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Simbolos, significado y unidades.
Pyr: Piridina

KFS: Karl Fischer Solution

k: Constante de velocidad

ET: Electrodo de trabagjo

EA: Electrodo auxiliar

ER: Electrodo de referencia

E: Potencial electroquimico o
potencial de celda/ mV

Eqg: Potencial de equilibrio / mV
EC': Potencial normal de

reduccion del par redox, con
respecto al electrodo de

referencia.

N : NUmero de electrones en la
reaccion.

| Ox|: Concentracion de la
especie Ox al electrodo / molL!

| Red | : Concentracion de la
especia Red al electrodo /
molL-!

EBS: Electrolito soporte
Einicial : Potencial inicial / mV
Einal : Potencial final / mV

Ec, : Potencial de pico catddico
/ mV

E9, : Potencial de pico anddico /
mV
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i°o : Intensidad de corriente de
pico catdédico / mA

i% : Intfensidad de corriente de
pico anddico / mA

Ei/2 : Potencial de media onda /
mV

tiniciar - TIEMPO inicial / segundos
trinas - 1i€MPO final / segundos

iq : Intensidad de corriente
difusiva del pico / A

n : NUmero de electrones
tfransferidos

A : Area superficial del electrodo
/ cm?2

D : Coeficiente de difusidn de la
especie electroactiva / cm2 sl

C : Concentracion de la especie
electroactiva / mol cm-3

F : Constante de Faraday /
96485.34 C mol-!

t : Tiempo de electrdlisis /
segundos

T:3.1415
MetOH : Metanol

c.b.p : cuanto baste para
D.E : Desviacion estdndar
C.V : Coeficiente de variacidon

%R : Porcentaje de recuperacion
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Infroduccion

En la ensenanza de la Quimica Analitica y en la iniciacion temprana a la
investigacion, es conveniente estudiar medios no acuosos con el objetivo
de comprender y mejorar algunos de los andlisis previamente reportados
en aguaq, asi como ejemplificar reacciones quimicas que no ocurren en
medio acuoso. Asi, el agua se considera como una impureza y es
necesario determinar su contenido como un primer parédmetro de control
de reactividad en estos medios (A. Baeza, 2003).

En el andlisis quimico es de suma importancia conocer el porcentaje de
humedad en muestras, ya sea para establecer un proceso de fabricacion
o prever la estabilidad de una forma farmacéutica o un producto
alimenticio (Harris, 2016). El agua puede estar presente en diferentes
formas, tales como diluyente o impureza. En el caso de muestras sélidas
ésta se clasifica de dos maneras diferentes: (1) como agua libre, que estd
referida a la humedad absorbida en la superficie del sdlido; y (2) el agua
unida, que se refiere al agua de cristalizacion. Operativamente, el agua
libre es considerada como impureza. Las metodologias empleadas para
la determinacion de agua pueden ser fisicos o fisicoquimicos y su
eleccion estd en funcidon de la naturaleza de las muestras (De Santiago,
2002).

El método mas utilizado para la determinacion de humedad, sobre todo
en la industria farmacéutica, es el método de Karl Fischer. Esta basado en
la reaccidon que se produce entre el agua y el yodo presente en el
reactivo de Karl Fischer, el cual es, en su formulacion mds simple, una
mezcla de Iy, SO2 y piridina (Pyr) en metanol (S.A. Margolis, 2019)

Ecuacion 1.

S0, + I, + H,O0 + 3Pyr 2 2Pyr - HI + Pyr - S0;

Las reacciones son de cinética lenta y no esta satisfactoriamente
demostrada en la literatura la influencia del nivel de acidez, del electrolito
soporte asi como el tiempo ventana elecfroanalitico para mejorar y
proponer nuevas metodologias de andlisis en condiciones de
microescalamiento para minimizar tiempos de operacion, costos vy
generacion de desechos. Incluso, en algunos estudios recientes llevados
a cabo en disolventes no acusos, se ha optado por abandonar la
valoraciéon coulombimétrica de Karl Fischer para determinar el contenido
de agua residual, debido a la falta de informacién sobre su uso en
ambientes de volumnes reducidos (Garcia-Mendoza & Aguilar-Cordero,
2015)
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Para demostrar que la metodologia analitica ofrece confianza y
consistencia en los resultados obtenidos a través de su uso es necesario
realizar el estudio de validacion, en el cual se evaluardn
sistemdaticamente los pardmetros siguientes (Ornemark, 2014):

- Linedlidad.
- Precision.
- Exactitud.

Debe documentarse y comprobarse experimentalmente mediante un
estudio de validaciéon, que se cumplen con los requisitos especificados.
Tales requisitos se encuenfran en normas y guias emitidas por
organizaciones nacionales e internacionales con el objetivo de asegurar
la calidad de los resultados de los andlisis y que la metodologia satisface

los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.

Hipotesis

Un método analitico desarrollado para la cuantificacion de agua en
disolventes no acuosos utilizando el reactivo de Karl Fischer en ensayos

cronoamperométricos en condiciones de microescalamiento, produce

resultados seguros, confiables, precisos y reproducibles.

Objetivo general

Desarrollar una metodologia basada en la valoracion coulombimétrica
de Karl Fischer en condiciones de microescalaomiento para la
cuantificacion de agua en disolventes no acuosos, optfimizando tiempo,
recurso y minimizando residuos generados.
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Objetivos particulares

= Obtener por voltamperometria ciclica el potencial de la
oxidacion de yoduro en la KFS.

= Determinar la eficiencia real del reactivo.

» Establecer las condiciones de validacion para decir que el
método es seguro, confiable y preciso.

» Realizar el estudio de validacion del método propuesto.
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1. Antecedentes generales.

1.1. Importancia de la determinacién de humedad.

En andlisis quimico, es de suma importancia conocer el porcentaje de
humedad en muestras, ya sea para establecer un proceso de fabricacion
o prever la estabiidad de una forma farmacéutica o un producto

alimenticio. Ademds, el agua es un parédmetro de calidad, ya que tiene
efectos negativos en los productos, tales como (S.A. Margolis, 2019):

- Altera las propiedades fisicas las propiedades de los productos,
materias primas e intermediarios.
- Reduce la vida Util de los medicamentos y alimentos.

- Influye en las reacciones quimicas y sus rendimientos.
- Adgiliza las actividades enzimdticas en productos farmacéuticos.

El agua puede estar presente en diferentes formas, ya sea como

diluyente o impureza. En el caso de muestras solidas se clasifica como (1)
agua libre, que esta referida a la humedad absorbida en la superficie del
solido; y (2) como agua unida que se refiere al agua de cristalizacion. En
este sentido, el agua libre es considerada como impureza quimica

(MettlerToledo, Introduction to Karl Fischer Titration. KF Guide 1., 2012).

1.2. Métodos para la determinacion de agua.

Los métodos de deferminacion de agua pueden ser fisicos o
fisicogquimicos y la eleccidon del método a emplear estd en funcidon de la
naturaleza de las muestras (Zambrano, 2019).

e Primarios: Se basan en la separacién fisica del agua y permite
determinar el verdadero contenido de agua. Tal es el caso de la
destilacion, secado, reacciones quimicas cuadlitativas y
cuantitativas con el agua.
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* Secundarios: Son métodos basados en propiedades que
dependen de la canfidad de agua, como las técnicas
espectroscopicas. Principalmente se utilizan para una rdpida

evaluacion.

Para seleccionar el método adecuado de andlisis, es necesario fomar en
cuenta las consideraciones listadas en la Tabla 1 (Armstrong, 2013).

Tabla 1. Factores a considerar para la eleccion de un método adecuado.

Factor

Ejemplo

Limite de deteccion.

10 mg/g o 1 yg/g de muestra.

Tipo de agua.

Agua superficial.

Agua ocluida.

Agua de cristalizacion.

Agua azeotrépica.

Sustancias que sesgan el método
de medicion.

Componentes voldtiles no acuosos.

Materiales no acuosos que ocasionan una
respuesta en el equipo de medicion.

Materiales no acuosos que interfieren con la
determinacion quimica.

Agua generada o consumida por reaccion
colaterales.

Tipo de muestra.

Gas, liquido o sdlido.

-10-
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Solubilidad de la muestra.

Las muestras deben disolverse en los sistemas
de andlisis quimico para asegurar que toda el
agua estd disponible para el andlisis; cuando
las muestras no son solubles la difusién de
todas las moléculas de agua es un proceso

gque limita la determinacion.

1.3. Métodos generales para la determinacién de agua.
1.3.1. Determinacion de agua por el método de Karl Fischer.

El método es adecuado para la determinacion de agua libre o agua de
cristalizacion en la mayoria de los productos quimicos solidos o liquidos,

tanto orgdnicos como inorgdnicos.

El método visual se puede emplear cuando no se cuenta con equipo
electrométrico disponible, pero solo es posible su aplicacion en soluciones
incoloras mediante una titulacion directa, porque el Ultimo producto de
la reaccidon de fitulacidon, el metilsulfonato de piridinio evita que el
complejo de piridina reaccione con ofro molécula de agua u oftro
compuesto con hidrégeno activo, como se describe en la siguiente
ecuacion:

Ecuacion 2.1

CH50H + SO, + I, + H,0 + 3R3N = [RsNH]: SO,CH; + 2[RsNH] I~

El método electroquimico, por otro lado, puede implicar una titulacion
directa o una titulacion inversa, siendo el mds preciso, y utilizado en la
industria (MettlerToledo, Intfroduction to Karl Fischer Titration. KF Guide 1.,

2012).

