mL Se tomaron 5 mL se aforaron
se aforaron se aforaron a50 mL

a50mL a50mL
Solucién D, Solucién D, Soluciéon Dy Solucién B Soluciéon B,
562.53 ppm 56.25 ppm 5.63 ppm 0.10 ppm 1.00x10-3 ppm

Fig. 3.4. Diagrama que muestra la preparacion de cada estandar, a partir de las soluciones A y B, asi como la concentracion a la que fue

ron preparadas.
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Solucion amortiguadora de Citratos pH = 4.5.

Sepesaron ~ Sedisolvieron con Sellevé a un
107.8446¢g agitacion aforode250 pmL
e T —_—
. Se adicioné HC1
concentrado hasta
unpH=4.5
Citrato de Sodio
Dihidratado

Pureza: 99.9%

Fig. 3.5. Preparacion de la solucion amortiguadora de Citratos a pH = 4.5.

Determinacion de la respuesta analitica.

—> —> —>
(a). Preparacion
de la alicuota de (d). Se coloca en
1§ . mL  por (). El electrodo se (c). Seagrega 1.9 agitacion, 'y  se
triplicado. sumerge en la alicuota y mL de solucion determina la
se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
potenciometro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.6. Determinacion de la respuesta analitica para cada concentracion para la determinacion de:
Linealidad, LD y LC. Nota: Las determinaciones se realizaron de la concentracion mas diluida a la mas
concentrada por triplicado.
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Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad).

Preparacion de soluciones.

e Soluciones estandar de CO; a partir de NaHCO;

constante (Fig. 3.2).

Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion A
0.1912g de 1004.63 ppm de CO,
NaHCOj; apeso
constante

Sellevé a un aforo
en un matraz de 100 mL

Solucion C
322.09 ppm de CO,

Se pesaron y disolvieron
0.0613 g de
NaHCOj; apeso
constante

Se someti6 una cantidad de NaHCOs a calentamiento (100°C) y se llevd a peso

Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion B
0.1077gde 565.89 ppm de CO,
NaHCOj; apeso
constante.

Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion D
0.0344 g de 180.75 ppm de CO,
NaHCOj; apeso
constante.

Fig. 3.7. Preparacion de las soluciones madre de CO, en partes por millon (ppm) y por pesadas
independientes, a partir de NaHCO; llevado a peso constante.
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Se tomaron 10 mL  Se tomaron 10 mL
se aforaron se aforaron
a 100 mL a 100 mL
—> —
Solucion A Solucion A, Solucion A,
1004.63ppm 100.46ppm 10.05 ppm

Se tomaron 10mL  Se tomaron 10 mL
se aforaron se aforaron
a 100 mL a 100 mL
e e
Soluciéon B Solucion B, Solucion B,

565.89 ppm 56.59 ppm 5.66 ppm

Se tomaron 10 mL
se aforaron

a100 mL
Solucion C Solucion C,
322.09ppm 32.21 ppm

Se tomaron 10 mL
se aforaron

a100 mL
Solucion D Solucion C,
180.75 ppm 18.07 ppm

Fig. 3.8. Preparacion de las soluciones de CO; en partes por millon
(ppm) por diferentes diluciones a partir de las soluciones madre A,
B, Cy D. Teniendo asi 10 niveles diferentes de concentracion.

Determinacion de la respuesta analitica.

—> — —>
(a). Preparacion de (d). Se coloca en
la alicuota de 15 mL (b). El electrodo se (c). Se agrega 1.9 agitacion, 'y  se
por duplicado a sumerge en la alicuota y mL de solucion determina la
cada concentracion. se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
(Fig.3.6y 3.7). potenciémetro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.9. Determinacion de la respuesta analitica para la determinacion de: Precision. Nota: Las
determinaciones se realizaron de la concentracion mas diluida a la mas concentrada, por tres analistas
diferentes, realizando un total de 6 determinaciones para cada estandar; 2 repeticiones de cada estandar por
cada analista.
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Sensibilidad.
Preparacion de Soluciones.

e Soluciones estandar de CO; a partir de NaHCO;
- Se someti6 una cantidad de NaHCOj s6lido a calentamiento (100°C) y se llevo a

peso constante (Fig. 3.2).

Sellevo a un aforo
enun matraz de 50 mL

K\/ Se tomaron 20 mL Se tomaron 10 mL

se aforaron se aforaron
a 100 mL a100 mL
Se pesgrgr914y9 dizolvieron Solucién B Solucién B Solucion B
oede 997.28 ppm de CO
NaHCOj; a peso pp 2 199.46 ppm de CO, 19.95 ppm de CO,
constante.

Fig. 3.10. Preparacion de 2 diferentes soluciones para la prueba de sensibilidad.

Determinacion de la respuesta analitica.

—_ —_ —_
(a). Preparacion
de la alicuota de (d). Se coloca en
t1r5 ; (rlnL rior (®). El electrodo se (c). Se agrega }.9 agitaci(?n, y se
ip 1cat0 para las sumerge en la alicuota y mL d.e solucion determina ’ .la
cBonceBn raciones se conecta al arporhguadora de respuesta ' analitica
Ly B.. potenciémetro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.11. Determinaciéon de la respuesta analitica para la determinacion de: Sensibilidad. Nota: Las
determinaciones se realizaron de la concentracion mas diluida a la mas concentrada, por triplicado.
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Exactitud.
Preparacion de Soluciones.

e Soluciones estandar de CO; a partir de NaHCO;
- Se someti6 una cantidad de NaHCOj s6lido a calentamiento (100°C) y se llevo a

peso constante (Fig. 3.2).

Se llevo a un aforo
enun matraz de 50 mL

—

Se tomaron 10 mL

se aforaron
2100 mL
—a rm
Se pesaron y disolvieron Solucién E Solucion E,
0.0950 g de 998.33 ppm de CO, 99.83 ppm de CO,

NaHCOj; apeso

constante.
Se tomaron 15 mL

se aforaron
a 100 mL

Solucion E,
149.75 ppm de CO,

Fig.3. 12. Preparacion de los dos diferentes niveles de concentracion
que entran dentro del intervalo lineal, para la determinacion de
exactitud.

Determinacion de la respuesta analitica.

—_ _ —
(a). Preparacion de (d). Se coloca en
la alicuota de 15 mL (b). El electrodo se (c). Seagrega 1.9 agitacion, y  se
por sextuplicado a sumerge en la alicuota y mL de solucion determina la
cada concentracion. se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
(E,y E)). potenciémetro. citratos 1.73 M. paracadaalicuota.

Fig. 3.13. Determinacion de la respuesta analitica para la determinacion de: Exactitud. Nota: Las
determinaciones se realizaron de la concentracion mas diluida a la mas concentrada, por triplicado.
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Robustez.
Preparacion de soluciones.

e Soluciones estandar de CO; a partir de NaHCO;
- Se someti6 una cantidad de NaHCOj s6lido a calentamiento (100°C) y se llevo a

peso constante (Fig. 3.2).

Parametro del sistema 0 método a modificar: Temperatura.

Se tomaron 20 mL
se aforaron
a 100 mL
Se llevé a un aforo Solucién B,
enun matraz de 50 mL 199.88 ppm de CO,

Se tomaron 15 mL
se aforaron

a100 mL
Se pesaron y disolvieron Solucion B Solucion B
0.0951 g de olucion B,
999.38 ppm de CO
NaHCOj; apeso PP 2 59.96 ppm de CO,

constante.

Se tomaron 2 mL
se aforaron
a 100 mL

Solucion B;
19.99 ppm de CO,

Fig. 3.14. Preparacion de soluciones para la determinacion de robustez con el pardmetro de temperatura
modificado.
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Parametro del sistema o método a modificar: Sistema Cerrado.

Se llevd a un aforo
enun matraz de 50 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion B
0.0951 g de 998.85 ppm de CO,
NaHCOj; apeso
constante.

Se tomaron 20 mL

se aforaron
al00 mL

Solucion B,

199.77 ppm de CO,

Se tomaron 15 mL

se aforaron
a 100 mL

Solucién B,

53.19 ppm de CO,

Se tomaron 2 mL

se aforaron
al100 mL

Solucion B;

19.98 ppm de CO,

Fig. 3.15. Preparacion de soluciones para la determinacion de robustez con el parametro de sistema cerrado

modificado.
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Parametro del sistema 0 método a modificar: Solucion amortiguadora de Fosfatos a

pH=4.5.

Se llevd a un aforo
enun matraz de 50 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion B
0.0951 g de 998.85 ppm de CO,
NaHCOj apeso
constante.

Se tomaron 20 mL

se aforaron
a 100 mL

Solucion B,

199.77 ppm de CO,

Se tomaron 15 mL

se aforaron
a 100 mL

Solucion B,

53.19 ppm de CO,

Se tomaron 2 mL

se aforaron
al100 mL

Solucion B;

19.98 ppm de CO,

Fig. 3.16. Preparacion de soluciones para la determinacion de robustez con el pardmetro de solucion

amortiguadora modificado.
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Determinacion de la respuesta analitica.

(a). Preparacion de (d). Se coloca en
la alicuota de 15 mL (b). El electrodo se (c). Seagrega 1.9 agitacion, y se
por triplicado para sumerge en la alicuota y mL de solucion determina la
cada concentracion se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
potenciémetro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.17. Determinacion de la respuesta analitica para la determinacion de: Robustez. Nota: Las
determinaciones se realizaron de la concentracion mas diluida a la mas concentrada. Con los tres niveles de
concentracion se preparaba una curva de calibracion para determinar la concentracion de un estandar
exactamente de la misma concentraciéon que el punto medio de la curva de calibracion.

