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I INTRODUCCION.

1.- Antecedentes. )

La determinacién de vitamina 912 en compuestos
multivitami nicos presenta considerables problemas analf ticos
debido al nivel de concentracidén tan bajo en. gue  se
encuentra en relacién a otras vitaminas tales como :
tiamina, riboflavina,nicotinamida y piridoxina.

l.os métodos mas usados para la determinacién de la vitamina
812 50N @ )
a) el microbiolégico{método oficial  recomendado por . la
U.S.P. XXIIY)en el que se usan Lactobac;l}hs Leichmanni.En
este metodo se mide EspectrDFotométricamenfe la turbidez de
los cultivos(1) . V

b) el Ffisicoguimico que empléa una. determinacién
espectrofotométrica en 1la  regién del visible en medio
cianuro.

De acuerdo con J.Van Melle(2) este dltimo método es mas
rapido y mas preciso que el microbiolégico en la
determinacién de la vitamina 812 presente en extractos de
hf gado.Fara evitar las posibles interferencias de sustancias
coloridas se recomienda una previa separacién de la vitamina
512'

Sin embargo,debido a que la vitamina 812 presenta
propiedades é6xido-reductoras y es una especie electroactiva
al electrodo de gota de mercurio,los métodos electrogquimicos
presentan una alternativa interesante para Su
cuantificacién. .

En relacién a la aplicacién de métodos electroquimicos en la

determinacién de 1la vitamina 812 hay pocos trabajos



publicadcs en la litefatura.ﬁbh Fines analfticds.Lé mayor{a
de ellos se orientan al estudio v del  comportamiento
electroquimico de la vitamina 912 en diferentes medios vy
con diferentes electrodos.K.H.Fantes et al.(3) informan la
presencia de una cnda,catalitica con un E 1/2 de -1.53 v/ESC
en disoluciones neutras la cual esta perturbada por un
masimo de corriente.El valor del potencial de 1/2 pbnda vy 1a
altura dependen del pH de la disolucién.Asimismn,encuentran
una relacion lineal entre la concentracion de la vitamina y
la altura del maximo en un intervalo de concentracién
comprendido entre 0.005 y 0.02 ug/ml en disoluciones
amortiguadoras de HZPD4'/H9042" 0.025 M a pH 7.4.Diehl y
colaboradores (4) investigaron el comportamiento de la
vitamina 512 al electrode de gota de mercurio en
disoluciones basicas de cianuro.Ubservaron una sola onda en
medio cianuro de potasio 0.1M. Esta onda implica un
intercambio de dos electrones ,de cianocobal(IIi)amina a
cianocobal (IDamina vy presenta un E 1/2 de -1.33v/ESC.E1
grado de oxidacion del cobalto pasa de I a 1 .

Jaselskis vy Diebhl (5) observaron el comportamiento

polarografico de las vitaminas BIB’B a ¢ nota 1 ) ¥y

12

Bi"r en disoluciones 0.1 ™M de sulfato de potasio,y se

obtuvieron los siguientes valores de potencial de 1/2 onda.

vitamina E 1/2 v/E.S.C.

B12 -1.11

Bizr —-0.04(anédico) -0.95,-1.55
3123 0,06 -1.02

R.I. Rirke,G.A. Brydon y M.F. Eoyle(& aplicaron las

técnicas de polarografi{a,voltamperometria ciclica Yy

potenciometri{a para el estudio de las vitaminas qua Yy Biqr
L L

en medio de sulfato de sodio ( a diferentes valores de



pH) vy KH2P04—NazHP0‘(pH 7.43) .Afirman que en medio sulfato
de sodio 1M el polarograma de la vitamina Biza presenta

dos ondas catédicas correspondientes cada una al intercambio
de un electrén y una onda catalftica de hidrégeno a un
potencial mds negativo que -1.3 v/E.S.C.La primera onda que
aparece a un potencial entre 0.04 y -0.4 v/ESC corresponde
a la reduccién de Blza K (Nota 1 } y la segunda aonda

r (Co II) a BIQS(CO I,

v
corresponde a la reducciéizde 812
El E 1/2 de esta segunda onda varia en funcion del pH hasta
un valor aproximado de 5.5 a partir del cual permanece
constante.Birke et al.reportan un valor de E 1/2 de

-0.884 YTo.002 v/ESC para esta onda,a diferencia de Jaselskis
y Diehl que reportan un E 1/2 de -1.02 v/ESC y de Hogenkamp
y Holmes (7) que encuentran un valor de =-1.07 v/ESC en medio
NaCl 0.02 M a pH 7.1.

FPor otra parte R.L.Birke y S. Venkatesan(8) realizaron
recientemente un estudioc polarografico de la vitamina Bl2a
en medio &dcido con €1 objeto de detallar mas el mecanismo de
electrorreduccidén polarogrifico de la vitamina Blz.Asimismo
se& ha estudiado el mecanismo con electrodos de oro y carbén
vitreo sobre un amplic intervalo de pH(9).La naturaleza de
la adsorcidén de las vitaminas 812a Y BIQr en el
mercurio se ha investigado por voltamperometri a
ciclica,cronopotenciométr{a y medidas diferenciales de la
doble capa {10)

La oxidacién en presencia de aire de wuna disolucién de
vitamina Bizr produce la vitamina 9123'

Nota 1:Ver pdgina B para aclaracién de la simbologfa.



2.-0bjetivo.
El principal objetivo de este trabajo es desarrollar un
método de determinacién de vitamina 512 en preparados
multivitami nicos.FPor su sensibilidad y selectividad,debido a
que el nivel de concentracién de la vitamina B12 en lps

los jarabes es de 10 ®°M se seleccions la tecnica
voltamperométrica de polarogréfia diferencial de impulsos
para la realizacion del presente estudio.
Por otra parte,cabe senalar que la exactitud del método se
ve afectada por 1la presencia de otras sustancias
{(principalmente por otras vitaminas del complejo B tales
como tiamina, riboflavina, nicotinamida, piridoxina) que se
reducen en un intervalo de potencial cercanoc al de la
vitamina 812 Y Que se encuentran en mucho mayor
concentracién.Por tanto ,es de suma importancia la separacién
de la vitamina B12 de las vitaminas que 1la acompanan
en estos productos farmacetticos,antes de la determinacion.
La técnica de 5eparacién que se utilizé fue la de

. .
cromatografia de intercambio ionico en columna.



1I.-BENERALIDADES.
1.~Estructura y propiedades de la vitamina B12 (11),

1.1,-Estructura de la vitamina 512.

La vitamina B12 es un compuesto de coordinacién del
cobalto.Tambien recibe el nombre de cianocobalamina.

El anillo principal consiste de cuatro nucleos pirré6licos
unidos a un macroanillo con tres puentes de carbono y seis
dobles ligaduras conjugadas.El cobalto se encuentra en el
mismo plano que los nitrégenos de los pirroles.fA este nﬁclec

ce le llama corrin (figura 1)

Y
N\

\?
7N
N

Figura 1 NOcleo corrin

A los derivados de este nucleo se les llama corrinoides.

A este nucleo estan unidas siete cadenas amf dicas que son
las gue le confieren solubilidad en disclventes préticos vy

disolventes apréticos dipolares.Cuatroc cadenas son grupos



propionamido que se encuentran en el plano inferior del nacleo
corrin y tres cadenas son agrupamientos acetamido que estan
orientadas hacia arriba del nicleo corrin.A un agrupamiento
propionamido estd wnide un 1 amino propanol 2 cuyo OH esta

esterificado con la 3 fosforibofuranosa (figura 2).

— o\ /0 —_—
O/P\o
\ o\xg

CH

OH ~— CH

Figura 2 Fosforibofuranosa.

A todo este compuesto se le llama cobamida.la cobalamina es
la 5,6 dimetilbenzimidazolil cobamida y con el agrupamiento
CN ec la cianocobalamina.Un N del imidazol estd unido al
cobalto por un enlace coordipado. (figura 3)

1.2.~Propiedades de la vitamina 812.

1.Z.1.-Propiedades fisicas (12)

Se presenta en forma de cristales higroscépicos de color
rojo oscuro.Cuando se expone al aire puede absorber hasta 12
% de agua.Es inodora e ins{pida.Sus disoluciones acuosas son
neutras.S5u estabilidad maAxima en disolucién es a un pH de 4.5
a S.0.Es soluble en agua,insoluble en acetona,cloroformo

y eter.