Método titulométrico con deteccidon biamperométrica. Método FEUM.

-11 -
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Instrumento: Puede utilizarse cualquier instrumento que proporcione una
adecuada exclusion de la humedad del ambiente y la determinacion del
punto final de la reaccidn. Por lo general, el punto final de la reaccion se
determina electrométricamente mediante un instrumento que emplea
un circuito eléctrico simple que registra aproximadamente 200 mV de
potencial aplicado entre un par de electrodos de platino sumergidos en
la solucidn por ftitular.

En el punto final de la fitulacion, un ligero exceso del reactivo aumenta el
flujo de la corriente entre 50 y 150 pA durante 30 s a 30 minutos,
dependiendo de la cantidad de agua que se esté fitulando. El tiempo es
mas corto para sustancias que se disuelven en el reactivo. Con algunos
tituladores automdaticos, el cambio abrupto en la corriente o en el
potencial en el pinto final sirve para cerrar una vdlvula operada por un
selenoide que confrole la liberaciéon del titulante desde la bureta.

Los instrumentos comerciales generalmente constan de un sistema
cerrado conformado por una o dos buretas automaticas y un vaso de
titulacion cubierto herméticamente, equipado con los electrodos
necesarios y un agitador magnético. El aire en el sistema se mantiene
seco con un desecante adecuado y el vaso de titulacion se puede
purgar mediante una corriente de nitrdgeno o aire secos.

Las metodologias oficiales que aparecen en la Farmacopea se describen
en los esquemas de las Figura XX (FEUM, 2018).

-12 -



Facultad de Quimica, UNAM

Titulacion
directa

Estandarizacion del reactivo

a) Con tartrato de sodio: Transferir
un volumen aaproximado de 36
titulacién y neutralizar cualquier
cantidad de agua que pudiera

estar presente. Agregar
rdpidamente de 150 a 350 mg de
tartrato sédico dihidratado
exactamente pesado vy titular.
b) Con agua: Proceder como en el
inciso anterior agregando como
sustancia de referencia entre 25y
250 mg de agua destilada
exactamente pesaday titular.

Preparacion del reactivo

125 g de yodo a soluciéon de 670 mL
de metanoly 170 mL de piridina.
Pasar SO, seco a 100 mL de piridina
sumergida en un bano con hielo
Adicionar lentamente a la mezcla de
yodo y agitar.

Procedimiento

Transferir de 35 a 40 mL de
metanol, al vaso de titulaciény
neutralizar el agua que pudiera
contener. Agregar rdpidamente

una porcién de la muestra
exactamente medida, agitary

titular hasta el punto final.

Esperanza Elizabeth Vilchis Barrera

Titulacion
residual.

Estandarizacién del reactivo
Agregar a un matraz volumétrico

llevar al aforo con metanol. Titular
25 mL de esta solucién con
reactivo de Karl Fischer,
previaomente estandarizado como
se indica para la titulaciéon directa.
Determinar semanalmente el
contenido de agua de la solucién
metanol — agua y estandarizar el
reactivo antes de su uso.

Preparacion del reactivo

Se procede como se
indica en la titulaciéon
directa.

Procedimiento

metanol, al vaso de fitulacién y
neutralizar el agua que pudiera
contener. Agregar rdpidamente
una porcién de la muestra
exactamente medida, agitary
fitular hasta el punto final.

Figura 1.0 Metodologias oficiales de la FEUM.

-13-
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1.4. Reactivo de Karl Fischer.

1.4.1. Antecedentes historicos, naturaleza del reactivo y formulacion.

Bunsen demostré que a temperatura ambiente el yodo, asi como el cloro
y el bromo, reacciona con el agua en presencia de didxido de azufre de
acuerdo a la reaccion de la Ecuacion 2.2.

Ecuacion 2.2.

2+ 8502 + 2H20 S ZHI + H2504

Sin embargo, la reducciéon del yodo producida por el SO2 es reversible
cuando la concentracion de acido es mayor que 0.05 % por lo que el
dcido yodhidrico se oxida a yodo libre.

La primera aplicacion que tuvieron estas reacciones fue la de analizar
didxido de azufre en gases de horno. Se hacia pasar los vapores a fraves
de un estdndar de yodo en yoduro de potasio en almiddn y continuaba
hasta que el color del almiddn indicador desaparecia. Conociendo el
volumen del gas y la cantidad de yodo en la solucion, se pudo calcular
la concentracion de dioxido de azufre en los gases.

En 1935 Karl Fischer, mientras frabaja en los laboratorios de Edeleabu
Gesellschaft, describid un reactivo que involucraba yodo y didxido de
azufre y que era usado principalmente para la determinacién de agua
en didxido de azufre y se descubrié que podia ser aplicado para el andlisis
de agua en general.

Inicialmente, con el objetivo de estudiar mas a profundidad este reactivo,
se realizaron titulaciones por refroceso en las cuales se colocd una
cantidad del reactivo y se adicionaban cantidades de la muestra a
analizar hasta que la tonalidad caracteristica del reactivo desaparecia;
sin embargo, se encontrd que se presentalban muchos errores atribuidos
a la naturaleza de la muestra y a la formacion de productos dcidos, que
provocaban que el equilibrio se desplazara hacia reactivos. Para evitar
la formacion de estos compuestos se realizaron estudios en aminas
orgdnicas débiles y se descubrid que la piridina funciona como la base
ideal para este propdsito pues al combinarse con el didxido de azufre,
reduce su presion de vapor.

Esta formulacion permitic obtener un punto final de valoracidn mads
facilmente y lo hizo mds reproducible. Para asegurar un exceso continuo

-14 -
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de reactivos, ademdads del yodo, se utilizaron las siguientes cantidades: 10
mol de piridina, 3 mol de didxido de azufre, 1 mol de yodo disuelto en 5 L
de disolvente (benceno o metanol). Con estas proporciones se logro
fitular 7.2 mg de agua por cada mililitro de mezcla reactante(John
Mitchell, 1948).

Actualmente, los métodos volumétrico y coulombimétrico son utilizados
de manera comun en la industria para la determinacion de agua
utilizando el reactivo de Karl Fischer (S.A. Margolis, 2019).

1.4.2. Método volumeétrico.

El método volumétrico se utiliza preferentemente para determinaciones
cuyo contenido de agua se encuentre en el intervalo de 10 ppm a 100%,
utilizando cantidades de muestra de 15 g y 0.02 g respectivamente.
Muestras sélidas y liquidas pueden ser directamente infroducidas en el
recipiente en donde se llevard a cabo la titulacion y el andlisis se puede
realizar con una variedad de disolventes orgdnicos (Jones, 1951).

La muestra se disuelve o dispersa en metanol. Es de suma importancia
neutralizar el agua presente en el disolvente y utilizarlo como blanco.
Posteriormente se procede a hacer la determinacidon en la muestra.

Lamentablemente el método volumétrico requiere de evaluar
constantemente la eficiencia de la KFS y se requieren grandes volUmenes
de disolvente para el fratamiento de las muestras.

1.4.3. Método coulombimétrico

Este método consiste en medir la cantidad de corriente utilizada para

generar yodo in situ, que posteriormente reaccionard con el agua. La
celda de valoracion consta de dos compartimientos, uno para el dnodo
y el ofro para el catodo, separados por una membrana, la cual puede

ser un sinferizado de cerdmica. La muestra se coloca en el
compartimiento anddico. Un exceso de yodo en el dnodo indica el fin de

la valoracion. Con este método se pueden determinar cantidades de
agua del orden de ppm (V.C. Dominguez, 2010).

-15-
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1.4.4. Deteccion del punto final de la titulacion

Aunqgue el punto final de la titulacion se indica cuando se presenta un
exceso de yodo vy la solucion empieza a tornarse cada vez mds amarilla
hasta llegar a un tono marrén, la deteccidn visual resulta inadecuada ya
que la intensidad del color va a depender del tipo de disolventes que se
utilicen y del espesor del recipiente empleado para la experimentacion.
Para darle solucidon a esta problemdtica se utilizan dos electrodos de
platino polarizados y se determina el cambio de alguna propiedad

eléctrica en el sistema (Clark, 2020).

1.4.5. Influencia del pH

Verhoef y Barendrecht fueron los primeros en estudiar la influencia que
tiene el pH en la cinética de la reaccion de Karl Fischer. Ellos monitorearon
la concentracion de triyoduro formado electroquimicamente con un
electrodo de platino y la determinacion del pH se realizé utilizando un
electrodo combinado de vidrio y un potencidmetro digital. El pH se ajustd
utilizando dcido perclérico, acetato de sodio, dicloroacetato y salicilato
disueltos en metanol

Con ello se encontrd que el pH optimo de trabajo es en el intervalo de 5
a 7.5. A valores menos de 5 la reaccion es muy lenta o no hay reaccion,
ya que se favorece la formacion del HI y HaSO4; mientras que a valores
mayores de 7.5 ocurren reacciones de competencia:

SOz+ Iz + H20 + 3Pyr — 2Pyr-HI + Pyr-SOs Ecuacion 2.3.
Pyr-S03 + MeOH — Pyr-SO4CH3 Ecuacion 2.4,
SOz + Iz + 2H20 — ZHI + H2504 Ecuacion 2.5.