Especificidad.

Preparacion de Soluciones.

Soluciones estandar de CO, a partir de NaHCO:s.

Se someti6 una cantidad de NaHCOj3 s6lido a calentamiento (100°C) y se llevo a
peso constante (Fig. 3.2).

Posteriormente se prepararon los estdndares de acuerdo a la Fig. 3.18.

Se prepara un estandar adicionado (Fig. 3.19), con la matriz del problema (esto
es que el primer aforo se llevd con matriz del problema). En este caso la matriz
utilizada fue obtenida a partir de un refresco de cola de 600 mL. al cual se
sometio a tratamiento de calor y sonicacion para eliminar lo mas posible el gas

CO,.
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Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion A
0.1906 g de 1001.48 ppm de CO,
NaHCOj; a peso
constante.

Se tomaron 3 mL

se aforaron
a50 mL

Solucién A
60.09 ppm de CO,

Se tomaron 3 mL

se aforaron
a50 mL

Se tomaron 5.5 mL
se aforaron

a50mL .

Solucion A,
110.16 ppm de CO,

Solucion A,
80.12 ppm de CO,

Se tomaron 3 mL

se aforaron
a50 mL

Se tomaron 10 mL
se aforaron

a50 mL
>

Solucion A
200.30 ppm de CO,

Solucién A,
150.22 ppm de CO,

Fig. 3.18. Preparacion de soluciones para la determinacion de las 3 curvas de calibracion para el parametro de

especificidad.
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Se llevd a un aforo
en un matraz de 100 mL con matriz .

Se tomaron 1.374 mL
se aforaron

a 100 mL
Se pesaron y disolvieron Solucion A Solucion A
1.5229g de 8001.86 ppm de CO !
NaHCOj; a peso SO PP 2 109.95 ppm de CO,
constante.

Fig. 3.19. Preparacion del estandar adicionado para la determinacion de especificidad. La solucion A fue
aforada con matriz del problema y la solucién A; se aford con agua desionizada.

Determinacion de la respuesta analitica.

- Se midio la respuesta analitica para cada solucion de las curvas de calibracion y

del estandar adicionado de la manera en la que se describe en la Fig. 3.20.

(a). Preparacion de (d). Se coloca en
la alicuota de 15 mL (b). El electrodo se (c). Seagrega 1.9 agitacion, y se
por triplicado para sumerge en la alicuota y mL de solucion determina la
cada concentracion se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
potenciometro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.20. Determinacion de la respuesta analitica para la determinacion de: Especificidad. Nota: Las
determinaciones se realizaron de la concentracion mas diluida a la mas concentrada.
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3.3.2 Aplicacion Del Método Validado (Curva De Calibracion).

Preparacion de Soluciones.

e Soluciones estandar de CO; a partir de NaHCO:s.
- Se someti6 una cantidad de NaHCOs; solido a calentamiento (100°C) y se llevo a

peso constante (Fig. 3.2).

Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucion A
0.1900g. de 1000 ppm de CO,
NaHCOj; apeso
constante

Fig. 3.21. Preparacion del estandar de 1000 ppm de CO, del cual
se toman alicuotas para preparar los estandares.
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Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron Solucién de NaOH
0.4057g.de 0.1M Marca comercial de refresco
NaOH 98.6%R.A. Sellevé aun pH > 10

Fig. 3.22. Tratamiento de la muestra. Es necesario que la muestra comercial se le ajuste un pH mayor
a 10 por lo tanto se agregan 15 mL de NaOH 10M a cada refresco a determinar, para que el CO, se
mantenga en forma de CO;> (iones carbonato), y no escape al momento de manipularse. Nota: los
refrescos utilizados en este proyecto fueron de presentacion de 600 mL de envase de tereftalato de

polietileno (PET; por sus siglas en inglés polyethylene terephtalate).

Muestra de Refresco Comercial

Se toman 0.5 mL
de refresco pH>10

Se llevan a un aforode 50 mL

Fig. 3.23. Preparacion de una disolucion diluida del
refresco, a partir de la muestra comercial a la cual se le
llevé a un pH>10.
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Estandar de Estandar de Estandar de Estandar de
25 ppm 45 ppm 80 ppm 150 ppm
Estandar de Estandar de Estandar de
35 ppm 60 ppm 110 ppm
1.25 mL T1.75 mL |2.25mL T3 mL 4 mL TS.S mL 7.5mL

Se adicionaron

Solucion A
1000ppm

Fig. 3.24. Preparacion de cada estandar para la curva de calibrado, a partir de una solucion de 1000
ppm de CO,. Notese que se preparan a concentraciones dentro del intervalo lineal.

—> —> —

(a). Preparacion de (d). Se coloca en

la alicuota de 15 mL (b). El electrodo se (c). Se agrega 1.9 agitacion, 'y  se

por duplicado a sumerge en la alicuota y mLde solucién determina la

cada concentracion. se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
potenciémetro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.25. Preparacion y determinacion de la respuesta analitica para cada una de las alicuotas para la
medicion, las cuales fueron preparadas para cada estandar y cada muestra (Figs. 20 y 21) por triplicado.
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3.3.3 Método De Adiciones Patron.

Preparacion de Soluciones.

e Soluciones estandar de CO; a partir de NaHCO:s.
- Se sometid una cantidad de NaHCOj; solido a calentamiento (100°C) y se llevo a

peso constante (Fig. 3.2).

Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron

Solucién A
0.1900g. de 1000 ppm de CO,
NaHCOj; apeso
constante

Fig. 3.26. Preparacion del estandar de 1000 ppm de CO, del cual
se toman alicuotas para preparar los estandares.

Se llevo a un aforo
en un matraz de 100 mL

Se pesaron y disolvieron Solucién de NaOH
0.4057g.de 0.1M Marca comercial de refresco
NaOH 98.6%R.A. Sellevo aun pH > 10

Fig. 3.27. Tratamiento de la muestra. Antes de preparar los estandares es necesario que la muestra comercial
se le ajuste un pH mayor a 10 por lo tanto se agregaron 15 mL a cada muestra, para que el CO, se mantenga
en forma de CO;” (iones carbonato), y no escape al momento de manipularse. Nota: los refrescos utilizados
en este proyecto fueron de presentacion de 600 mL.
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Muestra de Refresco Comercial

0.2mL adicionados

! ! ) ) !

Estandar 1 Estandar 3 Estandar 5 Estandar 7 Estandar 9
0 ppm 25 ppm 45 ppm 80 ppm 150 ppm
Estandar 2 Estandar 4 Estandar 6 Estandar 8 Estandar 10
20 ppm 35 ppm 60 ppm 110 ppm 200 ppm
0mL Tl mL 1.25mL T1.75 mL |2.25mL TS mL 4 mL TS.S mL 7.5mL Tm mL

Se adicionaron|

Solucion A
1000ppm

Fig. 3.28. Preparacion de los estandares para la determinacion de CO, de cada marca comercial de refresco
por el método de adiciones patron; los estandares se aforaban a 50 mL. con agua desionizada y con 0.2 mL. de
muestra de refresco adicionando diferentes volumenes de solucion estandar.

_ —_ —_

(a). Preparacion de (d).. Se coloca en

la alicuota de 15 mL (b). El electrodo se (c). Se agrega 1.9 agitacion, 'y  se

por duplicado a sumerge en la alicuota y mL de solucion determina la

cada concentracion. se conecta al amortiguadora de respuesta  analitica
potenciémetro. citratos 1.73 M. paracada alicuota.

Fig. 3.29. Preparacion y determinacion de la respuesta analitica para cada una de las alicuotas para la
medicion, las cuales fueron preparadas para cada estandar (Fig. 3.28, Estandar 1-10) por triplicado.
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4.1 VALIDACION DEL METODO.
En la Tabla 4.1 se muestran los potenciales obtenidos para el intervalo de concentracién

trabajado, los cuales fueron utiles para los parametros de linealidad, limite de deteccion
(LD) y limite de cuantificacion (LC); estos datos se graficaron en funcion al logaritmo de la
concentracion como se puede observar en la Fig. 4.1, de esta manera se pueden observar el
comportamiento de la sefial de la sonda a concentraciones muy bajas y a concentraciones

muy altas; el intervalo de concentraciones utilizado es: 8.88x10™ ppm - 28091.60 ppm.

Como se puede observar en la Tabla 4.2 y Fig. 4.2 se logré determinar la linealidad del
sistema en el intervalo de concentracion (8.89 ppm-280.92 ppm) en donde los potenciales
obtenidos con el electrodo presentan una alto coeficiente de determinacion (R*=0.9994)
ademas de que presentan un valor de pendiente de 54.01mV. Los datos experimentales se
derivaron de la Tabla 4.1; por lo que los datos presentados en la Tabla 4.2, son los que
mejor coeficiente de correlacién (R*>0.98) con una pendiente lo mas cercana a una
respuesta nernstiana (Evans, A, 1987 y Pure & appl. Chem. 1994) esperada para una sonda
sensible a CO; (en el anexo para linealidad se muestra la tabla ANOVA vy los residuales de
esta curva). Por lo cual este pardmetro es aceptado (Guia de Validacion de Meétodos

Analiticos. 2002) con un intervalo de confianza de pendiente /C(f3;) al 97.5% de confianza:
IC(B1)=54.01+0.77mV

El limite de deteccion (LD) se determind al intersecar la curva de linealidad (Fig. 4.2) con
la curva de los datos a muy bajas concentraciones (Pure & appl. Chem. 1994) (Tabla 4.3),
debido a que en estas regiones se observan comportamientos aparentemente lineales (Fig.
4.1). Notese que no se utilizaron datos dentro de la region curva de la curva de calibracion
(Fig. 4.1). Debido a que los datos a bajas concentraciones, no presentan una correlacion
adecuada, se optd por “trazar” una linea paralela al eje (log C) (Pure & appl. Chem. 1994),
al valor promedio de potencial (E) de las respuestas de los datos (Tabla 4.3). Esta linea
paralela se interseco con la de linealidad (Fig. 4.3); permitiendo asi la determinacion del

valor de LD con un intervalo de confianza de la media /C al 97.5% (Ver anexo: LD):

LD=1.4840.04 ppm
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Tabla 4.1. Potenciales obtenidos para cada nivel de concentracion por triplicado para la prueba de Linealidad,
Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion.