VitaminaD,.

CIANOCOBALAMINA

NH—C0—Ci1,~CH, ‘*“=ul;u._(o—\u. .
Nn:_-co_cuz/ci(. N7 \ o
| | c v (:u_clrgff.'li,e(:oex115 ;

NI, —(.0 ci.—Ci |

C/C
O CH,—CIT,
Cy, CH,—CH,—CO—NH,

HO-—-CIl,

Férmula : Cg,H,CoN,0,,P P.M. T 1355,40

Figura 3



1.2.2.—Frnpiedades Fisicuquimicas.
Existen diversas formas de la vitamina que tienen-la llamada
estructura de Cobal(III) amina en la que el atomo central de
cobalto se encuentra con grado de oxidacion I1I+ (nota 2) .
Tal es el caso de la acuocobal{IIl)amina,que se ha designado
como vitamina Elza.y de la hidroxocobal{(Iil)lamina.En estos
compuestos el agua vy el GH .se encuentran en ia
misma pcsicibn gue el radical CN .Se ha demostrado (13) qQue
& valores de pH superiores a 8 predomina  la forma hidroxo
de la vitamina Biza sobre la forma acuoc (pk = 7.8 ). )
For otra parte la acuocobalamina puede existir también en
los grados de oxidacién II+ (Bizr Cobal(II)amina ) y I+
(BIZS Cobal (I)amina).lexa y Saveant (14) proponen el
siguiente diagrama E-pH para las diferentes formas en gue
puede existir la acuocobalamina. {(figura 4)
Nota 2.-Mediante un estudio (13) del comportamiento de la
vitamina B12 25 un  campo magnético se determind que la
molecula es diamagnetica, es decir que el cobalto se

encuentra con grado de oxidacion II1I+.






2.- Estructura y propiedades de otras: vitaminas del complejo
B.

Dado que, en los preparados farmacedticos, la vitamina 312 va
acompafiada de otras vitaminas del complejo H,se considera de
interes presentar sus estructuras y propiedades mas
importantes.

2.1.~ Tiamina o wvitamina El

El clorhidrato de tiamina se presenta en forma de placas
blancas monocli{nicas,agrupadas en forma de rosetas.Tiene un
olor ligero a tiazol y sabor amargo.Se descompone a 248°c.Es
soluble en agua vy glicerol,poco soluble en etanol y
précticamente insoluble en eter, benceno, hexano Y
cloroformo(l2Z).Tiene una masa molecular de 337.28 (Fig.Do)

En los jarabes generalmente se encuentra a una concentracién

de 20 mg en 100 ml.(S.9x10 ‘)

7 HCL h
NE
CH.,, wa \\ / 2 H_ ™ OH

3 Ia l o) ‘ -
7 c1

AN o / ea,
N : /

Figura S
Para la determinacién de la tiamina se han desarrollado
diversos métodos polarograficos.Con este fin en la
literatura se informa del uso de medios acidos



brincipalmente (21), en KC1 O.iM ( E 1/2 = —-1.25 v/ESC ).Con
pequefas cantidades de vitamina en NH4D1,écidD
borico—cloruro de potasio y solucion tamponada de fosfatos
pH=5.89 se observa una onda catalitica con un maximo a

-1.7 v/E.S.C..R. Pleticha (22) desarrollo un método de
determinacién indirecto de esta vitamina en productos
farmacedticos basada en la formacién de un precipitado rojo
por la vitamina Blcon el anién complejo BiI4_.Se observa
una onda anédica debida a 1los iones yoduro que es
proporcional a 1la concentracion de la vitamina Bl'
P.P. Sé6derhjelm y J.Lindquist (16) propusieron un método

de determinacién de tiamina usando voltamperometria de
barrido lineal con electrodo de pasta de carbén en medio de
solucién amortiguadora 0.1 de fosfato(pH=1l1l.7).La corriente
de pico presenta linealidad con la concentracién en el

intervalo de ID_6

a 10_4 M. Se observa que esta vitamina es
inestable en medios basicos.
2.2.- Riboflavina o vitamina BE'

Se presenta en forma de égujas naranjas.S5e descompone de 278
a 2820 C. (12)Es insoluble en agua,alcohol, eter,cloroformo,
acetona, benceno,ligeramente soluble en ciclohexanol,acetato
de amilo ,alcohel bencilico y fenol,muy socluble en élcalis
diluidos con descomposicién.Su  masa molecular es de
376.36(Fig. 6).

El comportamiento electroquimico de la riboflavina ha sido
estudiado extensamente.Esta vitamina presenta un sistema
redox reversible cuyo potencial se desplaza a valores mas

negativos al aumentar el pH (17).Algunos valores de E

1/2
tipicos respecto al electrodo de calomel saturado son (23):
pH 5.8 7.2 g.0 0.1 M KC1

E 1/2 =0.41 -0.47 ~0.54 —0.35

i1



En disolucidén Acida aparece una preonda caracteristica en el
polarograma, la cual se forma por la adsorcién de la forma

reducida de la riboflavina (17)..

Figura 6
Esta vitamina es inestable en medio basico y el pH o6ptimo
recomendado para la determinacién as de 7(24).La
voltamperometria de bariido lineal con un electrodo de pasta
de carbén también se ha utilizado para la determinacién de
la riboflavina.lLa reduccién se hace en medio acido (H25040.5
M ,HC1 ©.1 M,HC1 0.01 M) (17
En polarograffia cliasica la altura de 1a onda presenta una
relacién lineal con la concentracién en un intervalo de 3
107% a 1.5 » 107 en medio fosfato 0.1 M a pH 7.2. En
polarografia diferencial de impulsos se pueden hacer
determinaciocnes hasta una concentracién de 2.7 » 10 _6H en el
mismo medio fosfato.
En 1los jarabes se encuentra generalmente en una

concentracién de 20 mg en 100 ml. (5.3 10—4H.).



2.3.~ Nicotinamida

Se presenta en forma de aguJaS;f ,blanco T1ene ﬂnrw

punto de fusisén de 128 a 131 Sc. Esysoluble en agua ,'alcnhnl
y glicerol (12) (Figura 7). :

N

N

- CONH2

Figura 7
Electroquimicamente 1la reduccisn de la nicotinamida
corresponde a un cambio de dos electrones y la onda esta
bien definida en disoluciones amortiguadoras de pH 8 o mayor.
I.M.Kolthoff vy J.Jd. Lingane(24) encontraron que el valor de
E 1/2 es de-1.75 v/ESC =n NabOH 0.1 N.Otros autores informan
valores de E 1/Z2 de -1.82 v/ESC en NaOH 0.1 M,-1.65 v/ESC en
acetato de sodio(pH= 7.5), -1.67 v/EBC en citrato de sodio
A M (pH=7.9),-1.4 Vv/ESC en bicarbonato de sodioc 0.1 M
(pH=%.2)} y —-1.56 v/ESC en boratoc de sodio 0.1 HM(21).Se
observa que &l E 1/2 varfa con el pH y también con la
naturaleza de la disolucién amortiguadora.En medio neutro y

Acido se ha observado una interferencia debido a una onda de

hidrégenc.
En polarografia clidsica la altura de 1a onda es linealmente
dependiente de la concentracién en un intervalo de 8 » 10_6M

28 % 107 en LiOH 0.1 M (17).

En polarografia diferencial de impulsos se han determinado

1=



concentraciones  hasta de 8 %10 M:a.B
En los jarabes se encuehtré - ensralmente:
: ghis 3

v en una
concentraci6n de 100 mg. en 100 ml.(B.1 ‘

2.4.~ Piridoxina o vitamina R&.

Se presenta en Fforma de placas o Vcil}nQroéhigruesos
birefringentes{12).Se descompone de 205 a 2129C.Es soluble en
agua y en propilenglicol.poco soluble en  altohelsinsoluble
en eter y clororformo.Su masa molecular es de 205. 464 {Figura

8)

N\

CH3
HCY
L]
OH —— / CHZ'—' OH
CHZ-—OH
Figura 8 .
Fara la determinacisdn de piridoxina en preparados

farmaceiticos se ha usado la onda polarogrdfica en disclucién
amortiguadora de amoniaco pH 8.4 -B.7.E1 método empleado es
la voltametrfa anddica (20) con electrodo de pasta de
carbono.El potencial de pico es de —-0.60 v/ESC v el £ 1/2 es
de -—0.535 v/ESC.