La velocidad de reaccion, descrita por la constante de velocidad k,
depende del pH del medio:
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- Ecuacion 2.6.
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Figura 2.0 Dependencia del pH en la velocidad de reaccidn.
Fuente: (MettlerToledo, Introduction to Karl Fischer Titration. KF Guide 1, 2012)

En la figura anterior se aprecia que a valores de pH menores a 5 la
velocidad de reaccién incremente linealmente; en el intervalo de pH de
5 a 8 la velocidad de reaccidon permanece constante y a valores
superiores la velocidad incrementa, pero a una tasa menor.

Una posible explicacion de la influencia que tiene el nivel de acidez es
que no es el didxido de azufre en silo que es oxidado por el yodo bajo la
influencia del agua, sino mds bien el ion metil sulfito.

Ecuacion 2.7.

2CH,0H + SO, S CH;0H} + CH;0S05

A valores de pH elevados hay una mayor formacion de metil sulfito por la
captura de protones y la velocidad de reaccidén es mayor.

En el intervalo de pH de 5.5 a 8, todo el didéxido de azufre se encuentra
presente como metil sulfito; se alcanza la velocidad de reaccidon mdaxima.
A valores de pH superiores a 8,5, la velocidad de reaccion aumenta
debido a reacciones secundarias entre el yodo y los iones hidroxido o
metilato; en una titulacién, esto da como resultado un punto final mds
lento y un mayor consumo de yodo.

Con base en el frabajo anterior, Grinke estudio la cinética de lareacciéon
utilizando imidazol en vez de piridina. El monitoreo de las especies o
realizé mediante el uso de cromatografia de gases y llegd a la conclusion
de que el imidazol en la formulacion de la KFS funciona adecuadamente
como buffer y puede ser utilizado en lugar de la piridina.

Con estas investigaciones se crearon nuevas formulaciones con imidazol
y que resultan menos toxicas. Ademds, también se ha demostrado que
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es posible utilizar como buffer el dcido salicilico (MettlerToledo,
Introduction to Karl Fischer Titration. KF Guide 1., 2012)

1.4.6. Aplicaciones

Productos farmacéuticos

La titulaciéon de Karl Fischer, ya sea volumétrica o coulombimétrica, es un
método selectivo, cuantitativo y preferido en farmacopeas para la
determinacion de agua en sustancias farmacoldgicas y productos

farmacéuticos. Esto incluye la materia prima, las sales inorgdnicas, los
disolventes y los excipientes ( (MettlerToledo., 2012).

Productos derivados del petréleo

La titulacion de Karl Fischer no se recomienda para aceites y lubricantes,
ya que estos contienen anadidos como antioxidantes, mercaptanos,
cetonas u Oxidos metdlicos que tienden a reaccionar con el yodo o
generan agua, obfeniéndose resultados mayores a los esperados. Sin
embargo, se puede readlizar utilizando mezcla de disolvente que
contienen principalmente cloroformo o alcoholes de cadena larga y se

homogeniza con un mezclador o con un bano ultrasénico.

Cuando se trabaja con petrdleo crudo, el xileno o el tolueno se deben
agregar al medio para que el alquitrdn no se adhiera a la superficie de

los electrodos y se mantenga en la solucion (Armstrong, 2013).
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Tabla 2. Tipo de muestra y método empleado para su andlisis.

Mvuestra Solubilizador Método
Gasolina Decanol Vol./Coul.
Diesel Decanol/cloroformo Vol./Coul.
Acelte para Hexanol/folueno Vol./Coul.
motor
Aceite de
o Decanol
silicona
SsielEe Decanol/Tolueno/Cloroformo Vol.
crudo
Combu§t|ble Decanol Vol./Coul.
para aviones
Acelte del Decanol o directo Vol./Coul.
transformador
Petrdleo Decanol Vol./Coul.

Productos alimenticios

En alimentos, el contenido de agua afecta la estabiidad de
almacenamiento, aspecto, textura y sabor, asi como otras caracteristicas
fisicoquimicas importantes, asi como la aparicion de agentes
microbioldgicos que pueden ser perjudiciales para la salud de los

consumidores.

Pidsticos

Los pldsticos por lo general presentan cantidades pequenas de agua, por
lo que el método utilizado para su andlisis es el coulombimétrico,

anadiendo cloroformo o metilpirrolidina para disolverlos por completo.
Otra opcidn es evaporar el agua en un horno de secado y conducirlo a
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la celda utilizando un gas de purga seco. También puede extraerse
metanol, si es necesario a 50°C (MettlerToledo., 2012).

1.5. Principios de electroquimica

La electrogquimica analitica es el estudio de los procesos de reaccion que
ocurren en la interfase solucidon — conductor con base en las mediciones
de cantidades eléctricas tales como la corriente, el potencial o la carga,

y su relacion con los pardmetros quimicos. Estos procesos pueden ser
generados espontdneamente o necesitar de una perturbacion externa

para poderse llevar a cabo (Bard & Faulkner, 2001).

1.5.1. Reacciones de o6xido-reduccion

Una reaccién de éxido — reduccion es un proceso de transferencia de

electrones en la cual participa un oxidante y un reductor. Se divide en
dos semirreacciones, una es la oxidacion y la ofra la reduccion (Garcio-

Mendoza, 2011).
Ecuacion 2.8.

Zn® + Cully - Znfly + Cu®

Las semirreacciones que dan lugar a la reaccién total anterior son las
siguientes:

Zn® - ZnZl, + 2e” Oxidacién Ecuacion 2.9.

CuZt, + 2~ - Cul Reduccion Ecuacioén 2.10.

El desplazamiento neto del equilibrio dependerd de la proximidad en
los valores de los pKr de los pares redox involucrados y de la imposicion

0 no, de un estimulo externo (Pingarrdon Cazarrdn, 2003).

Las principales caracteristicas de las reacciones de dxido — reduccion
son las siguientes:

> Reacciones en sistemas heterogéneos: Ocurren en una interfase
conductor sélido - disolucidn de naturaleza acuosa o no.
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> Fuera del equilibrio: Al paso del tiempo, las concentraciones de Ias
especies que participan cambian en las cercanias de la interfase.

> Unidireccionales: el intercambio de electrones va de una especie
hacia la otfra, a través de conductores, y fluye del dnodo
donde una especie cede electrones (ocurre la oxidacion) al
cdtodo donde otra especie los recibe (ocurre la reduccion).

> Compartamentalizadas: la interfase conductor sélido —disolucion
donde ocurre lareaccion de interés, debe estar separada de
la otra para evitar interferencias. Esto se logra  utilizando
membranas de vidrio poroso, geles idnicos (puentes salinos),
o membranas de polimero semipermeable. También se pueden
utilizar microelectrodos con una gran separacion entre ellos
utilizando volUmenes de disolucidon grandes.

1.5.2. Celda electroquimica

Una celda electroquimica es un conjunto de interfaces que requiere de
por lo menos dos electrodos separados por una fase electrolitica
(electrolito soporte).

Las celdas electroquimicas se clasifican en electroliticas (consumen
energia eléctrica de una fuente externa) y galvanicas (se utilizan para
producir energia eléctrica). En ambas celdas el electrodo en el cudl
ocurre la oxidacion se le llama dnodo; mientras que el electrodo en el
gue ocurre la reduccidn se le llama cdtodo.
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Celda electrolitica Celda galvdanica
+ ‘ -

1 ™ \W\—]

Fuente de poder

Anodo (+) Catodo (-)

Hy0 — 1/,0, +2H* + 2¢~ Cu* +2e” - Cu®

Anodo (-) Catodo (+)

Zn® +2e” = ZInT? + 2e” Cu*t +2e¢” — Cu®

Figura 1. Esquema de celdas electroquimicas.

1.5.3. Instrumentacion bdasica

Para el monitoreo de una reaccion electroquimica es necesario utilizar un
sistema de tres electrodos (Skoog, James, & Nieman, 2018):

» Electrodo de trabajo (ET): Sobre él se realiza la imposicion de
potencial o de corriente y con ello es posible caracterizar las
reacciones de interés. Es importante que el drea del
electrodo sea pequena para para asegurar condiciones de
microandlisis y disminuir la corriente capacitiva.

» Electrodo auxiliar (EA): Cierra el circuito eléctrico de la celda.
Estd conectado en serie con el electrodo de trabajo y sobre
éste se lleva cabo el proceso electroquimico contrario.

» Electrodo de referencia (ER): Mantiene un potencial
constante durante la determinacion electroquimica, por lo
gue su composicion es constante y conocida. Con respecto
a éste se confrola el potencial del electrodo de trabaijo.