Concentracion Concentracion de Log C; Potencial E (mV)
del estindar alicuota (ppm)
1 2 3

1.00E-04 8.88E-05 -4.05 -201.9 -201.1 -200.7
3.16E-04 2.00E-04 -3.55 -200.9 -201 -201.4
1.00E-03 8.00E-04 -3.05 -201.5 -201.7 -201.8
3.16E-03 2.80E-03 -2.55 -202.0 -202.1 -202.2
1.00E-02 8.80E-03 -2.05 -202.0 -201.7 -201.7
3.16E-02 2.80E-02 -1.55 -201.6 -201.5 -201.7
1.00E-01 8.88E-02 -1.05 -201 -200.3 -200
0.31 0.28 -0.55 -200.2 -200.1 -200.0
1.00 0.89 -0.05 -197.2 -194.6 -193.7
1.78 1.58 0.20 -190.7 -188.6 -188.2
3.16 2.81 0.45 -183.1 -179.1 -179.3
5.63 5.00 0.70 -171.3 -169.9 -170.7
10.00 8.89 0.95 -160.4 -158.2 -158.4
17.78 15.80 1.20 -147.0 -145.8 -145.3
31.60 28.09 1.45 -133.5 -132.3 -132.2
56.25 50.00 1.70 -118.7 -118.3 -118.6
100.01 88.89 1.95 -104.9 -104.7 -104.3
177.77 158.02 2.20 -91.8 -91.2 -91.3
316.03 280.92 2.45 -78.9 -78.7 -78.5
562.53 500.02 2.70 -66.7 -65.7 -65.0
1000.05 888.93 2.95 -54.6 -53.6 -54.1
1777.67 1580.15 3.20 -44.7 -43.7 -43.9
3160.30 2809.16 3.45 -42.2 -41.4 -40.8
10000.51 8889.34 3.95 -38.3 -37.1 -40.7
31603.05 28091.60 4.45 -38.5 -38.2 -38.7

92



Curva de Calibracion

104 10-2
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El limite de cuantificacion se determino con el punto de la curva de linealidad (Fig. 4.1) el
cual es el limite de una buena correlacién y de una respuesta nernstiana adecuada (Fig.
4.3). Se determind este punto debido a que es el punto minimo util para realizar
cuantificaciones (Evans, A. 1987). Ya que este punto se determino por triplicado (Tabla

4.4), se le puede asignar un intervalo de confianza (Ver Anexo: LC):
LC=8.97+1.14 ppm.

En la Tabla 4.5 se presentan los resultados de estos 3 parametros de Linealidad, LD y LC.

Tabla 4.2. Potenciales obtenidos en diferentes concentraciones de CO, en el
intervalo de respuesta lineal, y coeficientes obtenidos con la grafica de regresion

lineal.
Concentracion Log C; Potenciales £ (mV)
Ci (ppm) 1 2 3
8.89 0.95 -160.4 -158.2 -158.4
15.80 1.20 -147.0 | -145.8 -145.3
28.09 1.45 -133.5 | -1323 -132.2
50.00 1.70 -118.7 | -118.3 -118.6
88.89 1.95 -104.9 | -104.7 -104.3
158.02 2.20 -91.8 91.2 -91.3
280.92 2.45 -78.9 -78.7 -78.5
Cuadrados | Error estandar | IC(B;)(mV)
Minimos o
estimados 97.5% de
confianza
Ordenada al -210.46 0.5286
origen b
Pendiente m 54.01 0.2985 54.01+0.77
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Fig. 4.3. Grafica que muestra la interseccion de las respuestas promedio a bajas concentraciones v la ecuacion de linealidad con respuesta nernstiana.
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Tabla 4.3. Datos para la obtencion del valor promedio de potencial para la determinaciéon del Limite de Deteccion
(LD).

Concentracion | log(C)) Potencial Valor de la | Valor en la
de alicuota C; E (mV) interseccion | interseccion
(ppm) 1 2 3 Promedio | (log C)) C; (ppm)
8.88E-05 -4.05 | -201.9 | -201.1 | -200.7 | -201.2 0.17 1.48
2.00E-04 -3.55 | -200.9 | -201.0 | -201.4 | -201.1 0.17 1.49
8.00E-04 -3.05 | -201.5 | -201.7 | -201.8 | -201.6 0.16 1.46
2.80E-03 -2.55 | -202.0 | -202.1 | -202.2 | -202.1 0.15 1.42
8.80E-03 -2.05 | -202.0 | -201.7 | -201.7 | -201.8 0.16 1.44
2.80E-02 -1.55 | -201.6 | -201.5 | -201.7 | -201.6 0.16 1.46
8.88E-02 -1.05 | -201.0 | -200.3 | -200.0 | -200.4 0.18 1.53
0.28 -0.55 | -200.2 | -200.1 | -200.0 | -200.1 0.19 1.55
Promedio 1.48
Desviacion Estandar
(S) 0.04

Tabla 4.4. Datos para el calculo del pardmetro Limite de Cuantificacion (LC).

Potenciales E (mV) Valores obtenida con la curva de
linealidad
log (C1) C; (ppm)

-160.4 0.93 8.45

-158.2 0.97 9.28
-158.4 0.96 9.20
Promedio 8.98

Desv. Estandar (S) 0.45
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Tabla 4.5. Resultados obtenidos para los parametros de Linealidad, Limite de Deteccion
LD y Limite de Cuantificacion LC.

Parametro Resultados
Linealidad E=-210.46+54.01*Log C;
R?*=0.9994

IC(B1)=54.01+0.77mV

Intervalo: 8.89 ppm-280.92 ppm

Limite de Deteccion (LD) 1.48+0.04 ppm

Limite de Cuantificacion (LC) 8.97+1.14 ppm

En la Tabla 4.6 se pueden observar los datos obtenidos para el parametro de precision la
cual puede ser descrita por la repetibilidad r y reproducibilidad R; las cuales se obtuvieron
por 3 diferentes analistas a 10 niveles diferentes de concentracion; como se recomienda por
el método Two way (dos vias) ANOVA (analisis de varianza) (Engineered Software, Inc.
1999) modelo de efectos fijos con repeticiones. Este método calcula la variabilidad total de
medicidon del sistema y permite la separacion de la variabilidad del sistema total de

medicion en repetibilidad r, reproducibilidad (Engineered Software, Inc. 1999).

La tabla ANOVA que se muestra en la Tabla 4.7 se obtuvo con el programa Minitab 15
Statistical, 1a cual permitio los calculos para determinar repetibilidad 7, reproducibilidad R
y t&R (relacion de repetibilidad y reproducibilidad), los cuales se muestran en la Tabla
4.8, que se obtuvieron por las formulas que se muestran en el ANEXO en la seccion de

precision.
Estos datos se pueden analizar de la siguiente manera:

1.- Debido a que la repetibilidad (5.4%) es mayor a la reproducibilidad (2.2%), infiere que

las posibles causas que originaron la variacion del sistema de medicion puede ser debido a
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que el instrumento necesita mantenimiento, el equipo necesita ser redisefiado para ser mas

rigido, el montaje o ubicacion donde se efectlian las mediciones necesita ser mejorado y/o,

existe una variabilidad excesiva entre las partes (sistemas o estdndares de medicion)

(Llamosa, 2007). Por lo cual si se mejoran estos detalles la variacion podra disminuir.

2.- Debido a que el porcentaje de r&R (5.8%) es menor a un 10%; el sistema es aceptable.

Estos datos (repetibilidad, reproducibilidad y r&R) nos muestran lo que es también

conocida como la precision inherente del sistema (Engineered Software, Inc. 1999).

Tabla 4.6. Resultados de los 3 diferentes analistas, a los 10 diferentes niveles de concentracion para el

parametro reproducibilidad y repetibilidad (Precision).

Analista
A B C
Concentracion | Concentracion | Nivel | Prueba | Prueba | Prueba | Prueba | Prueba | Prueba
del Estandar (ppm) 1 2 1 2 1 2
5.66 5.02 1 -176.8 | -172.2 | -172.8 -172.0 | -174.3 -170.9
10.05 8.92 2 -158.0 | -159.5 -157.0 | -159.0 | -160.0 -157.9
18.07 16.04 3 -148.0 | -146.4 | -1474 | -1474 | -1474 -145.8
32.21 28.59 4 -1339 | -130.9 | -133.5 -133.3 -131.3 -132.5
56.59 50.23 5 -119.2 | -118.8 | -119.8 -119.4 | -120.1 -119.2
100.46 89.17 6 -104.3 -103.4 | -105.3 -105.6 | -106.0 -105.6
180.75 160.43 7 -89.7 -89.4 91.4 -90.1 91.5 91.5
322.09 285.88 8 -75.3 -75.0 -78.2 -77.4 -78.1 -77.7
562.89 502.27 9 -62.1 -61.8 -64.4 -64.5 -64.1 -64.0
1004.63 891.69 10 -49.0 -49.4 -51.8 -51.8 -51.4 -51.4
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Tabla 4.7. ANOVA obtenida por el método Two-Way.