En 1os jarabes se encuentra generalmente a una

concentracién de 20 mg.en 100 ml.( 2.7 »x ID—4M Y.

14
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"3.~Métodos de determinacién de vitamina B

127

3.1.-Métodos microbioldgicos (11).

Consisten en hacer cultivos de diferentes microorganismos en
presencia de cantidades conocidas de vitamina Blzy al
mismo tiempo hacer un cultivo en presencia de la disolucién
problema.la vitamina 812 favorece el crecimiento de 1los
microorganismos y su actividad se determina midiendo la
turbidez de los cultivos en un espectrofotémetro a
nefelémetra.Los microorganismos emp leados en estas
determinaciones son los siguientes ¢

a)Bchromonas—malhamensis
—12g

Sensibilidad 1 pg ¢ 10O

b)Euglena—gracilis
Sensibilidad 1 pg

)

c)Lactegbacillus—-leichmanni

Sensibilidad 10 pg

La especificidad de estps métodos microbiolédgicos tiens
diferencias bien marcadas.La mis especi fica es la prueba del
Ochromonas ya que esta prueba solamente la da la
benzimidazol—cobalamina, la cual posee efecto terapédutico en
la anemia perniciosa.El crecimiento de 1os microorganismos
puede inhibirse Gnicamente por la presencia de grandes dosis
de metionina.Por el contrario Ia prueba de 1a

Euglena gracilis da resultados positivas con la

adenina—-cobalamina que es clinicamente inactiva y 1la prueba

del Lactobacillus leichmanni la da también la

hiporantina—cobalamina y desoxiribosido que son clinicamente
inactivos.
La desventaja de los métodos microbiplégicos es la de

.
necesitar uno o varios dfias para su realizacidén .Ademas el



mantenimiento de las cepas de microorganismos necesarios. .
La prueba del Ochromonas necesita de S5 a 7 dfas de
incubacién,la de la Euglena necesita de 8 a 10 dias de
incubacién y la del Lactobacillus necesita 24 horas.

3.2 Método espectrofotométrico. (11)

Este método se basa en medir la absorcidén de la

cianocobalamina en disolucién acuosa.lLa curva de absorcién

presenta los siguientes maximos. ( Figura 9 ).
A = 278 nm E, 1% . 118
icm
A = 361 nm E, *x zo7
iecm
A = 548 nm E 1% = 63
icm

Todas las cobalaminas muestran un espectro de absorcién
semejante presentando solamente ligeras desviaciones en 1la
longitud de onda del maximo.La acuo(hidroxo)cobalamina tiene

su maximo de absorcxnn en X =351 nm.

Una prueba de pureza de 1la cianocobalamina consiste en
determinar la relacién E351/ Ezbique debe dar entre ©0.65 vy
0.57.La sensibilidad de éste método es de 1 mg en 100 ml

10 5.

El método espectrofotométrico es conveniente para la
dosificacién en preparaciones farmacedticas (soluciones

inyectables o gotas)No es conveniente para la realizacién de
pruebas de estabilidad de productos en climas tropicales
porque ademas de la formacién de acuocobalamina que posee 1la
misma actividad que 1la cianocobalamina,se forman otros
productos de descomposicién que no se pueden distinguir de
ia cianocobalamina porgque su espectro en la regién
ultravioleta es semejante al de la cianocobalamina,y estos

compuestos carecen de actividad.

16
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3.3 M&tpdos cromatograficos (11)

3.3.1.—Cromatograffa en capa delgada.
La cromatograffa en capa delgada se puede usar para
diferenciar la acuocobalamina de la cianocobalamina.
En una placa de silica gel G activada se colocan S a 10 ug
de muestra y se revela con mezcla etanol—-agua 1:1.La
acuocobalamina permanece en el lugar de la aplicacién vy 1la
cianocobalamina sube hasta la mitad de la placa.
JF.3.2.Cromatografia de lfiquidos de alta resolucion (18)
Este método es conveniente para hacer 1la determinacién de
vitamina 812y otras vitaminas solubles en agua.Se prepara
una solucién que tenga 200 pug en 1.5 ml. y se inyectan 40
pl.5e emplea una columna de Vertex Li Chrosorb R-P 18,5 um,
de 25 ecm por 4.0 mm.Como fase movil se usa agua y
metanol 1z1. For este metodo se pueden determinar
concentraciones de ,10_4M.

3.4.~-Métodos electrogquimicos.( 17 )

La mayorfa de las vitaminas pueden ser determinadas por
polarograffa.En tratados sobre ensayps de vitaminas,se
mencionan algunas técnicas polarograficas,especialmente para
vitaminas acuosolubles.Sin -embargo,la mayorf{ a de las
aplicaciones son para preparaciones farmacéuticas en las
cuales las vitaminas estan en alta concentracién.Una
limitacién de 1a polarografia "dc" es la baja sensibilidad.
El método generalmente es aplicable a un intervalo de
concentraciones de 10_5M a 2 x 10_3M.L05 analisis de soluciones
10—6M se pueden realizar solamente en condiciones favorables
y en ausencia de sustancias que interfieran.Para
abtener resultados precisos es conveniente que las ondas
tengan la forma de escalones Ffacilmente medibles 1o

R - —4 -3
cual ocurre a concentraciones de 10 M a 10 "M,

‘18



Sin embargo, el limite inferior puede extenderse usando
atros métodos voltamperométricns.

La aplicacién de la técnica de impulsos a 1los métodos
polarograficos permite determinar concentraciones de 1O—BM
en especies que se reducen en forma reversible Yy
concentraciones de S x 10"Bm en especies que se reducen en
forma irreversible.

£1 método polarografico es selectivo,puesto gue las ondas se
observan en potenciales definidos.En polarografia dec una
diferencia de 250/n mv entre dos potenciales de media onda
puede ser suficiente para permitir la medida de la altura de
la onda correspondiente si la relacidén de concentraciones no
es menps de 10:1i.lLa ténica de polarograffa diferencial de
impulsos es mAs eficiente porgque da picos gue corresponden
fielmente a&a un polarograma dc.Esto permite obtener la maxima
resclucidén entre ondas cercanas.Una diferencia de 40 mv
entre los potenciales de dos picos es suficiente para gque 1la
altura de los picos pueda meditrse.ain si la relacién de

. 4
concentraciones es de 10 :i

19



I11.- TRABAJO EXFERIMENTAL.

~1.- Determinacién polarografica de la vitamina B

127

Compo se sefiala en la introduccidén del presente trabajo , el
comportamiento electroquimico de la vitamina B ha sido

estudiado en muy diversos medios acucsos.Con el objeto de

definir el medio mi&s adecuado para la determinacién de la
vitamina 512 contenida en los preparados multivitam{ nicos,con
base en 1la informacion de 1la literatura,se prepararon
disoluciones de esta vitamina en los siguientes medios:
sulfato de potasico 0.1 M (pH = &6.0)
sulfato de potasio Q.1 M + KEN . 0:01M (pH=10.58)
y solucién amortiguadora de fosfatos 0.4 M pH=6.9
Las experiencias learogréFicas se ‘realizaron en un
learégraFo F.A.R. modelo 174-A.Como electrodo de referencia
se uso un electrodo de calomel saturado de KE1 y como
electrodo auxiliar un alambre de platino. :
FPara la learograFia diferencial de impulsos se uso :
AE = 25 mv ,velocidad de barrido 1O mv¥Yseg. y tiempo de
caida de 1a gota 0.5 seg.
1.1 Medio de sulfato de potasio 0.1 M.