En este contexto, al no haber reaccion electroquimica predominante,
E=E, . el sistema se encuentra en equilbrio electroquimico.
Termodindmicamente se espera que al imponer un potencial diferente a

Eeq. S& produzca un cambio en la relacion [Ox]/[Red], hasta llegar
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nuevamente al equilibrio. Se dice que corresponde a una reaccion
electrogquimica reversible.

Para las reacciones rapidas, la ecuacion de Nernst relaciona el potencial
E y la concentracion de las especies que participan en la semirreaccion

(Ox y Red) (Harris, 2016).
Ecuacion 2.11.

0.0591l [0x]
8 [Red]

E=E"+

Donde:

E = Potencial de celda o electroquimico.

E0’= Potencial normal de reduccidn del par redox, con respecto al
electrodo de referencia.

n = NUmero de electrones en la reaccion.
[Ox]= Concentracion de la especie Ox al electrodo.

[Red]= Concentracion de la especia Red al electrodo.

Si el potencial impuesto E es mayor a Eeq, Se espera que la reaccion de
oxidacion se vea favorecida; cuando el potencial impuesto E es menor

que Eeq se espera que se favorezca la reaccion de reduccion.

1.5.4. Cinética de transferencia de carga

En una reaccién electroquimica los pardmetros que se registran son la
intensidad de corriente y la diferencia de potencial. Cuando se mide
este Ultimo pardmetro, existen diferentes aportes:

Ecuacion 2.12.

AEmeqiao = (Ei + Ej + IR) — Egg

Donde:

e E;= potencial impuesto mediante un potenciostato.
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» E;= potencial de unidn quimica, debido a la formacién de las dos
fases iOnicas separadas en forma semipermeable cuando se
ponen en contacto.

e [R= aporte en el potencial debido a la resistencia de todo el
circuito (conductores, disolucion, etc.).

e [Epz=potencial de ER.

Al emplear membranas de separacion adecuadas o si se usan
microelectrodos y en presencia de sales idnicas concentradas, se
disminuye la resistencia de la disolucidn y con ello se logra que el aporte
de IR y Ej sea pequeno.

La intensidad de corriente también presenta diferentes aportes:
Ecuacioén 2.13.
Imedida = Leap T lfar
Ecuacion 2.14.

lfar = ldifusién + lmigracién ionica T lconvectiva

Donde:

* .= COrMmente capacitiva que aparece al formarse la doble capa
eléctrica.

» igq,= corriente faradaica o de electrdlisis; indicativo de la velocidad
de la reaccién electroquimica. Debida a la contribucion de tres
fendmenos que conforman el tfransporte de masa.

La corriente de electrdlisis y la velocidad de reaccion dependen de la
forma en que la especie llega al electrodo, la velocidad de fransferencia
electronica, de las reacciones quimicas acopladas, fendmenos de
adsorcion en la superficie del electrodo y, en algunos casos, a
asociaciones supramoleculares en la vecindad del electrodo.

1.5.5. Cinética de transferencia de masa

La transferencia de masa hace referencia al movimiento de materia de
un punto a otro en la disolucidon, ya sea por diferencias en potencial
eléctrico o quimico. La fransferencia de masa puede llevarse a cabo de
tres diferentes maneras:
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1. Migracion: Al imponer una diferencia de potencial se forma un
campo eléctrico a fravés del cual las especies con carga eléctrica
son fransportadas.

2. Difusion: Alhaber un gradiente de concentracion entre la superficie
del electrodo y el seno de la disolucion se produce un movimiento
de las especies de los medios mds concentrados a los menos
concentfrados. Puede llegar a afectar sdlo a una parte de la
disolucién.

3. Conveccién: Puede producirse el fransporte de masa por la
influencia de factores fisicos al agitar una disolucién, al girar o vibrar
el electrodo de trabagjo. Incluso, cuando el drea del electrodo es
muy pequena (en el orden de micras) pueden producirse
fendmenos de agitacidon molecular producto de la difusion radial
durante la electrdlisis.

—®_o% o
Difusién _ .~ ° -0 *°®
-— —.-. . ° °
o0t —0—g -, ® o
—e —6' _-» o e
—— % '._. e ©®
— —_— - - ® \

—@ o- ©®
G= (O | Andalito
@_:'@ -@

—

Migracién

Electrodo —»

£z e e
Conveccioén

.:.‘® o * :’(

Aty

Figura 3. Representacion esquemdtica de las tres diferentes maneras de transporte de
masa. Fuente: (Wang, 2006)

La ecuacidn de Nernst — Planck describe la transferencia de masa de la
disolucion hacia el electrodo, ya que en ella se involucran los terminos
mencionados anteriormente:
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Ecuacion 2.15.

aC(x,t) B (zFDC) dp(x,t)

J@t) = =D —o> RT )~ ox

+ C(x, )V (x,t)

En la ecuacién anterior se describen los diferentes aportes en el flujo de
materia, los cuales son:

ac(x,t)
0x
e Aporte del transporte por migracion debido al campo eléctrico, z

y C son la carga y la concenfracion de la especie
respectivamente.

e Contribuciobn convectiva, donde V(x,t) es la velocidad
hidrodindmica en la direccion x, F es la constante de Faraday, D
es el coeficiente de difusidon de la especie, R es la constante de los
gases ideales y T es la temperatura.

En una reaccion electroquimica la corriente que se registra estd en
funcion de los aportes de difusion, migracion y conveccioén, ya que la
corriente eléctrica es proporcional al flujo de materia.

Ecuacion 2.16.
i = —nFAJ

e A =drea del electrodo
e n =nUmero de electrones intercambiados

A fin de relacionar el valor de la corriente con la concentfracion del
analito o del compuesto de interés, se pueden realizar modificaciones
experimentales y controlar o hacer muy pequeno el fransporte por
migracion (exceso de electrolito soporte) y por convecciéon (ufilizando
una disolucion sin agitar o bien agitando constante y controladamente).
Bajo estas condiciones el transporte de materia estard determinado
Unicamente por difusion.

Ecuacion 2.17.

aC(x,t)

J(x,t) = =D 9%
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Finalmente, se llega a una nueva funcién en la que la corriente registrada
estard determinada Unicamente por la difusion de la especie y serd
directamente proporcional al gradiente de concenfracion de la especie
electroactiva.

Ecuacion 2.18.

aC(x, t)

| = nFAD
i=n o

1.5.6. Reacciones quimicas acopladas a la reaccion electroquimica

El patron de respuesta que se obtiene al aplicar un programa de
perturbacion sobre una interfase polarizada es caracteristico de la
magnitud y del fiempo de aplicacion del programa, de la capacidad
cinética de la interfase para intfercambiar carga a través de ella y de la
limitacion por transferencia de masa en condiciones confroladas
generalmente por difusion hacia o desde la interfase (Baeza, 2011).

Ademds, el patron de respuesta puede estar modificado por las
reacciones quimicas homogéneas acopladas a la reaccién
electroguimica manifestdndose también al aplicar el programa de
perturbacion.

La combinacion sistemdatica de los tiempos de perturbaciéon y los tiempos
en que estas reacciones quimicas acopladas ocurren determinardn su
grado de influencia y, por tanto, la capacidad de su deteccion
experimental.

Clasificacion de las reacciones quimicas acopladas

Las reacciones pueden estudiarse en una amplia ventana de tiempo
mediante técnicas electroquimicas (desde microsegundos a horas). Estos
métodos tienen como caracteristica especial de que las especies de
interés se pueden sintetfizar en la vecindad del electrodo mediante
reacciones de fransferencia de electrones y se pueden detectar y
analizar electroquimicamente (Bard & Faulkner, 2001).

Los diferentes esquemas de reaccion se suelen clasifican utilizando letras,
las cuales indican la naturaleza de los pasos involucrados:
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E: reaccion electroquimica.

C: reaccion quimica homogénea.

e EC: la secuencia involucra una reaccion quimica después de una
reaccion electroquimica.

e XY vy Z: representan especies que no son electroactivas en el

intervalo de potencial de interés.

Reacciones que involucran una reaccion electroquimica

a) Reaccion CE

Y—O
O+ne=—R

Ecuacion 2.19.

En esta secuencia primero ocurre la reaccion quimica antes
de la reaccidén electrogquimica. La especie electroactiva es
generada en una reaccion previa.

b) Reaccion EC

O+ ne..——-R
R—X

Ecuacion 2.20.

En este caso, la especie R reacciona para producir una
especie no electroactiva al potencial en el cual se presenta
la reduccion del oxidante.
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c) Reaccion catalitica (EC’)

O+ne—R
T

|
R+Z —Q+Y

Ecuacion 2.21.

Este proceso involucra la reaccion de R con una especie
que no es electroactiva, Z, y se regenera la especie O. Si la
especie Z estd presente en un gran exceso en comparacion
con O, se trata de una reaccion de pseudo — primer orden.

Reacciones con dos o mds pasos E
a) Reaccion EE

A+te —8B E1D
B*e—0C E

Ecuacion 2.22.

En este esquema de reaccidon se producen dos reacciones
electroquimicas cada una a diferente valor de potencial. Es de
interés particulas el caso en el cual la segunda reaccion procede
de manera mds espontdnea que la primera. Generalmente, la
especie que se forma al adicionar un electron a una molécula o un
dtomo es mas dificil de reducir en caso de considerar la
electrostatica; es decir, R~ es mdas dificil de reducir que R.
Similarmente, R* es mds dificil de oxidar que R.
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b) Reaccion ECE

01 + n1e = R1 E10
R1 (+Z) Ecuacion 2.23.