Fuente de | Grados de | Suma de Cuadrados Media cuadratica
Variacion Libertad
Analista 2 11.2 5.6
Niveles 9 92707.4 10300.8
Interaccion 18 31.7 1.8
Error 30 324 1.1
Total 59 92782.7

Tabla4. 8. Resultados para repetibilidad
y reproducibilidad por el método Two-
Way ANOVA.

Parametro Resultado
(%)
Repetibilidad 54

Reproducibilidad | 2.2
R

r&R 5.8

En las Tablas 4.9 a 4.12 se presentan los resultados obtenidos para el pardmetro de

robustez, en los cuales se observan los resultados de cambiar algin efecto al uso cotidiano

de este sistema. Por ejemplo en la Tabla 4.9 se observan los resultados obtenidos de un
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estandar medido bajo condiciones normales (25°C, sistema abierto, y con una solucién
amortiguadora de citratos pH=4.5), determinando su concentraciébn con una curva de
calibracion igualmente bajo condiciones normales; como se observa el porciento (%) de
recobro (determinado al dividir la cantidad obtenida (C.,,) entre la concentracion estandar
(53.19 ppm para sistema cerrado, temperatura y condiciéon normal y 53.22 para solucién
amortiguadora y multiplicarlo por 100). De igual manera se determiné un estandar a 38°C
(Tabla 4.10), con diferente solucion amortiguadora (fosfatos pH=4.5, Tabla 4.11) y a
sistema cerrado (Tabla 4.12). Al obtener el promedio para cada recobro y cada factor (7) se
determino la diferencia absoluta |d;j|=|yi-yo|. Los resultados fueron: |d|=2.8% para el cambio
en temperatura, |d;|=3.4% para el cambio en solucion amortiguadora a fosfatos y de
|d;|=6.5% al cambio a sistema cerrado. Con estos resultados se puede determinar el factor
que presenta mayor efecto sobre el desempefio del método, ordenandolos del efecto que
tienen: el cambio al sistema cerrado, seguido de la soluciéon amortiguadora de fosfatos y el
cambio de temperatura con un menor efecto. Estos experimentos indican que se debe
controlar aquellos que presentan un mayor efecto y se debe tener precaucion al realizar
modificaciones y ademas ayudan a mejorar el método. Por lo tanto debido a que el |dj de la
temperatura y de la solucion amortiguadora no rebasan el 3% (Guia de Validacion de
Métodos Analiticos. 2002); estos factores pueden modificarse y no afectar el desempeiio y
se aceptan, al contrario en el sistema cerrado el cual rebasa el 3% y no es aceptado (Guia de

Validacion de Métodos Analiticos. 2002).
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> Condicion normal

Tabla 9. Resultados para robustez condicion normal y,.

» Temperatura (38°C).

Det. Condicion normal y,
E(mYV) Concentracion %Recobro
Ce.p (ppm) (Cexp/53.19 ppm)x100
1 -119.1 50.69 953
2 -117.8 53.31 100.2
3 -116.7 55.64 104.6
Yo 100.0

Tabla 10. Resultados para robustez al modificarla la temperatura a 38°C.

Det. 38°C
E(@mV) Concentracion % Recobro
(ppm) C.yp (Cexp/53.19 ppm)x100
1 -121.2 54.87 103.2
2 -121.3 54.66 102.8
3 -121.4 54.46 102.4
yi 102.8

|di|=|y1-yo|=/102.8-100.0|=2.8%
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» Solucion amortiguadora (Fosfatos 1.73M, pH=4.5).

Tabla 11. Resultados para robustez al modificar la solucion amortiguadora a

fosfatos.
Det. Fosfatos.
E(mYV) Concentracion %Recobro
(ppm) Ceyp (Cexp/53.22 ppm)x100
1 -130.3 55.54 104.4
2 -129.0 56.94 107.0
3 -128.4 52.63 98.9
yi 103.4

|di=]y1-yo|=]103.4-100.0|=3.4%

> Sistema cerrado.

Tabla 12. Resultados para robustez al modificar el sistema de abierto a cerrado.

Det. Sistema Cerrado
E(mV) Concentracion %Recobro
(ppm) C.y, (Cexp /53.19 ppm)x100
1 -112.5 55.22 103.8
2 -111.5 57.50 108.1
3 -111.6 57.27 107.7
Vi 106.5

|dil=|y1-yo|=|106.5-100.0]=6.5%
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En la Tabla 4.13 se presentan los datos para la determinacién de la sensibilidad, al obtener
las respuestas para una concentracion de 177.03 y de 17.70 por triplicado, los cuales estan
dentro del intervalo lineal (ver la parte de linealidad). Este parametro se determina al
obtener la pendiente de la curva, es decir, el cambio en la respuesta del instrumento. Como
se puede observar en el Fig. 4, la pendiente m es de 60.9mV lo cual es muy cercano a una
respuesta nernstiana, indicando asi una buena sensibilidad del instrumento (Pure & appl.

Chem. 1994).

Tabla 4.13. Resultados para el parametro de sensibilidad.

Concentracion log C; Potencial E (mV)

Ci (ppm) 1 2 3
17.70 1.25 -157.7 -152.5 -151.4
177.03 2.25 -95.5 -93.3 -90.1

Tabla 4.14. Presentacion de resultados para sensibilidad.

Parametro Resultados
Sensibilidad E=-229.9+60.9*Log C,
R?*=0.9933

IC(B1)=60.9+7.3mV
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Sensibilidad
E(mV)=-229.9+60.9(log C)

Blot:cg 'I—Qn?egd%\/lodel C (ppm)

16 25 fp=-229.993- 60.9%00p0 158 251

2

-100 - -

7 120 -
m I ]
-140 B ]
g ]

'-1160 1 1 1 1 1 1 1
12 1.4 1.6 18 2 22 24

logC log C

En la Tabla 4.15 se muestran los resultados obtenidos para el pardmetro de exactitud, se
realizaron determinaciones de 2 niveles de concentracion por sextuplicado, para determinar
si las concentraciones determinadas con el sistema son cercanos al resultado verdadero, en
este caso a la concentracion de analito que se agregd. Con los datos obtenidos
experimentalmente y los datos tedricos se realiza una comparacion (recobro 6 %R “por
ciento de recobro”). Como se muestra en la Tabla 4.15 los resultados de recobro promedio
para los dos diferentes niveles (88.61 ppm y 132.91 ppm) son de 99.7% y de 99.6%
respectivamente; lo que indica que las concentraciones experimentales se encuentran muy

cercanas a las concentraciones tedricas ademas que el intervalo de confianza de la media
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IC(u) incluye el 100% en los dos casos y debido a que el coeficiente de variacion CV no es

muy elevado 2.7% y 2.0% respectivamente, el parametro de exactitud es aceptable.

Tabla 4.15. Resultados para el parametro de exactitud.

Concentraciéon 88.61 ppm Concentraciéon 132.91 ppm
Respuesta | Log C | Concentracion | Porciento | Respuesta. | Log C | Concentracion | Porciento
E (mV) C; (ppm) de E (mV) C; (ppm) de

Recobro recobro

“OA)R” “%R”
-88.8 1.94 86.51 97.6 -76.9 2.13 135.55 102.0
-88.2 1.95 88.49 99.9 -77.1 2.13 134.53 101.2
-89.2 1.93 85.21 96.2 -78.2 2.11 129.06 97.1
-88.2 1.95 88.49 99.9 -77.6 2.12 132.01 99.3
-87.1 1.96 92.24 104.1 -78.1 2.11 129.55 97.5
-88.0 1.95 89.16 100.6 -77.3 2.13 133.52 100.5

promedio 99.7 promedio 99.6
Cv 2.7 Cv 2.0

IC(n) (mV) | 99.7+2.9 IC(n) (mV) | 99.6+2.1

En la Tabla 4.16 se muestran los resultados que se obtuvieron para el pardmetro de

especificidad, este parametro muestra el efecto que provoca el hacer mediciones de CO;

cuando se agregan concentraciones conocidas de éste en un medio parecido al real, esto se

obtiene adicionando la matriz” la cual se piensa que produce interferencias a la hora de

hacer mediciones.

? Debido a que la validacién de este método es dirigido para determinaciones de CO, en refresco de cola, la
matriz para esta validacion son todos los componentes de un refresco de cola sin CO, el cual es el analito a

medir.
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Como se ve en la Tabla 4.16 se obtuvieron potenciales experimentales de una muestra con
matriz adicionada con una concentracion conocida de CO, cada uno se midié en una curva
de calibracion diferente, con la cual se logro obtener la concentracién obtenida por el
método el porcentaje de recobro brinda una relacion de la concentracion obtenida con la
concentracion que se esperaba. Con los recobros obtenidos se puede hacer un analisis de
como la concentracion puede tener cambios al usar este método al determinar CO,, cuando
la matriz se encuentra presente. La tabla muestra que el valor promedio es de 98.2% y que
tiene un intervalo de +10.7% (incluye el 100%) con un coeficiente de variacion (CV) de
6.2%. Estos resultados indican que hay un efecto de matriz, el cual podria dar valores

aparentes de concentracion, por lo cual debe estar presente cuando se utilice este método.

Tabla 4.16. Resultados para el parametro de Especificidad.