1.1.1 .-Polarograffa clasica :

El dominio de electroactividad de una disolucién gue
contiene sulfate de potasio 0.1 M como electrolito sqporte
es de 2.2 v ( de 0.26 a —1.94 v/ESC), (figura 1) a una

sensibilidad de 10 pA ,i= 0.5 pA,
El polarograma de una disolucién de cianocobalamina
10—3H en sulfate de potasio 0.1 M (pH=&) muestra una
primera onda con un E 1/2 de — 1.08 +/ES5C vy una segunda
onda con un valor de potencial de ~1.6 v/ESC

aproximadamente. (figura 2 ).
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De acuerdo con H.F.C. Hogenkamp vy S;;tHdimeér‘k-ff =
primer potencial de media onda esta’ aétéfﬁfﬁad¢}“p6;;;“”‘
propiedades nucleofflicas del ligante ksuﬁerioﬁ‘ eﬁ»!}ésr
cobalaminas.Un incremento en el caracter ) hucleoFIIiCd
conduce a un desplazamiento de 1a onda ' polarografica ?haéia

potenciales m4s anédicos.Cuando el caricter nucleofilico es

muy fuerte,como en el caso de GH_, CN o CHK_.la onda‘
polarografica representa ila reduccién mediante dos
electrones.En el casoc de la acuocobalamina es posible

observar dos ondas, cada una correspondiente a un
intercambio de un electrén.

Para una disolucién de acuoccobalamina en NaZSD 0.1 M, Rirke

et al.(6) observaron tres ondas. Atribuyen la 4pr'imera onda
de reduccién E 1/2 = —0.4'V/ESC,con una altura de 0.86 pA,al
paso de acuocobalamina II1 a acuocobalamina II.La segunda
onda,E 1/2 = -0.95 v/ESC, con una altura de 1.17 A, al paso
de la acuocpbalamina II a acuocobalamina I y la tercera onda,
E 1/2 = —1.35 v/ESC, & una reduccidén catalftica de hidégeno.
(Anexo II, p.1461 ).La reaccion gue se efectua es la
reduccion de H' a H2 en donde la vitamina 512 actua como
catalizador.

For otra parte,Jaselskis y Diehl (5) reportan para 1la
acuoncobalamina un valor de E 1/2= -1.02 v/ESC ed medio de
K2804 0.1 M para la segunda onda.Ademas cabe sefalar que en
la literatura se atribuye un fenomeno de adsorcion (&) de la
vitamipa Hiza sobre la superficie del mercurio que causa una
depresion de la onda.Esto permite explicar las diferencias
de altura observadas entre las dos primeras ondas.
Experimentalmente en la cianocobalamina se observo la onda
con E 1/2=-1.08 v/ESC que corresponde a la reduceion de

Cobal(lIIldamina a Cobal{(Id)amina (Figura 2 ) y el maximo a



-1.6 v/ESC. ) -

En el caso de la cianocobalamina,el estudio de la 'vériaciéﬁ
de la corriente limite en funcién de la altura y de ' la “ralze
cuadrada de la altura de la columna de mercurio’ ( tabla . 1)

y graficas 1(aly 1(b) respectivamente ,nos da en el caso de
i=F{h) una linea recta de pendiente positiva {r = 0.9984)
que de acuerdo con Bond (Figura %) nos permite establecer
gque el procesp electrogquimico que origina la onda de

E 1/2=-1.08v/ESC en una disolucion de concentracion 10_3H

.
es de adsorcion.

Tabla 1 : . o
Altura del bulbo Corriente  1imite
en cm. : en uf
e 1/2 , :
3.49.
3. 39
3.29
-
3.13°
3.05
7a ' 8. 36 2.98
65 8. 06 C 2,90
&0 7.74 Z.82
s5 7.41 2.75
50 7.07 2.68
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1.1.2.—PolarograFia diferencial de impulsos.

Por esta técnica se constata que una disolucién de
—T
cianocobalamina 10 ° M ( pH = &) presenta dos picos , un
pico mayor Ep1 en -1.15 v/ESC y un pico menor de Ep.,=
P

-1.59 v/ ESC ( Figura Ja ). .
A medida que se diluye la displucién de cianocobalamina de
1Cl—4 M a 10_6M se observan los siguientes picos:unc menor

de Ep1=—0.90 v/ESC vy uno mayor de Ep2=—1.35 v/ESC, los cuales

aparentemente disminuyen a medida que disminuye la
concentracién {( Figura 3 b,c,y d.).Ademds ,en la disolucién
10_4 M de cianocobalamina se observa claramente un pico a .

Ep =-0.3 v/ ESC que en las disoluciones mis dilufdas ge
vuelve muy pequefio y aparece entre 0 ¢ E 1/2 < —-0.3 v/ ESC.
Este desplazamiento de 1los picos y modificacién de 1los
tamafios como consecuencia de la dilucién se puede deber a
que la forma ciano de la vitamina B 12 ha sido sustituida
por la forma acuo.En un estudio realizado mediante
la técnica de polarograffa clasica por Birke et al.( 6 )
informan un wvalor de E 1/2 para una disolucién de
acuccobalamina 6.54 » 10 _4H en Na,S0, 1.0 M de -0.88v/ESC

2774
independiente del pH para valores mayores a 5.5

(correa?ondiente a la reaccion : B ,s z——D>B ,r + e ) yun

E 1/2 mas negativo de-1.30 v/ESC correspondiente a la onda
:atalitica der hidrégeno.

Por otra parte H.P.C. Hogenkamp y S.Holmes (7) establecen que
a valores de pH elevados ( en los cuales 1la especie
predominante es la hidroxocobalamina ),el polarograma de una
disolucién de cianocobalamina es idéntico al de una disolucién
de acuocobalamina, lo gue sugiere que a pH 13.5 el ién

cianuro es desplazado por el ién hidréxido de manera

cuantitativa.

27



El estudio de la variacién de la altura de pico en potencial
E=-1.54 v/ESC en funcion de la concentracion de la
cianocobalamina dentro del intervalo de concentracion de

10 —SM a9 » 10 —SM {Figura 4 )permite observar que la
altura del pico aumenta linealmente con la concentracion
entre 3 10—S y 7 % 10_5M (Grafica 2 )y, A concentraciones
mayores la altura del pico no aumenta. En tanto que el pico
en potencial de -1.08B v/ESC va disminuyendo de altura
hasta 7 »x 10_5M y después wvuelve a aumentar.Se observa
también que a medida que aumenta la concentracién de

vitamina R el pico se desplaza hacia valores de potencial

=
més.negatiigs ( de—1.04 a —-1.08 v/ESC ) (Figura 4 ).
De acuerdo con las observaciones, la informacion en 1a
literatura (6) y tomando en consideracion que se ha
comprobado por polarograffa clisica que esta senal
de reduccién de la wvitamina con E 1/2= -1.08 v/ESC
esta determinada por adsorcién, se puede establecer que
la reaccién que ocurre al electrodo es:
Vit.B, RS > Vit B, (ads) + e === > Wit. B v

28
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1.2 Medio de sulfato de potasio 0.1 M + KCN 0.01 M'lﬁ

1.2.1. _Polarograffa clasica .

El dominio de electroactividad de una diselucién 0.1 M .de
sulfato de potasio con cianuro de potasio 0.012H_(pH=10.6f_
como electrolito soporte es de 1.46 v(-0.47 v/ESC a

-1.93 Vv/ESC ) a una sensibilidad de 10 pA i¥ 0.5 upA.
(Figura § ).

El polarograma de una disolucién de cianocobalamina 10_3N
en este medio (pH = 10.4) muestra una primera onda,no bien
definida,con un E 1/2 de -0.95 v/ESC y uma segunda onda
con un E 1/2 de ~-4.38 v/ESC ( Fig. & ).

De acuerdo con Hogenkamp y Holmes ( 7) en presencia de KON
0.01 M, la onda correspondiente al intercambio de dos
electrones de la cianocobalamina se sitda entre -1.14 vy
-1.33 v/ESC en tanto que en medios mis bAsicos se puede
desplazar hasta -1.07 v/ESC.Dado que en este trabajo se usé
la vitamina Bizen su Fforma ciano y de acuerdo con la
discusién presentada en el inciso 1.1 . es posible
establecer que en ese medis una parte de la vitamina B l25E
encuentra en la forma hidroxi y otra en la forma ciano.
Como ya se mencinné,Jaselskis y Diehl (S)establecen gque en

.
medios basicos.en los cuales predomina la forma hidroxi

(acuocobalamina pKl = 2.9 y pKo= 7.8),el polarograma
obtenido para esta forma es idéntico al de ia
cianocobalamina.De hecho Hogenkamp y Holmes (7) también

encontraron para la acuoccobalamina a pH 12.4 un £ i/2 de

-1.07 V/ESC con un intercambio de dos electrones.For
consiguiente,en el medio KCN 0.01 M se piensa que la primera
onda puede ser debida a la reduccién de la forma hidréxi con
un intercambio de 2 e y la segunda onda a la reduccidén de la

forma ciano tambien con un intercambioc de 2 & .