2

02 +n2e — R2 E20

Cuando el producto de la reaccion posterior a la electroquimica es una
especie electroactiva al valor de potencial del par Oi/Ri, ocurre una
segunda reaccioéon electroquimica.

c) Reaccion ECE

A + 8 =—= A_
A' — B Ecuacién 2.24.

B-e=—8

Este caso se presenta cuando el producto de una reaccidén quimica
subsecuente a la reduccion de A en el electrodo se oxida a
potenciales donde A se reduce.

También existe la posibilidad de que ocurra la siguiente reaccién:
A+ B = B+ A Ecuacion 2.25.

En un potencial adecuado, el electrodo acelera una reaccién que
procede de manera lenta sin éste.
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d)

Esquemas cuadrados.

A+e —= A

Ecuacion 2.26.
E3 -F Ea = e— Ea_

Dos reacciones redox se acoplan a dos reacciones quimicas en un
patron ciclico.

Este mecanismo se presenta con frecuencia cuando hay un
cambio estructural en la reduccion, como la isomerizacion cis —
frans.

Ofros esquemas de reaccion.

Existe una gran variedad de esquemas de reaccidn, los cuales son
combinaciones o variantes de los casos generales que se
mencionaron anteriormente. En todos los esquemas, se observa
dependencia de la reversibiidod de las reacciones
electroquimicas y de las reacciones quimicas acopladas. Por
ejemplo, las subclases de las reacciones EC se pueden distinguir
dependiendo de si son reversibles, quasirreversibles o irreversibles y
se denotan como E,.C, E,.C; E,C;, etc.

El patrén de respuesta puede estar modificado por las reacciones
quimicas homogéneas acopladas a la reaccidon electroquimica
manifestdndose éstas también al ampliar el programa de perturbacion.
Asi mismo, el grado de influencia de las reacciones quimicas acopladas
depende de la combinacion sistemdatica de los tiempos de perturbacion
y los tiempos en que dichas reacciones ocurren (Baeza, 2011).
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Tabla 3. Tiempos ventana aproximadas para las diferentes técnicas electroquimicas.
Fuente: (Bard & Faulkner, 2001).

.. , . Intervalo del Tiempo
Técnica Parametro de tiempo . P
parametiro ventana(s)
Y, =@rf)™(s) w=10"2-10%s71 1075 — 100
Impedancia ac
f=Hz
Voltamperometria de Yo = @rf)™ ()¢ @ =30-1000s7" 107% - 0.03
disco rotatorio f = velocidad de rotacion,r/s
Microscopia dZ/D d=10nm — 10 um 1077 - 0.1
electroquimica de
barrido
Ultramicroelectrodo roz/D To=01—25um 1075 -1
en estado
estacionario
Cronopotenciometria t(s) 107®—50s 1076 - 50
Cronoamperometria 7(s) 1077 -10s 1077 — 10
Cronocoulombimetria 7(s) 1077 -10s 1077 — 10
Voltamperometria de E(s) v =0.02-10°V/s 1077 -1
) . F
barrido lineal v
Voltamperometria E(S) v=002-10°V/s 1077 -1
. F
ciclica v
Polarografia DC tmax (tiempo de goteo, s) 1-5s 1-5
i 1 t (duracion de electrilisis, s) 100 — 3000 s 100 — 3000
Coulombimetria
3lis] t (duracién de electroélisis, s) 100 — 3000 s 100 — 3000
Electrdlisis a

microescala

Ademds, se ha reportado en la literatura las ecuaciones que relacionan
el E, | y los pardmetros cinéticos de la reaccion quimica acoplada. Son
Utiles para hacer un andlisis tedrico de fitting, es decir, determinar
informacidén termodindmica y cinética de la reaccidén quimica acoplada
ajustando las mediciones procesadas del patron de respuesta a un
comportamiento determinado para diversos valores de k, y sus
respectivos pardmetros de tiempo dependiendo de la tfécnica
empleada.
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1.6. Técnicas electroanaliticas

Las técnicas electroanaliticas se clasifican de acuerdo al programa de
perturbacion impuesto y al tipo de patrdn de respuesta resultante el cual
es utilizado con fines analiticos: cuantificar, monitorizar y caracterizar
analitos y procesos quimicos. Estas técnicas se dividen de acuerdo a la
manera en que se realizan las mediciones y la perturbacion de acuerdo
al siguiente diagrama:

[ Potenciostaticas |
Pulsos de potencial
. i =f(Ecte)
Imposicion de . J
potencial - N
E=f(©) Potenciodindmicas
Barrido de
potencial
i = f(F
Programa de 4 [0 J
perturbacion p N
Galvanostaticas
Pulsos de corriente
Imposicion de E = f(icte)
corriente N g
i=f(t) ( Galvanodinamicas |
Barrido de corriente
E = f(iy)

Figura 4. Programas de perturbacién para diferentes técnicas electroanaliticas.

Para que una reaccion electroquimica se lleva a cabo es necesario que
se provogque una perturbacion y se genere una respuesta de la cual se
pueda obtener informacidn que permitird caracterizarla. Los tipos de
patrones de perturbacion que se tienen son los siguientes (Pingarrén
Cazarrén, 2003):

- Imposicion de un pulso constante de potencial: Mediante un
potenciostato se impone una diferencia de potencial y se registra
la corriente obtenida como funcién del tiempo. Para estas técnicas
el transporte de masa se realiza por difusiéon, por lo que la curva i -t
refleja la disminucion de la concentfracion del analito cerca del

electrodo. En condiciones limite ig = kCo.
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Imposicion de un pulso constante de corriente: Al imponer una
corriente constante durante determinado tiempo se va a obtener
como respuesta un cambio en la diferencia de potencial, el cual
va a cambiar hacia valores caracteristicos de del par redox. El
potencial va a cambiar hacia valores en que otfra especie pueda
aportar los electrones (potencial y tiempo de transicion)para seguir
manteniendo la corriente constante y la concentracion de la
especie varia conforme ocurre la transferencia de electrones
necesaria para para mantener la intensidad de corriente
constante hasta que la cantidad de la especie se agota en las
cercanias del electrodo. En condiciones limite transicion = kCo.

Variacion lineal de potencial o corriente con el tiempo: En este tipo
técnicas se utiliza un barrido de potencial o de corriente que
presenta una velocidad constante. La técnica mds utilizada es la
voltamperometria, ya que puede aportar informacién sobre los
mecanismos de reaccion de especie electroactivas.

En la figura 5 se muestra graficamente el programa de perturbacion, asi
como la respuesta que se produce.

-
*Cronoamperometria )
Pulsos de potencial *(De=f(®)
\_ J
( \
. *Cronopotenciometria
Pulsos de corriente
*(E)=f(t)
\_ J
( \
. . *Voltamperometria
Barrido de potencial
¥ ol = f(E)
\_ J
4 \
. . Volt tri
Barrido de corriente © GmEerome a
*E=f()
\_ J

Figura 5. Respuestas obtenidas de diferentes programas de perturbacion.
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1.6.1. Voltamperometria ciclica

Esta es una de las técnicas potenciodindmicas que mds se emplea para
estudiar mecanismos de reaccidén, ya que rdpidamente aporta
informacién acerca del comportamiento redox de las especies, de las
reacciones y en la determinacion de pardmetros termodindmicos. Suele
ser el primer experimento que se lleva a cabo en un estudio
electroquimico como primer diagnodstico. En el programa de
perturbacion para la VC, la senal es de fipo friangular, es decir, el
potencial se barre linealmente desde un valor inicial Einicial hasta alcanzar
un valor Einal. Aungue el barrido de potencial se termina al final del primer
ciclo, puede continuarse hasta realizar un determinado nimero de ciclos
sucesivos (Bard & Faulkner, 2001).

En la figura 6 se representa el programa de perturbacién E(t) triangular
utilizada en voltamperometria ciclica.

— Ciclo 1 -

Efinal

dE/dt=v

Potencial

Einicial

Tiempo

Figura 6. Programa de perturbacidn para voltamperometria de barrido triangular a n
ciclos.

El patron de respuesta obtenida de este programa de perturbacion da
origen a lo que se conoce como voltamperograma ciclico. Este se
obtiene graficando la corriente leida al potencial asociado, en una curva
de E = f(i). En la figura 7 se muestra un voltamperograma ciclico asi
como las magnitudes fisicas de respuesta (Garcia-Mendoza, 2011).
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i[A] < E% [V]

lineabaseds, | [ X .
oxidacion i

=
e
.t

=l
a

o

s
e
i
ot
=
-
ot

-
=

Linea base de

reduccion

Pico catodico

Figura 7. Componentes de un voltamperograma. Fuente: (Pingarrén Cazarrdn, 2003)

- Epc = potencial de pico catddico
- Epa = potencial de pico anddico
- ipc = intensidad de corriente de pico catddico
- ipa = intensidad de corriente de pico anddico

Con esta técnica se puede electrolizar una especie e invertir el potencial

para formar el par redox. Asi, se puede estudiar la cinética de las
reacciones o detectar la aparicidn de especies intermedias en los
procesos variando el tiempo ventana determinado por la velocidad de
barrido de potencial esencialmente.