Estandar Respuesta E (mV) Concentracion Porcentaje de
Adicionado. (ppm). Recobro (%)
1 -88.3 7581.05 94.74
2 -86.5 8163.92 102.03
3 -86.8 7820.84 97.74
IC(p) 98.2+10.7
CV(%) 6.2

Con estos resultados se puede concluir que el método esta validado y como lo muestra la
Tabla 4.17, todos los parametros cumplen con las especificaciones, las cuales indican que
el método analitico puede ser utilizado para una correcta determinacion de CO, en muestras
realizadas en el laboratorio y sera necesario ampliar esta validacion a otro tipo diferente de

muestras.
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Tabla 4.17. Comparacion de los datos experimentales con los parametros de aceptacion para la validacion de

métodos analiticos.

Parametro Criterios de aceptaciéon Resultados Experimentales
Linealidad R*=0.9994
R? > 0.98" IC(B)=54.0140.73mV
Intervalo: 8.89 ppm-280.92 ppm
Limite de deteccion 1.5+0.04 ppm
(LD)
Limite de cuantificacion 8.9+1.1 ppm
(59)
Sensibilidad pendiente~59.16mV"™ 60.9+7.3mV
Precision R&R=5.8%
%r&R<10%!°! Repetibilidad = 5.4%
Reproducibilidad = 2.2%
Exactitud CV<5%
IC (p); debe incluir el 100% o el CV=2.73%y 2.00%
intervalo del promedio de %R se IC(n)=99.7+2.9mV y 99.6+2.1mV
encuentre entre
95-105%"
Robustez Temperatura: |d;|]=2.8%
|di|<3%"! Solucion amortiguadora: |d;}=3.4%
Sistema Cerrado: |d;]|=6.5%
Especificidad La respuesta del método so6lo se debera IC(p)=98.2+10.7
al analito
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4.2 RESULTADOS PARA LA DETERMINACION DE CO, USANDO EL METODO
VALIDADO (CURVA DE CALIBRACION).

Se aplico la metodologia validada para la determinacion de CO, por curva de calibraciéon a
diferentes refrescos (Coca-Cola, Coca-Cola Light, Coca-Cola Zero, Coca-Cola Light sin
Cafeina, Pepsi, Pepsi Light, Pepsi Max, Pepsi Kick, Diet Rite Cola, Red Cola Light). Los
cuales se muestran a continuacion.

Curva de Calibracion

Tabla 4.18. Resultados para la obtencion de la curva de calibracion los estandares fueron preparados a partir
de un estandar de 999.38 ppm de CO,.

Concentracion | Concentracion | Logaritmo de la Potenciales (E, mV)

de estandar de alicuota concentracion de

(ppm) (ppm) alicuota (Log O)
24.98 22.18 1.35 -131.1 -131.1 -131.0
34.98 31.05 1.49 -124.9 -124.8 -124.7
44.97 39.92 1.60 -118.5 -118.4 -118.3
59.96 53.22 1.73 -112.0 -112.0 -111.9
79.95 70.96 1.85 -105.2 -105.1 -105.1
109.93 97.57 1.99 -97.7 -97.7 -97.8
149.91 133.05 2.12 -90.2 -90.1 -90.2

Tabla 4.19. Tabla de resultados que muestra los coeficientes para la recta obtenida

al graficar los datos de la tabla 4.17 (Fig. 4.5).

Parametro Minimos cuadrados | Error Estandar (S)
estimados
Ordenada al origen b | -203.847 0.6736
Pendiente m 53.3934 0.3846
IC(B1)(mV) al 97.5% 53.39+0.99
de confianza
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Tabla 4.20. Resultados Experimentales para las diferentes marcas de refresco, se determind
experimentalmente el potencial de cada muestra por triplicado, con la Curva de Calibracion (Fig. 4.5) y la
ecuacion de regresion se obtuvieron los valores de Log C (ver anexo 2 para calculos de la concentracion y sus
limites de confianza); obteniendo finalmente la concentracion para cada marca de refresco contenido en
envases de PET de 600 mL (tomando en cuenta las diluciones realizadas).

Marca de Potenciales log C Concentracion
Refresco experimentales (E) mV de CO;z en

refrescos de cola

(g/L).
Coca-Cola -106.7 | -106.6 | -106.5 1.82 1.82 1.82 7.65+0.11
Coca-Cola -107.5 | -107.5 | -107.5 1.80 1.80 1.80 7.36+0.11
Light
Coca-Cola Zero | -106.7 | -106.6 | -106.6 1.82 1.82 1.82 7.64+0.11
Coca-Cola -108.4 | -108.3 | -108.3 1.79 1.79 1.79 7.10+0.11
Light Sin
Cafeina
Pepsi -107.2 | -107.2 | -107.2 1.81 1.81 1.81 7.46+0.11
Pepsi Light -110.0 | -110.0 | -110.0 1.76 1.76 1.76 6.61+0.11
Pepsi Max -107.2 | -107.3 | -107.3 1.81 1.81 1.81 7.44+0.11
Pepsi Kick -107.8 | -107.7 | -107.7 1.80 1.80 1.80 7.29+0.11

Diet Rite Cola | -108.5 | -108.5 | -108.5 1.79 1.79 1.79 7.05+0.11

Red Cola Light | -106.2 | -106.3 | -106.3 1.83 1.83 1.83 7.7610.11

Como se puede observar en la Tabla 4.20 se logrd determinar la concentracion de CO;
utilizando el método validado (curva de calibracion Tablas 4.18, 4.19 y Fig. 4.5) , el cual
presenta resultados aceptables, pues los valores son muy cercanos a los valores reportados
de CO; en bebidas gaseosas (6g/L) (Baur, 2006), en este caso de refrescos de cola, una
ventaja de este método es su rapidez para la determinacién de una gran serie de muestras,
pues con una sola curva de calibrado se pueden medir varias muestras problema en cuestion

de minutos. Ademas este método tiene la ventaja que se encuentra validado por lo cual se
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sabra los factores que afectan al analito y por lo tanto se sabra la fuente que puede provocar

la incertidumbre que presente el resultado.

Esta metodologia puede ser utilizada en practicas de docencia a nivel licenciatura en
carreras afines al area de la quimica por la versatilidad y facilidad de conceptos que este
presenta y que no requieren una exactitud y precision tan elevada. Pero también pude ser
utilizado para otro tipo de analisis a nivel industrial teniendo en cuenta la exactitud y

precision que este presenta en diferentes matrices.
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4.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y ANALISIS DE RESULTADOS DE LA
DETERMINACION DE CO, UTILIZANDO EL METODO DE ADICIONES
PATRON.

Se aplico la metodologia para la determinaciéon de CO, por adiciones patréon a volumen
constante para determinar el contenido de CO; en diferentes refrescos (Pepsi, Pepsi Max,
Pepsi Kick, Pepsi Light, Red Cola, Red Cola Light, Diet Rite Cola, Coca-Cola, Coca-Cola
Zero, Coca-Cola Light y Penafiel sabor Fresa). Los cuales se muestran a continuacion. Se
muestra una curva de calibracion (Fig. 4.6) con la cual se determiné el valor S que en este

método equivale al valor de la pendiente.

Curva de Calibracion.

Tabla 4.21. Resultados para la obtencion de la curva de calibracion para obtener el valor S=pendiente, para
utilizarlo en el método de adiciones patrén, los estandares fueron preparados a partir de un estandar de

1002.11ppm de CO,.

Concentracion | Concentracion | Logaritmo de la Potenciales (E, mV)
de estandar de alicuota concentracion de
(ppm) (ppm) alicuota (Log O)
20.04 17.79 1.25 | -130.1 -129.8 -129.7
25.05 22.24 1.35]-122.4 -122.4 -122.5
35.07 31.13 1.49 | -115.4 -115.5 -115.6
45.09 40.03 1.60 | -108.6 -108.5 -108.6
60.13 53.37 1.73 | -100.9 -100.9 -100.9
80.17 71.16 1.85 | -94.2 -94.2 -94.4
110.23 97.84 1.99 | -85.2 -85.2 -85.2
150.32 133.42 2.13 | -77.8 -77.8 -77.9

Tabla 4.22. Parametros estadisticos, para la curva de calibracion. Se calcularon a
partir de las formulas del Anexo 2, se le llamara S al valor de pendiente sdlo para la
determinacion de CO, por adiciones patron; no confundir con el Error Estandar (S).

Parametro Minimos cuadrados | Error Estandar (S)
estimados
Ordenada al origen b -202.72 0.6195
Pendiente § 58.79 0.3647
IC(B1)(mV) al 58.79+0.89
97.5% de confianza
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Curva de adiciones patron para: Pepsi.

Tabla 4.23. Resultados para la marca de refrescos Pepsi. El potencial £ es el potencial
cuando Cy,;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicién de estandar, como se
puede observar los datos de respuesta y de Cyy indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (105755,
concentrado (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -120.8 1.00
25.05 22.24 -103.4 1.98
35.07 31.13 -99.7 2.29
45.09 40.03 -95.5 2.70
60.13 53.37 -89.6 3.40
80.17 71.16 -85.1 4.05

110.23 97.84 -78.5 5.24
150.32 133.42 -73.6 6.36
200.42 177.89 -66.7 8.33

Tabla 4.24. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.7 y del anlisis de regresion para Pepsi (Ver anexo). El valor de Cpps €s la concentracion del
refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R’ Clese Chepsi
m b (ppm) (g/L)
0.0405 1.1205 0.9976 | 24.70+0.49 7.1+1.99
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Curva de adiciones patron para: Pepsi Max.