4
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1.2.2.Polarografia diferencial de impulsos

Mediante esta técnica se observan en el polarograma de una
disoclucién de cianocobalamina 10—3M en medio KCN 10 _2M dos
picos :uno menor a Ep1 de -0.95 Vv/ESC vy otro mayor a
Ep2 de -1.42 v/ESC. (Figura 7 )

A medida que se diluye una disolucién de cianocobalamina de
4 % 10—4M a 1.8 x 10~4M se comienza a observar la definicién
de un tercer pico, el cual aparece a potenciales mas

catéddicos que -1.42 v/ESC.En la solucién 10_4 este pico esta

perfectamente definido con un Eps = -1.54 v /ESC.En todo este
intervalo de concentraciones la altura del primer pico varfa

muy poco.en tanto gue la del segundo pico varia

marcadamente.

Si se continda diluyendo,variando 1la concentracién entre
1074 v 107

, =
concentracion de 5 » 10

=
Y M (Figura B),se cbserva que para una

5 M el segundo pico desaparece,y
solo se observa el tercer pico,el cual va disminuyendo de
tamafio y se puede observar hasta una concentracion de

2 % 1070 5

ancho con un Ep1 = —-1.0 Vv/ESC.En todo este intervalo el

M.La selucién de 10 - M muestra un pico muy

primer pico continua disminuyendo de tamaho.

Las gréFicas de 1Ip = f (concentracion cianocobalamina )
correspondientes a los picos Ep2= —-1.42 v/ ESC (Figura 7)y
Ep3 = -1.5 v/ESC (Figura 8 ) se muestran en las gréFicas
3 vy 4 respectivamente .
Tabla 2: Ep2 = —1.42 v/ESC
Concentracién de Corriente en uA

cianocobalamina
4

107 M 1.14
1.8 x 1074 2.26
2.5 » 1074 3.39

id
[}



4,12
4,80
L r5.28

0.236
0.748 "
‘ ".‘,0.:?‘05
1;6233
1.18°

-

De 1a gréFica 3 podemos deducir que la altura del pico es

linealmente proporcional a la concentracion { r = 0.998 ),

lo cual nos indica que el proceso de reduccion a  un
potencial de Ep,= ~-1i.42 v/ESC esté controlado por difusion
(Figura 9).De Ia gréFica 4 deducimos que la curva
i=f(concentracion vitamina ) a un potencial Ep? =-1.54 v/ESC
no obedece a un proceso de difusion ( r= 0.;997 Y (Figura
?) .,probablemente se debe a un proceso de adsorcion segﬁn la
literatura. (25).

El comportamiento electroquimico de la cianocobalamina en
medio KCN 0.01M se puede explicar de la forma siguiente:

En medios relativamente concentrados de vitamina c>1.8 % 10_4M
se observan dos picos , el primero debido posiblemente a 1a
reduccisén de la forma hidroxi con un  intercambio de dos
electrones ( 7 ) y el segundo debido a la reduccién de 1la
forma ciano también con un intercambio de dos electrones.

La variacién irregular de la altura del primer pico en
funcién de la concentracién de cianocobalamina se puede
deber a que :

a)es un proceso de reduccién determinado por adsorcién y

b) la cinética de 1la conversién de la forma ciano
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a la forma hidroxi no es muy répida.

Por otra parte en los medios mas diluidos 2 x 10_5< c < 10—4
en los cuales se define la aparicién de un tercer pico,se
puede pensar que el segundo pico con un Ep2 = —-1.42 es debido
a la reduccion normal de la cianocobalamina,con un intercambic
de dos electrones a cianocobalamina reducida en solucion.

El pico a un un potencial mas negativo,que aparece a bajas
concentraciones se puede deber a 1a reduccién de la
cianocobalamina adsobida.Es decir se considera la
posibilidad de una adsorcion del reaccionante y la reduccion
de la cianocobalamina adsorbida a un potencial mas negativo.

A medida que aumenta la concentracion se observa un segundo
pico con un potencial mas positivo que es el de la reduccién
normal de la cianocobalamina en solucion controlado por
difusion.

De acuerdo con A.M. Bond (25 ), cuando la
concentracién de oxidante aumenta,se alcanza un punto en el
cual se forma suficiente de Ox (ads) para qué cubra toda
la superficie de la gota y el exceso de oxidante
permanece en la solucién. Como se necesita mas Energia
para reducir Ox (ads) a Red disuelto gue 0Ox disuelto a Red
disuelto, 1la reduccion del exceso de Ox produciré la onda
normal de reduccion a potenciales mas positivos.

Si se representa graficamente la corriente total en funcién
de 1a concentracién total de cianocobalamina tenemos los

siguientes datos :

Tabla 4 :
Concentracién total de u A
cianocobalamina
1074 1.14 + 0.98 = 2.12
1.8 x 1074 2.26 + 0.98 = 3.24
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4. 3.39 + 1.30 = 4.69

LZ,S;QQiéf ,H“
5.0 x 104 M 4.12 + 1.57 = 5.69
3.5 x 107 wm 4.8 + 1.97 = 6.77
4.0 x 1074 M 5.28 + 2.36 = 7.64
'Ip = # ( concentraci6n total de cianocobalamina )

(Figura 7 ){( Grafica 5 )
De esta dltima grafica (r=0.9868)se observa que la altura
total de las dos curvas Ep2= 1.42 v/ESC vy pr = 1.54 v/ESC
corresponde a la reduccion total de la cianocobalamina
que alcanza el electrodo via difusion (Ip es proporcional

.
a la concentracion de cianocobalamina ).
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Cianocobalamina 10 °M en K,S0, 0.1 M + KON 0.1 M

L Sensibilidad 10 MA

e 107> M #
- (= 2 x 107 M
()= 3 x 10': M
)y 4 x 10 ™
LA (i) 5 x 107> ¥
. ) — 1074 M

40 Figura 8
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1.3 Medio de disolucién _amortiguadora de fosfatos 0.4 M

pH=6.9. _

1.3.1.-—-Ppolarografia clasica.

1.3.1.1.- E1 dominio de electroactividad de una disolucién
amortiguadora de fosfato pH=6.9 a una concentracion 0.4 M es
de 1.98 v/ESC ( de 0.18 a —-1.80 v/ESC )a una sensibilidad de
10 pA, i= 0.5 pA.( Figura 7 ).

Debido a que la concentracion de vitamina Bl2 en los jarabes
multivitaminicos es del orden de 10_6 M ,se experimenté con

e M de cianocobalamina.

una disolucion 10~
El polarograma de una disolucién de cianocobalamina 10_6 ™M

a una sensibilidad de 10 yA presenta un ma&ximo en E = —-1.58
v/ESC (figura 10 )Segﬁn la literatura ( 14 ) este maximo
corresponde a la reduccion catalitica de H+.

1.3.1.2.-La misma experiencia se realizo con una disnlucién
de cianocobalamina 10_6 M en una disolucion amortiguadora

de citratos a pH = 6.9 y se obtuvo el maximo en el mismo
potencial E = — 1.58 v/ESC (Figura 10 a )

1.3.1.3.-Tipo de maximo.

1.3.1.3.1.-Para investigar el tipo de méximo,a una disolucion
de cianocobalamina 10—4 M en disolucion amortiguadora de
fosfatos 0.4 M ,pH = 6.9 , se le adiciono un tensoactivo,
tritén al 1 % ( 5 gntas ) y se desarrollé el polarograma.
(Figura 10 bj.E1l maximo no se elimino spor lo tanto el méximo
no es de primera clase(24).