En la figura 8 se muestra un voltamperograma ciclico ftipico, sin
reacciones quimicas acopladas, obtenido sobre un electrodo de pasta
de carbono para una disolucion de Fe2+* 103 mol/L en HaSO4 1 mol/L como
electrolito soporte. La flecha indican la direccién del barrido de potencial
(Pingarron Cazarrdn, 2003).
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Fe’* + 1 e — Fe?*

e

-
—
-
-
=3
=
b
-
-

0.0 02 04 06 08 10
E, V vs SCE

Figura 8. Voltamperograma obtenido evidencia un sistema rdpido sin
reacciones quimicas acopladas evidentes. Fuente: (Pingarrén Cazarrdn, 2003)

Durante el barrido directo, el potencial es lo suficientemente positivo
como para producir la oxidacion del Fe2*, dando lugar a una corriente
anddica que aumenta rapidamente hasta que la concentracion de Fe2+
en la superficie del electrodo tiende a cero. Cuando se produce el
agotamiento de Fe?* en las cercanias del electrodo hay decaimiento en
la corriente debido a su conversidn en Fesd*. Esto se ve ilustrado por medio
de los perfiles de concentracion - distancia (a-e).

Al invertir la direcciéon de barrido de potencial, la oxidacion prosigue
hasta que llega a un valor lo suficientemente negativo para proceder
con la reduccion del Fe3* acumulado que viene senalada por la
aparicion de una corriente catddica. Asi, la voltamperometria ciclica
genera rdpidamente una nueva especie en la interfase durante el
barrido directo y a continuacion probar su existencia en el barrido inverso.
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En esta técnica, los pardmetfros de interés son las magnitudes de
. . _ Qg .,
corrientes de pico, iy, € iy Y sU relacion ? /ipc’ y la separacion entre los

potenciales de pico, E,, — E,.. Para obtfenerlasintensidades de pico hay
que extrapolar una linea base que se suele tomar como la corriente
existente antes de que el pico comience a desarrollarse en cada uno de
los barridos. Para ello, hay que asegurarse de establecer una linea base
correcta para la medida exacta de las corrientes de pico, 1o que resulta
complicado en sistemas complejos, ya que la linea base no es la misma
gue la corriente residual obtenida en un experimento idéntico.

Cuando se trata de un sistema reversible cuyo producto es estable, sin
reacciones quimicas acopladas, se puede identificar por
voltamperometria ciclica midiendo la diferencia entre E,, y Ep.. A 25° C:

Ecuacion 2.27.

59

AE ~ —mVl
n

p = E

Pa_E

pc

En donde n es el nUmero de electrones transferidos y E,, y E,. son los
potenciales de pico anddico y catddico, respectivamente en mV. Esta
separacion de Sn—ng para AE, es independiente de la velocidad de

barrido de potencial.
El potencial intermedio entre los dos potenciales de pico es el valor del
potencial formal del parredox (con respecto al electrodo de referencia).

Ecuacion 2.28.
B Epa + Epc
2

E”

Los valores de iy, € iy para un sistema reversible y en el cual no se

presentan complicaciones cineticas, son iguales y la relacion pa/i ~1,
pc

independientemente de la velocidad de barrido de pontencial.

La voltamperometria ciclica es una técnica muy utilizada en todos los
campos de la quimica como método de estudio de los estados redox, ya
gue permite barrer rdpidamente un amplio intervalo de potenciales tanto
para especies oxidables como reducibles gracias a la escala de tiempo
variable de la técnica y su buena sensibilidad. El aspecto mdas Util de la
voltamperometria ciclica es su aplicacion al diagndstico cualitativo de
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reacciones electrodicas asi como evidenciar reacciones quimicas
homogéneas acopladas.

1.6.2. Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica electroquimica en la cual se
mantiene un potencial constante en un determinado tiempo (Donald T.
Sawyer, 1995). La corriente fluye por el electrodo utilizado y se monitoriza
en funcion del tiempo. La excitacion consiste en un salto de potencial
desde un valor inicial Einiciat hasta un segundo potencial Efinai Cuyo valor es
suficiente para efectuar el proceso redox de manera instantdnea y un
fransporte de materia por difusion. Este cambio de potencial provoca la
aparicion de una corriente instantdnea muy elevada, conocida como
corriente capacitiva hasta que predomina la corriente farddica debida
al gradiente difusion (Pingarrdn Cazarrén, 2003).

Considerando el caso en el que se tiene la especie electroactiva Ox, se
va a iniciar con un valor de potencial Einicial, €n el cual no ocurre proceso
electroguimico alguno. Al imponer un pulso de potencial Efina €n donde
la electrorreduccion de Ox es tan rdpida que no puede coexistir al
electrodo, la concenfracion de Ox descenderd hasta tender a cero. El
pulso se mantiene constante durante un tiempo determinado y la
transferencia de masa es mediante difusion pura, limitando la regidén en
la cual Efinal €5 impuesto.

El modelo matemdatico que describe estos fendmenos es denominado
como la ecuacion de Cottrell y se aplica cuando el electrodo es de
microdisco.

Ecuacion 2.29.
nFACo:Dgy” _ pm12

it) = T1/2¢1/2

Es posible apreciar que el efecto de la disminucion de las especies
electroactivas cercanas a la superficie es caracterizado por una funcion

inversa de t1/2,
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Las principales ventajas que presenta esta técnica, en condiciones
controladas, son las siguientes (Goycocheaq, 2016):

- Alta sensibilidad

- Selectividad hacia especies electroactivas

- Amplio intervalo de linealidad

- Instrumentaciéon de bajo costo

- Capacidad de especiacion

- Se pueden utilizar diversos electrodos para ensayos en medios
POCO comunes

- Bajo limite de deteccién

Esta técnica, presenta ademas las siguientes limitaciones (Wang, 2006):

- Limitaciones potenciostaticas: La ecuacion de Cottrell predice muy
altas corrientes para tiempos muy cortos, pero la corriente maxima
actual puede ser dependiente de la corriente y voltaje de salida

caracteristicas del potenciostato.

- Limitaciones debidas a la conveccion: Se presentan gradientes de
densidad y desviaciones por las vibraciones, causando ruptura de
la capa de difusidon y produciendo corrientes mds grandes que

aqguellas determinadas por la ecuacion de Cottrell.

Teniendo esto en cuenta se puede decir que por lo general las
mediciones realizadas a tiempos mayores de 300 segundos son dificiles y
que mediciones menores de 20 segundos pueden mostrar algunos
efectos convectivos. Asi, el tiempo-ventana adecuado dentro de las
mejores condiciones experimentales es aproximadamente entre 20

microsegundos 200 segundos (Bard & Faulkner, 2001).

1.7. Validacion

La validacion de un método analitico es el proceso mediante el cual
queda establecido que la capacidad de un método analitico satisface

los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. (Criterios para la
validacion interna y confirmacion de métodos fisicoquimicos., 2017)

Este proceso es precedido por la fase desarrollo, la cual puede involucrar
la adaptacion de un método ya existente haciendo pequenas
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modificaciones que resulten adecuadas para una aplicacion nueva
(Ornemark, 2014).

Un laboratorio debe validar (Guadarrama, 2001):

Métodos no estandar.

Métodos disenados por el mismo laboratorio.

Métodos estandar utilizados fuera de alcance previsto.
Amplificaciones y modificaciones de métodos estdndar.

Cuando se necesite demostrar la equivalencia de resultados
obtenidos por dos métodos diferentes.

AN N NN

1.7.1. Clasificacion del método.

Método normalizado.

Se considera que un método es normalizado cuando se encuentra
publicado en:

- Normas Oficiales Mexicanas (NOM).

- Normas Mexicanas (NMX).

- Meétodos oficiales del AOAC.

- Standard Methods.

- Environmental Protection Agency (EPA).

- Pesticide Analytical Manual (PAM).

- Collaborative International Pesticides Analytical Council (CIPAC).
- American Society for Testing Materials (ASTM).

- International Standard Organization (ISO).

- Codex Alimentarius.

- Food and Drug Administration (FDA).

- Food and Agriculture Administration (FAO).

- European Comission (CE).

- United States Department of Agriculture (USDA).

Método no normalizado.

Un método no normalizado es aquel desarrollado por el laboratorio o un
método nuevo publicado en revistas cientificas o notas técnicas.
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Para realizar el estudio de validacion de un método disenado por un
laboratorio, primero se establece el objetivo de aplicacion evaluando

exactitud, repetibilidad y reproducibilidad (Farmacéuticos, 2002).

1.7.2. Definiciones.

Linealidad. La linealidad de un sistema o método analitico es su
capacidad para asegurar que lo resultados analiticos son
proporcionales a la concentracion de la sustancia dentro de un

intervalo determinado. Estos resultados pueden ser obtenidos de
manera directa o por medio de un tratamiento matemdatico bien

definido.

Intervalo. Se define por las concentraciones comprendidas entre
los niveles de concentracion superior e inferior de las sustancias en

el cual el método es preciso, exacto y lineal.