Tabla 4.25. Resultados para la marca de refrescos Pepsi Max. El potencial E es el
potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de alicuota (105755,
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -131.2 1.00

20.05 17.80 -115.1 1.88

25.06 22.25 -112.4 2.09

35.09 31.14 -107.4 2.54

45.11 40.04 -103.9 2.91

60.15 53.39 -99.7 3.43

80.20 71.19 -94.57 4.20

Tabla 4.26. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.8 y del analisis de regresion para Pepsi Max (Ver anexo). El valor de Cpepsimax €5 la
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R’ Clese Cpepsimax Incertidumbre
m b (ppm) (g/L) relativa (%)
0.0431 1.1460 0.9985 | 23.19+0.45 ] 6.70+1.95 1.95
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Fig. 4.8. Curva de Adiciones Patron a volumen constante para la muestra comercial Pepsi Max. Se muestra la Ecuacion que corresponde a la curva
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Curva de adiciones patron para: Pepsi Kick.

Tabla 4.27. Resultados para la marca de refrescos Pepsi Kick. El potencial E es el
potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patrén a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (105755,
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -131.9 1.00

20.05 17.80 -116.3 1.84

25.06 22.25 -112.5 2.14

35.09 31.14 -108.2 2.53

45.11 40.04 -104.9 2.88

60.15 53.39 -101.6 3.28

80.20 71.19 -94.6 4.31

Tabla 4.28. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.9 y del andlisis de regresion para Pepsi Kick (Ver anexo). El valor de Cpepikick €5 la
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R’ Clese Crepsikick
m b (ppm) (g/L)
0.0438 1.1099 0.9890 | 22.86+1.20 | 6.60+5.26
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el valor de R%.

0D Op uorORUIULIAOP B[ tied 0OnI[EUR OPOJQW UN OP UQIOBPI[BA



Validacién de un método analitico para la determinacion de CO,

Adrian Ricardo Hipolito Najera

Curva de adiciones patron para: Pepsi Light.

Tabla 4.29. Resultados para la marca de refrescos Pepsi Light. El potencial E es el
potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar. (1057F5),
concentrado (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -129.8 1.00
19.98 17.73 -115.4 1.75
24.97 22.16 -111.8 2.02
34.96 31.03 -107.1 2.43
44.95 39.90 -102.9 2.87
59.93 53.19 -99.2 3.32
79.91 70.92 -94.0 4.06

Tabla 4.30. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.10 y del analisis de regresion para Pepsi Light (Ver anexo). El valor de Cpepsiiigne €5 la
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R’ Cesc Coepsitight
m b (ppm) (g/L)
0.0426 1.0729 0.9952 23.46;0.81 6.77;3.47
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Curva de adiciones patron para: Red Cola.

Tabla 4.31. Resultados para la marca de refrescos Red Cola. El potencial E es el
potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patrén a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar. (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -132.8 1.00

20.05 17.80 -117.5 1.82

25.06 22.25 -115.0 2.01

35.09 31.14 -108.2 2.61

45.11 40.04 -104.5 3.02

60.15 53.39 -101.0 3.47

80.20 71.19 -96.3 4.17

Tabla 4.32. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.11 y del analisis de regresion para Red Cola (Ver anexo). El valor de Cgregcorn €5 la
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R? Clesc CRedCola
m b (ppm) (g/L)
0.0440 1.1219 0.9857 22.74;1.37 6.57;6.03

123




144!

Adiciones Patron Para La Muestra: Red Cola

10E-BVS=1.1219+0.0440(C,y)
4 | R2=0.9857 °
3
&5
:LE, -
—
N2 _
s
H
o}
Q. i
5
[
14
0
y y T y T y T y T y T y T y T y 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Cya (ppm)

Fig. 4.11. Curva de Adiciones patron a volumen constante para la muestra comercial Red Cola. Se muestra la ecuacion que corresponde a la curva y
el valor de R%.
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Curva de adiciones patron para: Red Cola Light.

Tabla 4.33. Resultados para la marca de refrescos Red Cola Light. El potencial E es el
potencial cuando Cy,;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar. (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -131.8 1.00

20.05 17.80 -114.7 1.95

25.06 22.25 -111.8 2.19

35.09 31.14 -106.9 2.66

45.11 40.04 -103.7 3.01

60.15 53.39 -98.9 3.63

80.20 71.19 -93.4 4.51

Tabla 4.34. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.12 y del anilisis de regresion para Red Cola Light (Ver anexo). El valor de Cgegcolavight €S 1a
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada l(2 Cdesc CRedColaLight
m b (ppm) (g/L)
0.0472 1.1360 0.9990 | 21.2040.32 ] 6.12+1.53

125




9Cl1

Adiciones Patron Para La Muestra: Red Cola Light
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Fig. 4.12. Curva de Adiciones patron a volumen constante para la muestra comercial Red Cola Light. Se muestra la ecuacion que corresponde a la

curva y el valor de R%.
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Curva de adiciones patron para: Diet Rite Cola.

Tabla 4.35. Resultados para la marca de refrescos Diet Rite Cola. El potencial E es el
potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patrén a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (10%°F5);
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm ppm mV y, mL

0 0 -126.3 1.000

20.05 17.80 -109.8 1.91

25.06 22.25 -107.8 2.06

35.09 31.14 -101.8 2.61

45.11 40.04 -97.8 3.05

60.15 53.39 -93.2 3.65

80.20 71.19 -89.3 4.26

Tabla 4.36. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.13 y del analisis de regresion para Diet Rite Cola (Ver anexo). El valor de Cpjeritecola €5 12
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R? Cesc ChietRiteCola
m b (ppm) (g/L)
0.0452 1.1464 0.9902 22.12;1.10 6.39;4.98
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Fig. 4.13. Curva de Adiciones patrén a volumen constante para la muestra comercial Diet Rite Cola. Se muestra la ecuacion que corresponde a la
curva y el valor de R%.
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Curva de adiciones patron para: Coca-Cola.

Tabla 4.37. Resultados para la marca de refrescos Coca-Cola. El potencial E es el
potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -130.0 1.00

20.00 17.75 -110 2.22

24.99 22.18 -108.4 2.36

34.99 31.06 -104.2 2.79

44.99 39.93 -101.5 3.11

59.99 53.24 -96.8 3.75

79.98 70.99 -89.8 4.96

109.98 97.61 -86 5.77

149.97 133.11 -80 7.33

199.96 177.48 -73.3 9.57

Tabla 4.38. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.14 y del andlisis de regresion para Coca-Cola (Ver anexo). El valor de Ccocacola €8 la
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R? Clesc Ccocacola
m b (ppm) (g/L)
0.0458 1.3785 0.9969 21.83;0.46 6.30;2.10
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Fig. 4.14. Curva de Adiciones patron a volumen constante para la muestra comercial Coca-Cola. Se muestra la ecuacion que corresponde a la curva
y el valor de R
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Curva de adiciones patron para: Coca-Cola Zero.

Tabla 4.39. Resultados para la marca de refrescos Coca-Cola Zero. El potencial E es
el potencial cuando C;;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar. (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm ppm mV y, mL

0 0 -122.6 1.00

20.05 17.80 -107.1 1.84

25.06 22.25 -105.1 1.98

35.09 31.14 -100.3 2.39

45.11 40.04 -94.8 2.97

60.15 53.39 -92.3 3.27

80.20 71.19 -85.1 4.34

Tabla4.40. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.15 y del analisis de regresion para Coca-Cola Zero (Ver anexo). El valor de Ccoca-colazero €5 12
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R? Cesc Coca-colaZero
m b (ppm) (g/L)
0.0462 0.9846 0.9917 | 21 .66;1 25 6.25;5.75
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Fig. 4.15. Curva de Adiciones patrén a volumen constante para la muestra comercial Coca-Cola Zero. Se muestra la ecuacién que corresponde a la

curva y el valor de R%.
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Curva de adiciones patron para: Coca-Cola Light.

Tabla 4.41. Resultados para la marca de refrescos Coca-Cola Light. El potencial E es
el potencial cuando C;;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de estandar,
como se puede observar los datos de respuesta y de C, indican los valores para y y x
respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10°55)=1+(1/Cyesc)(Cyia) que se
plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen constante
para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -130.7 1.000

19.98 17.73 -114.8 1.86

24.97 22.16 -113.3 1.97

34.96 31.03 -108.3 2.40

Tabla 4.42. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.16 y del analisis de regresion para Coca-Cola Light (Ver anexo). El valor de CeocacolaLighe €5 1a
concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R’ Clesc CeocacolaLight
m b (ppm) (g/L)
0.04204 1.0845 0.9827 23.79;3.16 6.867+13.27
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Curva de adiciones patron para: Coca-Cola Light Sin Cafeina.

Tabla 4.43. Resultados para la marca de refrescos Coca-Cola Light Sin Cafeina. El
potencial E es el potencial cuando Cy;=0 y E’ son los valores obtenidos a cada
adicion de estandar, como se puede observar los datos de respuesta y de Cy indican
los valores para y y x respectivamente, para la ecuacién de linea recta (10"
E/S):I +(1/Cesc)(Csig) que se plantea en la introducciéon para el método de adiciones
patron a volumen constante para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y

0 0 -131.2 1.00

19.98 17.73 -117.3 1.73

24.97 22.16 -113.2 2.02

34.96 31.03 -108.6 2.43

44.95 39.90 -105.0 2.79

59.93 53.19 -100.1 3.39

79.91 70.92 -94.5 4.22

Tabla 4.44. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.17 y del andlisis de regresion para Coca-Cola Light Sin Cafeina (Ver anexo). El valor de
CccLsincate €8 1a concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R? Cesc CccLsinCafe
m b (ppm) (g/L)
0.0457 0.9718 0.9985 21.88;0.42 6.32+1.91
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Fig. 4.17. Curva de Adiciones patron a volumen constante para la muestra comercial Coca-Cola Light Sin Cafeina. Se muestra la ecuacion que
corresponde a la curva y el valor de R%.
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Curva de adiciones patron para: Pefafiel sabor Fresa.