1.3.1.3.2.—Tambien se Experimenté con una diseolucion de
cianocobalamina 10_'4 en solucion amortiguadora de fosfatos

a pH = 6.9 bajando el bulbo del mercurio para corroborar si
se elimina el maximo.El méximo no se eliminé (Figura 10c )

por lo tanto no es de segunda clase (246).
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1.3.1.3.3.—Del comportamiento el\ectrnquimicc de la
cianocabalamina en solucion amortiguadora de fosfatos

a pH = 6.9 vy de acuerdo con la literatura (14) se deduce
gque el maximo  a potencial E = -1.58 se debe a la reduccian

catalitica del HY.(Anexo II p 1&61 ).
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1.3.2.-Polarografia diferencial de_ impulsgs .-

Por esta tédcnica la solucidn io—éM de ciano:obalamgnéf a:
una sensibilidad de 10 ph, presenta um pico  en P
Ep=—1.54 v/ESL (figura 11 ), gue corresponde é cla,‘ohda"
catalitica de reduccion del H'. B o
1.3.3.-kelacién de_la altura de pico con la concentracién :

Al hacer una escala de cianocobalamina de 1.5 » 10~6 &

7.3 » 10 -6 M a una sensibilidad de 20 yA,se encontré que
la altura del pico en -~1.94 v/ESC es proporcional a la
concentracion de cianoccobalamina . ¢ figura 12 gréfica 6
r=0.99956).De esto se deduce que esta técnica se puede

aplicar para la valoracion de la cianocobalamina.

Tabla 5:

Concentracisn de HA
cianocobalamina ;7 .

1.5 % 1078 M Lz

3.0 % 1079 R

4.5 % 107° 1 7.29

6.0 % 107 N 9. 64

7.5 x 1075 12.39

1.3.4.-Debido que esta' tecnica resultop ser la mas

conveniente para bhacer una determinaciton cuantitativa a una
concentracion 10~6M,59 hicieron cuatro calibraciones con la
misma muestra vy se calculo el coeficiente de correlacidn de
los datos obtenidos.bos resultados obtenidos fueron los
siguientes : 0.9998 , Q.9995, 0.99%96 y 0.999%9 .

Esto implica gue esta tecnica es confiable para
aplicarla a la determinaciém cuantitativa de cianocobalamina

e b
a una concentracion de 10 M.
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Escala de cianocobalamina en diééi
de fosfatos 0.4 M, pH = 6.9
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1.4.-Discusion

i.4.1.-Los resultados obtenidos se apoyan principalmente en
dos aseveraciones {(conclusiones de trabajos de numerosos
autores anteriores ) relacionadas con el comportamiento
electroquimico de la cianocobalamina:

1.— En disoluciones acuosas muy diluidas de cianocobalamina
el grupo CN” esta sustituido por el grupo HZD formando 1la
acuocobalamina.El polarograma de 1la acuocobalamina es
distinto al de la cianocobalamina,presenta dos ondas y cada
una corresponde al intercambio de un electron.El polarograma
de la cianocobalamina presenta una sola onda gque corresponde
al intercambio de dos electrones.
2.-Tanto la cianocobalamina como la acuocobalamina son
parcialmente adsorbidas en el electrodo y su comportamiento
electroquimicc esta influenciado por este hecho.

Este comportamiento de la cianocobalamina impide que una

reaccion de reduccion de la cianocobalamina sea 1a

conveniente para hacer una determinacion cuantitativa,

maxime a concentraciones tan bajas como 10~6M.

1.4.2.— De los resultados obtenidos con 1la experimentacién

en los tres medios se van a discutir 1las limitaciones vy
conveniencias de cada unc de ellos para hacer una

determinacion cuantitativa en una muestra de concentracion

107

1.4.2.1.-En medio sulfato de potasio 0.1 M se encontro:

M en cianocobalamina.

A) La polarograFia clasica es poco sensible para los fines
perseguidos.
E) La learograFia diferencial de impulsos presenta falta de
reproducibilidad en los polarogramas de acuerdo con las
siguientes observaciones:

a) Al variar la concentracion de muestra de 10—3M a 10—7M

4]
]



se obtienen picos a potenciales muy distintos,aﬁn a la misma
concentracion el polarograma varia con el tiempo de
preparacién de la muestra. (Figura 3 )

b) Hay posibilidad de que la cianocobalamina se transforme
en acuocobalamina por 1la dilucion y se obtengan polarogramas
distintos a los de la cianocobalamina.

c) Al aumentar la concentracion de cianocobalamina en una
SMoa 7 % 107

linealidad entre la altura de pico vy la concentracion

5 .
M se encontro

misma muestra de 3 x10
(Figura 4,BréFica 2 )8in embargo, la sensibilidad de 1la
técnica en este medio no permite 1la determinacion de

5

cianocobalamina por debajo de 3 x 107 M.

De lo expuesto anteriormente se concluye que en este medio
no es posible efectuar una determinacion cuantitativa de la
cianocobalamina a nivel de 10—6M que es la concentracion en
ia muestra.

1.4.2.2.-En medioc sulfato de potasio 0.1 M mas KCN .01 M:
A) En polarograFia clasica se encontré 1la posibilidad de
que parte de la cianocobalamina se transforme a
hidroxocobalamina (ya que el pH = 10.6 )la cual presenta una
onda a un potencial E (/2 = -0.95 v/ESC que es distinto al de
la cinocobalamina de E 1/2 = -1.42 v /ESC

BYEn palarograFia diferencial de impulsos se encontro que un
pico en Ep =—-1.42 v/ESC esta controlado por difusion y hay
linealidad entre la altura de pico y la concentracién entre
10"% y 4 % 1074 M (Figura 7 ,Brafica 3 R=0.9996 ).Sin
embargo, a concentraciones menores a 10_4 M se encuentra un
pico con un Ep= -1.54 V/ESC que esti determinado por la
reduccion de cianocobalamina que esté adsorbida en el
electrodo. (25)

. - * . s bl o
Para hacer una determinacion cuantitativa por esta tecnica

Sb6



'EE(ia'neéesario sumar laé"fbrfiéhtes“de 1os dos pgédégPdf“'
otra parte la cantidad minima défecfaﬁierdr esfa tecnica
es mayor a la requerida. » : '
Por lo tanto, el medio con KCN 0.0i M no es conveniente para
determinacion cuantitativa al nivel de concentracion que
buscamos.
1.4.2.3.-En solucion amortiguadora de fosfatos 0.4 M pH=6.9
A) En polarografia clasica una disolucion 10—6 M de

.
cianocobalamina en este medio presenta un maximo a un

a un potencial de Emax =-1.58 V/ESC que si es reproducible.
Al hacer investigacion del tipo de maximo se encontro gue
este maximo no es de primera clase ni de segunda
clase,por lo tanto se deduce que es un maximo

< - e . . +
catalitico que corresponde a la reduccion catalitica de H ,

lo cual esta de acuerdo con 1la literatura ( 14 ).

Fara comprobar que el maximo era causado por la
cianocobalamina y no por los iones fosfato,se hizo una
determinacion en disolucion de citratos JpPH=6.9, vy se
obtuvo el maximo en la misma posicién 1o cual demostro gque
es ocasionado por la cianocobalamina y que la concentracion
de H+ es muy importante para la formacion del maximo.

R)EN learugraFia diferencial de impulsos la misma muestra
presenta un pico a Ep= -1.54 V/ESC.La altura de este pico
presenta linealidad con la concentracion de la solucion en
un intervalo de 1.5 » 10 a 7.5 »x 107° M(Figura 12,
Grafica 6,r:= 0.9996 ).

Dado que esta técnica por su precisién y su limite de
deteccion es la tecnica conveniente para hacer la
determinacion cuantitativa sera la que se ensaye para la
determinacion de cianocobalamina en preparados

multivitaminicos.
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. B
Z.—- Determinacion polarografica de otras  vitaminas del
zererm .

complejo R
.
FPara la realizacion de este estudic se consideraron las

diferentes vitaminas del complejo B -a. una concentracisén

seglin la siguiente férmula patrén:

Vitamina Concentracién en e M

mg.potr 100 ml. : o
Tiamina 20 5.9 % 1077
Riboflavina 20 5.3 % 10
Piridoxina 20 9.7 » 1074
Nicotinamida 100 8.2 x 107
Cianocobalamina 100 mcg 7.4 % 10f7' 

En todas las experiencias se empleo un AE = 25, ﬁV;' o

velocidad de barrido de 10 mv / seg. y un tiempo de gqtedj‘
de 0.5 seg. :

2.1.—- En medio sulfato de_ potasio 0.1 M

2.1.1.-Tiamina.