Exactitud. La exactitud de un método analitico es la concordancia
entre un valor obfenido experimentalmente y un valor de

referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtenido del
andlisis de cantidades conocidas de analito.

Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a

diferentes muestreos de una muestra homogénea.

a) Precision intermedia: Grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea por dos analistas o insfrumentos diferentes usando

el mismo método en diferentes dias.

b) Repetibilidad: Es una medida de la variabilidad de los resultados
cuando un analista lleva a cabo las mediciones, utilizando el
mismo equipo bajo las mismas condiciones y en un periodo

corto de tiempo.
Condiciones de repetibilidad:

v" El mismo procedimiento, analista/observador, ubicacion,
instrumento y condiciones de medicion.

v Mediciones repetidas dentro de un corto periodo de
fiempo.
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c) Reproducibilidad: Es una medida de la variabilidad de los
resultados en determinaciones independientes realizadas por

diferentes laboratorios.

e Limite de deteccion. Es la minima concentracién de una sustancia
en una muestra la cual puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion

establecidas.

e Limite de cuantificacion. Es la menor concentracién de una
sustancia en una muestra que puede ser detectada con precision
y exactitud aceptable bajo las condiciones de operacion

establecidas.

e Recuperacion. Larecuperacion es el cociente entre la cantidad de
analito medida y el contenido en la muestra. En el caso ideal, se
obtiene un 100%. En mediciones experimentales puede perderse
analito especialmente en el caso de tratamientos complejos de
muestras con analito en canfidades ftraza, dando lugar a
porcentajes de recuperacion menores (Criterios para la validacion
inferna y confirmaciéon de métodos fisicoquimicos., 2017).
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Capitulo 2.

Desarrollo experimental
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2.

Desarrollo experimental.

2.1. Reactivos.

>

>

>

>

Disoluciéon estadndar de agua en metanol 0.38 mol/L.

Reactivo de Karl Fischer comercial (MERCK®) Lote 92050317/02 con
un titulo nominal de 1 mLKFS / 5mg H,0 (1 mLKFS /0.27 mmol H,0).
Disolucién de nitrato de amonio 0.5 mol/L en metanol (EBS)

Metanol Anhidro (Karal®) Lote 18077 con una pureza del 99.8%

2.2. Materiales y equipo.
A continuaciéon, se mencionan los materiales y el equipo utilizado. En la
figura 7se muestra el montaje del sistema de andlisis.

>
>
>
>
>

v

VYV VYV YY

Jeringa de 10 mL contenedora de disolucion estandar.

Jeringas de 20 mL contenedoras de disolucion de Karl Fischer
Desecador para almacenar las disoluciones y reactivos.

Jeringas de Insulina de T mL.

Jeringa de 3 mL sin émbolo rellena de CaCl, y fapada con algododn
como desecador.

Botella de pldstico efiquetada para el almacenamiento de
residuos.

Agitador magnético.

Barra de agitacion magnética.

Potenciostato/Galvanostato PGP201 Radiometercopenhagen
Celda de vidrio de capacidad de 8 mL

Electrodo de platino de disco

Barra de grafito

Electrodo de referencia Ag°| AgClis)| NHsNO3z 0.5 M en MetOH | |

2.3. Preparacion de disoluciones

- La solucién estandar se prepard pesando una masa de 1.6 g de agua
tipo | en una jeringa de insulina. Metanol c.b.p 10 mL.

- El electrolito soporte (EBS) se prepard pesando 0.24 g de NHsNOs.
Metanol c.b.p 10 mL.
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2.4. Sistema de analisis

EA: Barra de grafifo ]
Algoddn

\ / —|Potenciostato

| ER: Ag®| AgCl(s) INH,NO; 0.5 M
en MetOH | |

ET: Disco de Pt°

TL Celda 8 mL

Figura 9. Sistema de andlisis.

2.5. Desarrollo del método

Para el desarrollo del método primero se obtuvieron los potenciales de
oxidaciéon y de reduccion del yodo en la KFS por voltamperometria ciclica
bajo el siguiente patron de perturbacion:

e E;=-1000 mV vs. ER
e [E>=1000 mV vs. ER
e Vv=500 mV/s

Se colocd 1 mL de la solucion EBS en la celda electroquimica y se
agregaron 500 uL de KFS. Se procedid a medir bajo las condiciones ya
mencionadas.

Una vez obtenidos los potenciales de oxidacion y de reduccion del yodo
se procedid a realizar el andlisis cronoamperométrico a régimen de
difusidn pura por imposicién un pulso constante de potencial impuesto
por el equipo descrito, Eimpuesto = f(t). S& obtiene asiun registro en el cual
la pendiente del perfil de concentracion en la superficie disminuye con
el tiempo, y del mismo modo ocurre con la corriente.
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E;

| i i X 0 i

Figura 10. De izquierda a derecha: programa de perturbacion, perfil de concentracion
y patréon de respuesta para un experimento bdsico de imposicion de potencial.

> Se colocd 1 mL de EBS en la celda y se agregaron 100 uL de KFS
(EBST) para neutralizar el agua presente en el medio, se trazd su
cronoamperograma a un potencial de 370 mV y después se
agregaron 500 uL de la solucion estandar. Se hizo la fitulacion con

KFS haciendo adiciones de 50 uyL hasta completar 1 mL.

La titulacion se hizo por triplicado y se determind el fitulo de la solucidon de
KFS.

2.6. Validacion

Una vez que se obtuvo el titulo del reactivo en el medio propuesto; se
impusieron las condiciones adecuadas para llevar a cabo la validacion.

Se prepararon las siguientes soluciones:

- La solucién estadndar se prepard pesando una masa de 0.7 g de agua
Tipo | en una jeringa de insulina. Metanol c.b.p 10.0 mL.

- ElI electrolito soporte (EBS) se prepard pesando 0.24 g de NHiNOs.
Metanol c.b.p 10.0 mL.
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2.6.1. Linealidad del sistema

Para comprobar que el sistema da una respuesta proporcional a la
canfidad de analito, se prepard una curva de calibracion adicionando
volumenes crecientes de una soluciéon estandar de agua tipo 1 0.7% m/v
en metanol agregando la cantidad de KFS necesaria para neutralizar el
agua. Se registréd la corriente en t=60 s. El experimento se ejecutd por

friplicado.

2.6.2. Precision del sistema
Repetibilidad

Se determina por el andlisis sextuplicado una alicuota de la solucidn
estandar de 500 pL.

Precision intermedia

Dos analistas diferentes del mismo laboratorio analizan por triplicado una
alicuota de estandar de agua.

2.6.3. Exactitud

Se analizan por sextuplicado tres alicuotas diferentes de la solucion
estandar.

2.6.4. Limites de deteccion y limites de cuantificacion

Se obtienen a partir de los datos obtenidos de la curva de calibracion. El
fratamiento matematico correspondiente se presenta en el anexo |.
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Capitulo 3.

Resultados
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3. Resultados

3.1. Desarrollo del método
A continuacion, se muestra el voltamperograma que se obtuvo de la
voltamperometria ciclica para fijar el valor del pulso potencial para el

estudio cronoamperométrico.

i (mA)

1000 1250

500 750

250

250 0

-0.5

-1250 -1000 -500

-2
E (mV)

Figura 11. Voltamperograma de las especies presentes en KFS. En 370 mV se encuentra
la sehal de oxidacion del yodo. ET: Pt% ER: Ag®| AgClis) | NHsNO30.5 M en MetOH | |; EA:
Grafito.
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El potencial de oxidacion obtenido en la voltamperometria ciclica
coincide con el que se reporta en la literatura (Guindn, Grima, & Garcia-
Anton, 1991)

Posteriormente, se presentan los cronoamperogramas obtenidos de
cada una de las mediciones, asi como la curva de titulacion vy los

resultados de la determinacidon de la eficiencia de la KFS.

3.200
2.950
2.700
2.450

2.200

1.950

1.700

i (mA)

1.450

1.200

0.950

0.700

0.450

0.200

Tiempo (s)

0 1 =2 3 :

7 —o8 ——9 10 121213

4—’—? ‘—°—6

Figura 12. Cronoamperogramas de la curva de titulacion. ET: Pt°; ER:
Ag°| AgCl(s) | NH4sNO3 0.5 M en MetOH | | ; EA: Grafito.

En los cronoamperogramas mostrados en la figura anterior se aprecia que
la corriente obtenida como respuesta aumenta proporcionalmente al
aumentar la cantidad de agua.
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Figura 13. Curva de titulacién cronoamperométrica.

El punto final de la titulacidon se obtuvo mediante la interseccidon de las
lineas tangentes.
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Tabla 4. Resultado de la determinacion de la eficiencia de la KFS.

Eficiencia de

Ensayo VKFs(uL) KFS

(mg H20/mL KF)
1 450 5.7
2 450 5.7
3 400 6.4
4 450 5.7
5 450 5.7
Promedio 440 5.84
D.E 0.31
C.V(%) 5.4

El coeficiente de variacion presentado en la tabla anterior si bien no estd
en el intervalo que indican las normas oficiales de validacion, es un valor
aceptable por las condiciones en las que se trabaqjé, que fueron en
microescala y fomando en cuenta que la humedad atmosférica es una
fuente de error importante.
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3.2. Validacion del método

3.2.1. lineadlidad del sistema.