Tabla 4.45. Resultados para la marca de refrescos Periafiel sabor Fresa. El potencial
E es el potencial cuando Cy,=0 y E’ son los valores obtenidos a cada adicion de
estandar, como se puede observar los datos de respuesta y de Cy;, indican los valores
para y y x respectivamente, para la ecuacion de linea recta (10° ™%)=1+(1/Cyese) (Cyra)
que se plantea en la introduccion para el método de adiciones patréon a volumen
constante para una sonda sensible a CO,.

Concentracion | Concentracion E’ Respuesta
de estandar de estandar (1057F5),
concentrado. (Csta) S=58.79

ppm X, ppm mV y, mL

0 0 -125.9 1.00

20.00 17.75 -111.5 1.76

24.99 22.18 -107.8 2.03

34.99 31.06 -102.6 2.49

44.99 39.93 -98.7 2.89

59.99 53.24 -94.5 3.42

79.98 70.99 -88.6 4.31

109.98 97.61 -82.1 5.55

149.97 133.11 -76.1 7.02

199.96 177.48 -68.3 9.53

Tabla 4.46. Muestra los valores de pendiente m y de ordenada al origen b que se obtuvieron de la
Fig. 4.18 y del analisis de regresion para Coca-Cola Light Sin Cafeina (Ver anexo). El valor de
Cpeiarresa €8 la concentracion del refresco sin diluciones.

Pendiente | Ordenada R’ Cesc CpeiaFresa
m b (ppm) (g/L)
0.0474 0.9445 0.9982 | 21 .09;0.34 6.09;1 .61
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Fig. 4.18. Curva de Adiciones patrén a volumen constante para la muestra comercial Periafiel sabor Fresa. Se muestra la ecuacion que corresponde a

la curva y al valor de R.
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En los resultados para la determinacion de CO; utilizando el método de adiciones patrén se
muestra como se llevo a cabo esta metodologia acorde a una sonda selectiva a gases. En
esta parte se explica el tratamiento experimental y las ecuaciones utilizadas para ajustar los
parametros a una ecuacion de linea recta (Ec. 2.15 a 2.27). Se determiné el valor de S el
cual es tutil para que el tratamiento matematico fuera mas adecuado a los experimentos
realizados con muestras de matriz compleja (refrescos), se pens6 que es mas adecuado
utilizar un valor de S determinado experimentalmente bajo las misma condiciones de
trabajo, en lugar de utilizar un valor de S reportado, para una sonda de este tipo; por lo
tanto como se muestra en la Fig 4.6 se realizé una curva de calibracion con estandares de

CO; preparados a partir de bicarbonato.

Después en las tablas y graficas (Tablas 4.23 a 4.46 y Fig 4.7 a 4.18) siguientes, se
muestran los resultados obtenidos para todas las muestras de refresco determinadas (Pepsi,
Pepsi Max, Pepsi Kick, Pepsi Light, Red Cola, Red Cola Ligth, Diet Rite Cola, Coca-Cola,
Coca-Cola Zero, Coca-Cola Light y Penafiel sabor Fresa. Todas las graficas de adiciones
patron presentan buenos valores de correlacion mayores a 0.98, lo que indicaria un
comportamiento lineal de las curvas de calibracion (se sabe que no es suficiente plantear
que los puntos de los graficos de calibrado son lineales solo con el valor de R? por lo que en
los anexos correspondientes a la curva de adiciones patron, se encuentran los graficos de
residuales contra Cyg, para que el autor contraste estos resultados con los valores de R?. En
este trabajo no se analizard mas alla de los valores de R?, aunque en los anexos se explicara
porque este método de adiciones patron se utiliza en relacion a otros métodos de adiciones

patron).

Para la determinacion de CO; en diferentes muestras comerciales se prepard una curva por
adiciones patron a volumen constante y se determind la concentracidon realizando analisis
de minimos cuadrados parciales (en el ANEXO 3 se muestran las ecuaciones utilizadas
para el analisis de este tipo) a continuacion se muestran los valores para todas las muestras
determinadas y ademds se hace una comparacion con los resultados obtenidos con el

método validado (Tabla 4.47).
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Tabla. 4.47. Tabla de resultados de CO, en diferentes marcas comerciales por el método de curva de

calibracion el cual estd validado; y los resultados obtenidos con el método de adiciones patréon a volumen

constante.
Concentracion de CO; en
600mL (g/L).
Marca de Refresco Método de Método de Curva de
Adiciones Patron Calibracion

Coca-Cola 6.30+0.13 7.65+0.11
Coca-Cola Light 6.87+0.91 7.3610.11
Coca-Cola Zero 6.25+0.36 7.64+0.11
Coca-Cola Light Sin 6.321+0.12 7.10+0.11
Cafeina

Pepsi 7.13+0.14 7.46+0.11
Pepsi Light 6.77+0.24 6.61+0.11
Pepsi Max 6.70+0.13 7.4440.11
Pepsi Kick 6.60+0.35 7.29+0.11
Diet Rite Cola 6.39+0.32 7.05+0.11
Red Cola Light 6.12+0.09 7.7610.11
Peiiafiel sabor Fresa 6.09+0.10 ND

*ND: No se determind.

Se observa que los resultados presentan diferencias lo cual es evidente que la matriz afecta
al analito en las muestras por lo cual serd necesario analizar que método puede ser util para
el fin el cual se requiere. Como se ha presentado en los resultados y en el anélisis realizado,
el trabajar con adiciones patréon se lleva bastante tiempo, pero presenta buenos resultados
para una sola muestra. Pero a diferencia con el método de curva de calibracion se pueden
realizar diferentes muestras en menor tiempo siendo la mayor desventaja la especificidad al

analito en matrices complejas.
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Capitulo 5:
CONCLUSIONES
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» Se logro desarrollar una metodologia de validacion mediante parametros establecidos
generales minimos necesarios para una sonda sensible a CO,.

> Se llevo a cabo satisfactoriamente la aplicacion del método validado en la
determinacion y cuantificacion de esta especie en muestras de laboratorio o muestras
comerciales que en este caso fueron refrescos en presentacion de 600mL

» Ademas de que se consiguio6 el desarrollo de un método de cuantificacion de CO, por
adiciones patron en muestras con matrices complejas, en este caso solo bebidas

carbonatadas.
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ANEXO 1. Validacion.
» Linealidad

Pendiente

. =

anz —(ZX)z

Ordenada al origen

n

Coeficiente de determinacion

e ((Z)-(Z(E)
(1(Z0) (X)) (n(Zo7)-(Z o))

Intervalo de confianza para la pendiente (Sy;: Error Estandar de la Pendiente)

IC(BI) =m £ 19.975,0-25b1 (t0,9757(g.2:6) =2.447)

1

sz_(ZX)

n

So1=8y/x
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Tabla A1.1 ANOVA para linealidad.

Analisis de varianza con falta de ajuste

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Estadistico F | Valor P
cuadrados libertad Medio

Modelo 15314.50 1 15314.50 32740.88 0

Residual 8.89 19 0.47

Falta de 3.05 5 0.61 1.46 0.26

Ajuste

Error Puro 5.84 14 0.42

Total 15323.40 20

(Corr.)

Fig. Al.1. Grafica de Residuales contra log (C;) para linealidad.
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» Limite de Deteccion (LD).

LDprom: Valor promedio de concentracion de los valores de potenciales obtenido a
concentraciones bajas determinadas con la curva de linealidad (Valor en la interseccion
C; Tabla 4.3 de resultados).

Desviacion estandar

_n(Ey)-(Zy)
S_\/ n(n—l)

LD=LDprom* t0.975,n-2 (S/ \n) ; (t0.975, 8-1=7y=2.365)

» Limite de Cuantificacion (LC)

LCprom: Valor promedio de concentraciones de los valores de potenciales obtenido a
partir de los valores de potencial en el punto mas bajo de la respuesta nernstiana.

Desviacion estandar

Ey)-(Zy)
S\/ n(n-1)

LC:LCpromi t0.95,n-2 (S/\/I’l) ; ( t0.975, (3_1:2):4.3)
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» Precision (repetibilidad, reproducibilidad, R&R)

Tabla XX. Tabla Analisis de Varianza por dos vias (Two-way ANOVA).

Fuente de variacion Suma de | Grados de | Media cuadratica | Estadistico F
cuadrados libertad
Analista SSA a-1 MSA=SSA/a-1 F=MSA/MSE
Niveles SSB b-1 MSB=SSB/b-1 F=MSB/MSE
Interaccion SSAB (a-1)(b-1) MSAB=SSAB/(a- | FFMSAB/MSE
1)(b-1)
Interaccion SSE ab(n-1) MSE=SSE/ab(n-
(Analista, Niveles) 1)
Error TSS N-1
Total
a Y 2 YZ
SSA = () -
= bn N
b (Y. )2 Yz
SSB = Sl Tee o .
JZ_:, an N a= numero de analistas
a b (Y.) y? b= ntmero de niveles
SSAB = Z( ) Yo o548
n

n=numero de repeticiones

a b n Y2
_ 2 [
TSS = Z Z Z Vi = N N=numero total de lecturas (abn)

i=l j=1 k=l

SSE =T SS —SSA—SSB—-SSAB

El sistema de medida de repetibilidad en porcentaje es:
Repetibilidad = 5.15-/MSE

El sistema de medida para reproducibilidad en porcentaje es:

MSA— MSAB

Reproducibilidad =5.15
\ bn

La interaccion entre analistas y los niveles.