L.a tiamina & una concentracién de 5.9 x 10—4f M- en

polarografia cliasica muestra una onda en un E1/2=—1.26,V/ESC
a una sensibilidad de 10 yA ( Figura 13 )

A la misma concentracién en polarografia diferencial de
impulsos presenta un pico grande en un Ep=-1.28 v/ESC vy - un
pico pequefio en un Ep =—-1.67 v/ESC a una sensibilidad de 20
HA (Figura 14 ).

Z2.1.2.-Ribgflavina

La riboflavina a una concentracién de S.3 » 10 M en
polarograffa clisica muestra una onda en un E&!2=-0.42
v/ESC a una sensibilidad de 20 pA. (Figura 15 )

A la misma concentracién en polarograffia diferencial de

impulsos presenta un pico grande con un Ep =-0.45 v/ESC y uno



pequelo con un Ep= ~1.28 v/ESC ‘a una sensibilidad de 'S0 pA.
(Figura 16 ) ‘
2.1.3.-Firidoxipa.

~La piridoxina a una concentracién de 9.7 » 10 —4M

en polarograffa clidsica presenta un maximo a un potencial
de -1.52 v/ESC a2 una sensibilidad de S0 pA. (Figura 17 )

A la misma concentracién en polarografia diferencial de
impulsos presenta un pico en un Ep =-1.50 v/ESC a la misma
sensibilidad. ( Figura 18 )

2.1.4.-Nicotinamida .

-—3

La nicotinamida a una concentracién de 8.1 » 10 M en

polarograffa clasica muestra una onda con un E1/2=—1.62
v/ESC a una sensibilidad de 10 pA(Figura 19 ). .
A la misma concentracién y sensibilidad en polarografia
diferencial de impulsos muestra un pico pequefio en un

Ep =—-1.05v/ESC y uno grande con un Ep = —-1.63 v/ESC. (Figura 20).
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2.2.1. Tiamina.

La tiamina a una concentracién de 5.9 x 10_4 en polarografia

1/2= -1.76 v/ESC, que

. .
corresponde al intercambio de un electron ,y un maximo

clasica presenta una onda con un E

en un E man" -1.95 v/ESC a una sensibilidad de 2 wmA.
(Fgura 21).

A la misma concentracién en polarograffia diferencial de
impulsos presenta un pico cen un Ep= -1.88 v/ESC,con una
deformacion en —1.74 v/ESC.a una sensibilidad de S5 mA.

( Figura 22 )

2.2.2. Riboflavina

La riboflavina a una concentracién de 1.25 x 10~4 en

pelarograffa clasica presenta wuna onda con un potencial
de E1/q=—0.57 v/ESC, que corresponde al intercambio de un
electron a una sensibilidad de 10 HA { Figura 23).

A la misma concentracidén en polarograffa diferencial de
impulspos presenta un pico grande con un Ep = -0.58 v/ESC y
un pico pequelfo con un Ep = —-1.28 v/ESC a una sensibilidad

de 10 pA ( Figura 24 )

2.2.3. Piridoxina

La piridoxina a una concentracién de 9.7 x 10—4M en

polarografia clasica presenta una onda en -1.46 v/ESC a wuna
sensibilidad de 10 gA(Figura 25 ).

A la misma concentracién en polarograffa diferencial de
impulsos presenta un pico en Ep =-1.6 Vv/ESC a ia ﬁisma
sensibilidad ( Figura 26 )

2.2.4. Nicotinamida

La nicotinamida a una concentracién de 8.1 x 10 °M
presenta unp mAximo a un potencial de E = =1.76 Vv/ESC

max
con polarograffa cldsica a una sensibilidad de S00 pA . .
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{ Figura 27 ).
A la misma concentracién en polarografia diféféﬁciélQ;de
= -1.76 V/ESC..a .una

impulsos presenta un pico con un Ep

sensibilidad de 2 mA ( Figura 28 )
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2.3 _Tabla de _valores_ _de E1/2 vy Ep de las diferentes

vitaminas del compleijo RH.

2.3.1. En medio de sulfato de potasio 0.1 M.

Polarograffa clasica.

Vitamipa E 172 Sensibilidad
Tiamina -1.26 v/ESC 10 puA
Riboflavina -0.42 ¢ 20 ¢
Piridoxina -1.52 " maximo So v
Nicotinamida -1.62 " 1o~

Polarograf{a diferencial de impulsos.
Ep
Tiamina -1.28 y —-1.67 v/ESC
Riboflavina -0.45 y -1.28
Piridosxina -1.50 "
Nicotinamida -1.03 y —-1.63 "

2.3.2-En _medio de fosfato 0.4 M tamponé&r

Polarografia clasica.

Vitamina E1/2
Tiamina -1.76 v/ESC -
Riboflavina -0.57 .°"
Piridoxina -1.6 i»"f

Nicotinamida —1.76 " " max.

Polarograffa diferencial de impulsos.

Vitamina Ep Sensibilidad Altura de

: v/ESC pico pA- -
Tiamina -1.88 5 mA 1400 '
Riboflavina -0.58 10 uA 18.2
Piridoxina —1.60 10 A 1.3
Nicotinamida -1.7646 2 mA 400
Cianocobalamina -1.93 10 A 2.3
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2.4.-Metodos electroquimicos propuestos en la literatura

4 . . . - . Py .
para la determinacion de: tiamina, riboflavina.nicotinamida
y piridoxina.
2.4.1.-Tiamina.

Segﬁn la literatura (16) se han desarrollade muchos metodos
pnlarogréFicos para el ensayo de la tiamina.Probablemente

el mas usado es la oxidacion anodica con el electrodo de
gota de mercurio en el cual se forma una sal de mercurio

y tiene un E 1/2 de -0.40 v/ESC .E1 limite de deteccion por
este metodo es de 20 mg/1.

2.4.2.-Riboflavina.

Segﬂn la literatura la riboflavina se puede valorar (17)
por pnlarcgra#ia clasica haciendo una curva de calibra@ién
de de 1 a 50 ppm.La corriente controlada por difusion es
proporcional a 1la concentracion.

En disoluciones muy diluidas 1la riboflavina se adsorbe en
el electrodo.

En mqegtras comerciales se puede emplear el método de
adiciones estandar y hacer 1la determinacion por la técnica
de polarograFia diferencial de impulsos.
2.4.3.-Nicotinamida. -

Segﬁn la literatura la reduccion de nicotinamida (17)
corresponde a un intercambio de dos electrones y la onda
esta bien definida en disolucicnes amortiguadas de pH

8 o mayor.El potencial de 1/2 onda es de —1.7% v/ESC.

Se usa como electrolito soporte hidroxido de litio 0.1 M.

La nicotinamida se puede valorar por polarograFia DC.

Se prepara una curva de calibracion de 1 a 100 pPpm en
hidroxido de litio 0.1 M.La altura de la onda controlada

por difusion es proporcional a la concentracion. Por

polarograFia diferencial de impulsos se pueden valorar
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cantidades de 0.1 a 1 ppm

2.4.4,.-Firidoxina.-

Segﬁn la literatura (20) para 1la determinacion de piridoxina
en preparaciones farmaceuticas se ha usado la onda
polarogréFica en disolucion amortiguadora de amoniaco

pH = 8.6-8.7.E1 potencial de 1/2 onda esta muy cerca de la
barrera.

Otro metodo gque se ha usado es 1a voltametria anodica con
electrodo de pasta de carbon. Las mediciones voltametricas
fueron realizadas con un learégraFo convencional de tres
electrodos.Velocidad de barrido de o.6 v min~1.E1 electrodo
indicador es el electrodo de pasta de carbén,el electrodo de
referencia es el electrodo saturade de calomel Yy un
electrodo de platino como electrodo auxiliar.El potencial de
pico es de 0.6 v/EBC.En una escala de concentraciones de
10_6M a2 x 10'4” se encontro linealidad en la corriente de
pico.0Otras vitaminas del complejo B:tiamina, riboflavina vy
nicotinamida no son oxidables en el electrodo de pasta de
carbon a valaores de pH menores de 10.5 y no interfieren

en la determinacion de piridoxina.
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2.5.—-Conclusiones .-
Al hacer un resumen de los datos obtenidos por la técnica de
pdlarograFia diferencial de impulsos (AE). el célculo de n

y del factor de interferencia obtenemos 1los siguientes

datos:
Vitamina n AE Factor de
(con respecto a interferencia
la cianacobalamina)

Tiamina 1 0.340 v 1 /7 790
Riboflavina i 0.960 v i/ 710
Piridoxina 1 0.060 v 171310
Nicotinamida 2 Q.220 v 1/ 11000

De acuerdo con el valor de AE ninguna de las vitaminas
tiene un AE menor de 40 mv ,con respecto a la
cianocobalamina, que es el poder de resolucion del metodo
para picos de igual altura (33).85in embargo, la tiamina y la
nicotinamida presentan una gran diferencia de altura con
respecto a la cianocobalamina : el pico de la tiamina es

616 veces més alto que el de la cianocobalamina y el pico
de la nicotinamida es 176 veces mas alto .