Se muestran los valores de la cantidad de agua en mg, la cantfidad de
KFS agregada en yL y los valores de la intensidad de corriente registrados.
Se corrigio el valor de la corriente de electrdlisis restando el valor que se
obtuvo para el blanco.

Tabla 3.Valores obtenidos de la prueba de linealidad.

Cantidad Corriente (mA) Corriente corregida (mA)

de agua VKE
(mg) (uL) 1 2 3 Media 1 2 3 Media
0.000 0 1.402 1445 1.490 1.446 0.000 0,000 0,000 0.000
0.6%90 120 1.590 2028 2.059 1.892 0.188 0.583 0.569  0.447
1.380 240 2196 2239 2233 2223 0.794 0.794 0.743 0.777
2.070 350 2.535 2553 2585 2558 1.133 1.108 1.095 1.112
2.760 470 2.864 2788 2714 2789 1.462 1.343 1.224 1.343
3.450 600 3.082 3.053 3.082 3.072 1.680 1.608 1.592 1.627

DE 0.1540

CV (%)  27.66
2 0.989

En este primer ensayo se obfuvo evidencia de que el sistema es lineal,
responde proporcionalmente al incrementar la cantidad de agua y con
ello es posible cuantificarla.
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2
i = (0.462+0.037)mgH,O + (0.0872+0.077)
R? = 0.9889
<
E

3.5

2 2.5 3

1 1.5

0 0.5
Cantidad de agua (mg de H,0)

Figura 14. Curva de calibracion con cinturdn de confianza. Intervalo de confianza al
95%.
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Figura 15. Cronoamperogramas obtenidos para la linealidad del sistema.
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3.2.2. Precision del sistema.

Tabla 6. Resultados de la evaluaciéon estadistica para la precision del sistema.

Réplica Corriente
1 3.187
2 2.819
3 3.114
4 2.924
5 2.911
6 2.879
Media 2.972
DE 0.145
CV (%) 4.863

El coeficiente de variacion obtenido, aunque fue mayor al establecido
en las referencias, nos indica que este método es preciso en las
condiciones de trabagjo.
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Figura 16. Cronoamperogramas obtenidos en la evaluacion de la precision del sistema.
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3.2.3. Exactitud y repetibilidad
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Tabla 7. Datos de mg de agua y mA para la evaluacion de la precision del sistema.

Cantidad de
agua(mg)

Réplica 1

Réplica 2

Corriente mA

Réplica 3

Réplica 4

Réplica 5

Réplica 6

1.92

2.19
1.87
1.48
2.28
2.28
1.77

3.40 4.92
3.45 3.93
3.39 4.75
3.40 4.99
3.50 4.62
3.57 5.06
3.47 4.43

Tabla 8. Porciento recuperado para el ensayo de exactitud del método.

Réplica 1 114.44
Réplica 2 97.75
Réplica 3 77.02
Réplica 4 118.89
Réplica 5 119.10
Réplica 6 92.19
D.E 11.18
C.V 10.90%
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Figura 17. Diagrama de control de exactitud para los porcentajes recuperados.

De manera grdfica, en la figura 15 se observa que a cantidades muy
pequenas de agua el método pierde exactitud, ya que en tres réplicas el
porcentaje de recuperacion obtenido estd muy por arriba del limite
superior (Montgomery, 2009).

3.2.4. Precision intermedia

Ensayo de reproducibilidad. Se expresan los porcentajes recuperados
con respecto a la cantidad de agua en la alicuota de estdndar.

Concentracion de la solucion estdndar: 0.7%
Volumen de la alicuota: 500 L

Cantidad de agua en la alicuota: 3.5 mg
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Tabla 9. Porcentajes recuperados.

Analista 1(%) Analista 2 (%)
137.46 123.80
Dia 1 113.84 110.32
99.68 85.02
96.22 120.95
Dia 2 112.79 102.89
108.83 108.83

CV(%) = 12.4

El coeficiente de variacion en este ensayo nos indica que el método no
es idealmente reproducible. Se pueden hacer mejores en cuanto al
aislamiento del sistema de la humedad del ambiente como del uso de
un electrodo de referencia adecuado para este tipo de andilisis.
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Figura 18. Cronoamperogramas obtenidos del ensayo de precision intermedia.
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3.2.5. Limites de deteccion y cuantificacion.

Los limites de deteccidn se determinaron a partir de la estadistica de la
curva de calibracioén sin restar el valor de corriente que se obtuvo del
blanco. La cantidad minima de agua que es posible detectar con este
método es de 0.51 mg y la minima que se puede cuantificar es de 1.70
mg. Con esto, el tipo de muestras que es posible analizar

Limite de deteccion Limite de cuantificacion
(mg H20) (mg H20)
0.51

1.70

3.1 o
i = 0.462mgH20 + 1.533
2.9 R2 = 0.9889
S, =0.08

i (mA)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Cantidad de agua (mg)

Figura 19. Curva de calibracién para la determinacion del limite de deteccién y
cuantificacion.
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Capitulo 4.

Conclusiones
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4.1. Conclusiones

- A condiciones de microescalamiento fue posible realizar la
determinaciéon de agua mediante el método de Karl Fischer por
cronoamperometria. Los cronoamperogramas obtenidos son evidencia
de que se la respuesta analitica es satisfactoria para el objetivo del
método, ya que con base en el estudio de validacidn se obtienen
resultados lineales, exactos y precisos bajo las condiciones establecidas.
Tanto la celda como los electrodos son apropiados para esta
metodologia de andlisis, a excepcion del electrodo de referencia por los
inconvenientes mencionados anteriormente.

- Para mejorar los resultados se propone el diseno y caracterizacion
de un electrodo de referencia cuyo uso sea exclusivo para este tipo
andlisis, ademds de una mejora en el sistema en cuanto a un mejor
aislamiento de la humedad.

4.2. Perspectivas

Teniendo como antecedente los resultados de este frabajo, se propone
gue este método sea aplicado en andlisis de diferentes muestras, tales
como alimentos, farmacos, sales inorgdnicas u otros productos en los
cuales la determinacion de agua sea importante.

Asi mismo, se propone la construccion y caracterizacion de un electro de
referencia exclusivo para para este tipo de andlisis, ya que como se
menciond anteriormente, el electro de Ag°| AgClis) | NHsNOs 0.5 M en
MetOH | | tuvo inconvenientes.
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Anexo |. Validacion. Criterios de aceptacion

Linealidad

CV<S1.5% r=0.99 r2>0.98

Precision

CV<1.5%

Exactitud y repetibilidad
Promedio de recobro: 98 — 102%
CV<2%

Precision intermedia

CV<3%

Anexo Il. Cdlculos y modelos matematicos empleados
Linealidad

Los datos obtenidos se registran en una tabla con base en el siguiente
formato

Concentraciéon de la disolucion Propiedad
patrén medida
X1 Y11,Y12,Y13
X2 Y21,Y22,Y33
Xt Yt1, Y12, Y13

t = nUmero de disoluciones

n = nuUmero de réplicas (propiedad medida) de cada dilucidon de la
solucion patrén.

Yx=nX1+X2+-+Xt)
Yy =Y11,Y12,..,Y1n+Y21,Y22,..,Y2n + -+ Yt1,Yt2,..,Ytn
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X% =n (X12 + X22% + - + Xt?)
Yy? =Y112,Y122,..,Y1n? + Y212,Y222,...,Y2n? + .-+ Yt12,Yt22, ..., Ytn?
Sxy = X1(Y11,Y12,..,Y1n) + X2(Y21,Y22,...,Y2n) + --- + Xt(Yt1,Yt2)

- [nt(Sxy) = COENP
[ne(2x?) — (X0 nt(xy?) — (2y)7]

Coeficiente de variacion

Propiedad medida

~ Conc.de la disolucién patrén

F11=Y11/X1 FI1 = Yt1/Xt
F12=Y12/X1 Ft2 = Y12/Xt
FIn=Y1In/XIl FI3 = Y13/Xt

YF=F11+F12+Fln+ -+ Ftl + Ft2 + Ftn
YF?2=F112 4+ F122 + F1n? + --- + Ft1% + Ft2? + Ftn?

X

F
N

N = nUmero de puntos de la linealidad del sistema.

1/2

N(XF?) — (XF)?
N(N—1)

DE =

DE = Desviacion estandar

cv DE 100
= — %
F

CV = Coeficiente de variacion.

Precision del sistema
Tabular los resultados: Y1, Y2, Y3,...,Yn

Y =Y1+Y24+Y3+-+Yn
Y2 =Y12+Y2%2+Y3%2+ -+ ¥Yn?

g2
n
n(LY?) — ZY]“Z

DE:[ nn—1)
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DE
CV =—=%100
y

Exactitud y repetibilidad

X
%Recuperado = (7) * 100

Tabular los resultados: R1, R2, R3..., Rn
YR=R1+R2+R3+--+Rn
YR? = R1?> + R2? + R3? + - + Rn?

_ R
Y
n

n(ZR?) - ZR]” i

DE:[ nn—1)

DE
CV =—x100
y
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