MSAB — MSE

[=5.15
\ n

El sistema de medida de repetibilidad y reproducibilidad es

R&R= / Repetibilidad® + Reproducibilidad * + 1*
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> Robustez.

Media aritmética de la condicion de operacion.

Yo = zyo
n

0

no=numero de muestras de la condicion normal de operacion.

Media aritmética del anélisis de cada condicion de operacion diferente a la
condicién normal

2y

yi=
ni

n; = nimero de muestras de la i-esima condicion de operacion.

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto de la media
aritmética de la condicion normal.

E

Y=Y,

» Sensibilidad.

Pendiente

r =

anz —(Z X)2

Ordenada al origen
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Coeficiente de determinacion

e ((Z0)-(Z) ()
(n(Z5) () (X )~ (X))

Intervalo de confianza para la pendiente (Sy;: Error Estdndar de la Pendiente)

IC(B1) = m £ t9.9750-2Sb1 (t0.975,(8-2=6)=2.447)
Sp1=Sy/x ! >
X
o 2
n
N == — —
ylx V n— 2
> Exactitud.

Media aritmética

L
n
Desviacion estandar
S = J”(Zyz)—(Zy)Z
n (n — 1)

Coeficiente de variacion

CV = E*100

y

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(,U) =)y + 10975n -1—= (t().975, (6—1=5):2.571)
AN

n = numero de recobros.
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» Especificidad.

Media aritmética

Dy

y =
n
Desviacion estandar

S= (Zy)-(Zy)
n(n-1)
Coeficiente de variacion

Cr = S*IOO

y

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(M) =y *ttoorsn-1 (to.95, (3-1=2=2.92)
n

n = numero de estandares.

ANEXO 2 Cuantificacion por el método validado (Curva de Calibracion).

» Intervalo de confianza para la pendiente (Sy;: Error Estandar de la Pendiente)

IC(B1) = m % t9.975,0-2Sb1 (to_975,(7_2:5) =2.571)
Sbl = Sv / x 1 5
z o (Zx)
n
y = = — —
i n—2
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» Para la determinacion de la concentracion de cada muestra C se calcularon

utilizando la ecuacion de regresion de la curva de calibracion.
E(mV)=b+mLogC
Log C=(E(mv)-b)/m
(=1 0Emv)-b0)b1
IC(C) = C£ t0.975,0-2Sx0 (t0.975,(22-2=19)=2.093)

Se toman en cuenta las diluciones requeridas para obtener la concentracion en cada

muestras de refresco.

» El intervalo de confianza (incertidumbre) para cada muestra (Sx,) se calculd con la

siguiente ecuacion (0 es el nimero de repeticiones):

Sy, 1 (w-v)

e o n mZZ(xi_)_C)z
i=I

*o

ANEXO 3 Cuantificacion por el método de adiciones patron.

> Para la curva de calibracion:

Intervalo de confianza para la pendiente (Sy;: Error Estandar de la Pendiente)

IC(B1) = m= t0.975 n-2Sp1 (t0,975,(g_2:6) =2.447)

1

3y _(Zx)

n

ShlZSv/x
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O

» Para determinar el valor de pendiente (m), ordenada al origen (b)y la concentracion

en la muestra problema (Cg;.), en el método de adiciones patron.

m =

() -nlx,,,F
b=Y,,  —mX,.)

prom

desc —

» Para determinar el error o incertidumbre de la Cges se aplica la estadistica de

regresion.

n =

T - nsxY)

~desci (b)
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Bebida Método 1 Método 2 Método 3
Carbonatada

Cwmi (ppm) | RSD Cwvo (ppm) | RSD Cwms (ppm) RSD
Coca-Cola 7.957 8.876 3917 26.815 6.30 2.100
Pepsi 7.675 7.174 6.272 14.967 7.13 1.99
Pefiafiel 5.850 6.897 6.428 12.304 6.09 1.61
Coca-Cola Zero | 6.224 11.086 6.350 13.521 6.25 5.750
Diet Rite Cola 6.655 9.979 5.450 13.929 6.39 498
Red Cola Light | 6.370 5.076 5.289 4418 6.12 1.53
Red Cola 6.792 11.330 5.765 15.830 6.57 6.03
Pepsi Max 6.967 5.757 5.718 5.178 6.70 1.95
Pepsi Kick 6.804 9.952 5.873 13.531 6.60 5.26
Pepsi Light 6.911 6.564 6.279 8.233 6.77 3.47
Coca-Cola 6.263 3.778 6.494 4.349 6.32 1.91
Light sin
Coca-Cola 6.370 5.076 5.289 4418 6.87 13.27
Light

Tabla A3.1. Tabla de comparacion de valores de concentracion y RSD de 3 métodos distintos de adiciones patron usando los
datos de las bebidas carbonatadas de este trabajo. Notese el valor de RSD del método 3 relativamente mas bajo que el
método 1y 2, los cuales son métodos clasicos de adiciones patron.

exoleN 0[odiH opIeory ugLpy
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En la tabla A3.1 se hace una comparacion de los método de adiciones patron utilizados para
la determinacién de la concentracion en bebidas carbonatadas con una sonda sensible a
COy; se muestran los resultados de las concentraciones y el RSD o %RSD que se obtuvo
por cada método con el cual ayudo6 a decidir que método presenta mejores resultados o al
menos aquel que presenta menos desviaciones en su resultado.

El Método 1 describe una linea recta a partir de la respuesta del electrodo en el eje y y en el

eje x la concentracion adicionada de estandar Cy,, de la siguiente manera (Li G., 2000):
E

105 =b+mC,, Ec. A3.1

b

Y donde la concentracién problemaCq,desconocida Cgese se determina de la siguiente
m

manera:

12

Ciroe=—
m

desc

El Método 2 describe una linea recta a partir de restar la respuesta del estandar sin adicion
1059 a la respuesta de los estandares con adiciones 1057, en el eje de las y y Cgq en el je

de las x; esto es:
V- —1U- =u+me, Ec. A3.2

Y doénde la concentracion problema o desconocida Cgyese se determina de la siguiente
manera:

~desc T

m
El Método 3 (Ec. 2.19 a 2.17) divide la respuesta de los estindares entre la respuesta del
estandar sin adicion en el eje de las y y Cyy en el eje de las x de la siguiente manera
(Zellmer, 1999):

E'-E

=10 S =b+mC,,

©| &

[a—

0

£

103

Y donde la concentracion problema o desconocida Cgese se determina de la siguiente
manera:

~desc

Como se observa en la Tabla A3.1, los valores de RSD o desviacion estandar relativa son
mas bajo en el Método 3 en comparacion con los otros 2 métodos por lo cual el método 3 es
preferido por los otros 2 métodos en este trabajo.
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Graficos de residuales para los datos de las bebidas carbonatadas por el método de
adiciones patron.

Residuales contra Cg4: Pepsi
10E™-EYS=1.1205+0.0405(Cyyq)

2—
0.2 R?=0.9976
0.1+
kS
g 00
S LA .
3
~
-0.1 ’
0.2 T T T T T
0 70 140
Caa (ppm)
Residuales contra Cyy: Pepsi Max
10EE¥S=11205+0.0405(Cyq)
R?=0.9985
0.07 :
R
[a~]
=
S
% .
a7
-0.07
0 ' 30 ' 60
Caa (ppm)
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Residuales contra Cgy : Pepsi Kick
10E-EYS=1,1099+0.0438(C)

2=
0.2 R?=0.9890
0.1 1
3 .
= 0.0
5
8 L]
[
-0.1
-0.2 T T T T T T 1
20 40 60 80
Cyta (Ppm)
Residuales contra Cg : Pepsi Light
10E-EYS$=1.0729+0.0426(C4)
R?=0.9952
0.08
k5] .
=
=
=t
E 0.00 .
-0.08 ¢
T T T T T T
20 40 60 80
Cia (ppm)
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Residuales contra Cy4: Red Cola
10E-EYS=1.1219+0.0440(Cyyq)

0.2 4 R?=0.9857
0.1 4
8]
=
=1
2
E 0.0
0.1 T
T T T T T T 1
20 40 60 80
Csta (PPm)
Residuales contra Cg4: Red Cola Light
10E-EYS=11360+0.0472(Cgyq)
0.06 - R?=0.9990
0.03 -
&
‘(_‘G L]
=
2 .
& 0.00
[
-0.03 )
T T T T T T 1
20 40 60 80
Csta (Ppm)
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Residuales contra Cg4: Diet Rite Cola

10E-EVS=1.1464+0.0452(C,q)

0.2 - R?=0.9902
0.1+ . .
g L]
=
=
‘» 0.0
(]
~
0.1 4
T T T T 1
20 40 60 80
Csia (Ppm)
Residuales contra Cg, : Coca-Cola
10E-EVS=1.3785+0.0458(Cyq)
0.4 5 R?=0.9969
0.2
L8]
=
=3
=t
()
~
0.0
-0.2 T T T
0 70 140
Cia (Ppm)
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Residuales contra Cg, : Coca-Cola Zero

02 10E-E/S=0.9846+0.0462(C.y)
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Residuales contra Cg,4 : Coca-Cola Light
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Residuales contra Cg, : Coca-Cola Light Sin Cafeina
10E-EYS=0.9718+0.0457(Cgyq)
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Residuales contra Cg 4 : Pefiafiel Sabor Fresa
10-EY5=0.9445+0.0474(Cyq)
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