El factor de interferencia en el caso de la tiamina,
riboflavina y piridoxina esta dentro del limite que es
1/10000 (33).En el caso de la nicotinamida el valor del
factor de interferencia es de 1/11000,valor fuera del limite
aceptado.

De 1lo anterior se deduce que es imprescindible la
separacién de la cianocobalamina de las otras vitaminas para

3 .
su determinacion.
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3.~Separacion cromatografica de la vitamina Ejz..

X.1.-Introduccion.

En primer lugar se estudio la reduccion polarogréFica de

las vitaminas :tiamina,riboflavina ,piridoxina vy

nicotinamida en el medio fosfato 0.4 M pH 6.9,Dbteniéndose

los resultados reportados en el capitulo anterior.De las
experiencias realizadas se concluyé que para eliminpar las
interferencias es necesario aplicar un metodo de separacién.

El método seleccionado es el de cromatograFia en columna en

el gque 1la separacién se hace por absorcion.

El1 metodo empleadn para la separacién es el metodo
mencionado en la obra "Vitamin BRestimmungen " de
Rolf Stroheker ,E.Merck AG Darmstadt,p 155. y gue fue

publicado en el Journal of American Pharmaceutical

Association 45,26 (1956) P.J. Van Melle , con el nombre

" Chemical Method for Vitamin E Concentration in Liver

12
Inyection *

3.2.-Lote piloto.

Para experimentar la tecnica de separacion se preparé un
lote piloto de multivitaminicos de composicién conocida con
el objeto de estudiar la efectividad del procedimiento.

La formula del lote piloto es la siguiente :

Vitamina concentracion en
mg/100 ml
Tiamina 20
Riboflavina 20
Piridoxina 20
Nicotinamida 100
Cianocobalamina 100 mcg.
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3.3.— Téchicaa

La tecnica empleada se basa en pasar la  muestra de
multivitaminicos a traves de la columna .Todas las vitaminas
quedan absorbidas en la parte superior de la columna.

Se baja el pH vy se pasa acetona al 85 Z.En la acetona se
disuelven la tiamina,riboflavina,piridoxina y nicotinamida

y salen en el efuyente.la cianocobalamina queda en la
columna porque es insoluble en acetona.

Posteriormente se extrae la cianocobalamina con
tetrahidrofurano al 60 % en medio acido.

3.3.1.— Reactivos :

a) Resina carboxilica Amberlita C6G S0 tipo 1 de Rohm & Haas
Tipo cationico.

b) Hidréxido de sodio 1 N.

c) Disolucién amortiguadora pH =4.— Se pesan 73.08 g. de

Adcido citrico y 44.65 g. de citrato de sodio.Se diluye a “un

litro y se ajusta el pH a 4.0.

d) Acido sulfdrico O.1 N.

e) Acetona al B3 %“. )

f) Tetrahidrofurano al 60% en medio A&cido.— a 60 wml de

tetrahidrofurano se adicionan 10 ml. de Acido sulfdrico i1 N

y se completa a 100 ml. con agua.

g} Disolucién amortiguadora de fosfatos pH 6.9.— Se disuelven

136.0%9g de KH2F'D4 y 174.18 g. de KZHP04, se afora a 1 1

con agua destilada.Se ajusta el pH a 6.9.

h) Disolucién madre de vitaminas del complejo B.-8Se pesan con

exactitud 200 mg de piridoxina, 200 mg de tiamina, 200 mg

g de riboflavipa y 1000 mg. de nicotinamida.

Se disuelven en agua y se aforan a 1 1.

i) Disolucién madre de cianocobalamina ID_AM.—135 mg. de

cianocobalamina al 100 % o cantidad equivalente,se disuelven



en agua y se afora a 100 ml.
j) Mezcla patrén de vitaminas.— A 100 ml. de 'solucién de

complejo B se adiciona 0.7% ml. de cianocobalamina 10~4H.

.
3.3.2.-Preparacion de la resina.-—

50 g de la resina Amberlita C6-50 se agitan con agua vy 1la
mezcla se deja reposar toda la noche.El agua se decanta y se
adiciona mas agua a la resina,se agita y se deja reposar.
Esta operacién se repite hasta que el agua sobrenadante esta
clara. Después que se ha decantado el dltimo lavado se
adiciona NaOH 1 N y se deja reposar media hora. Se decanta
la NaOH y se lava la resina con agua repetidas veces, hasta
que el agua tenga reaccién neutra.Se decanta el agua vy se
adiciona a la resina disolucién amortiguadora de citratos pH
4.0, se deja reposar y se pasa la suspensién a 1la columna
cromatografica, se deja asentar de manera de tener una
columna de 10 cm de altura.Se deja gotear la disolucion hasta

que el liquide tenga 2 mm. sobre la superficie de la resina.

B
3.3.3.-FProceso de separacion.

=

.
A 100 ml1 de la mezcla patron de vitaminas se adicionan 5 ml

de disolucion amortiguadora de citratos pH = 4.0.La disolucion

se pasa a traves de la columna a una velocidad de 1 ml por
min.En la parte superior de la columna quedan las vitaminas:
cianocobalamina, tiamina, riboflavina, piridozina vy
nicotinamida.Una vez que toda la muestra ha pasado por la
columna se adiciona H2804 G.1 N ( I porciones de 20 ml

cada una ).S%e secan las paredes y la superficie de 1la
columna con papel absorbente y se pasa por la columna
acetona al 85 % hasta que salen la tiamina, riboflavina ,
piridoxina y nicotinamida lo cual se conoce porque

desaparece el color amarillo de la columna. Se vuelven a
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secar fés'béredés de la columna con papel y se pasan dos
porciones de 20 ml. de H,80, 0.1 N.
Enseguida se procede a la elucion de la vitamina B

[
]

que quedé en la parte superior de la columna.

Se adiciona tetrahidrofuranmo al &0 % .Con 1las primeras
porciones de tetrahidrofurano se forma un anillo rosa de
cianocobalamina que va descendiendo a traves de la
columna {( Figura 29 ).El efluyente se recibe en un matraz
volumetrico de 10 ml.El contenido de este matriaz se
transfiere a un matraz volumetrico de S0 ml,se adiciocnan
20 ml. de disoluciom amortiguadora de fosfatos pH 6.9 y se
completa al aforo con agua.Con esta disolucion se hace la

determinacion pclarogré#ica de la vitamina 512.



Figura 29
Separacibn de vitamina 312 por cromatograffa en columna.

a) La vitamina By, queda en la parte superior

b) Elucibn de la vitamina By, con tetrshidrofuranc-

&cido sulffirico. )
¢) Recoleccidn de la vitamina 812 en matraz aforado de 10 ml.
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3.3.4.-Bases teoricas de la tecnica de separacion.-—

La resina que se emplea para la separacién 25 una resina
carboxilica .
Si se busca en las formulas de la vitaminas presentes los
grupos funcionales que pueden interactuar con el grupo
funcional de la resina -COOH se encuentra lo siguiente :
La cianocobalamina tiene tres agrupamientos acetamido vy
tres agrupamientos propionamido.
La tiamina tiene un agrupamiento OH .
La piridoxina tiene tres agrupamientos oH .
La riboflavina tiene tres agrupamientos oH .
La nicotinamida tiene un agrupamiento amido.
A pH 4 las vitaminas que tienen el agrupamiénto oH :
tiamina,riboflavina y piridoxina reaccionan con el —-COOH-
de la resina formando esteres:

-COOH + ROH — —COOR
La nicotinamida y la cianocobalamina forman la imidas
correspondientes al reaccionar con el —-COOH.

RCUNH2 + -CO0OH >3- RCO-NH-CO-

Estos compuestos gquedan absorbidos en la parte superior . de

la columna.
Al adicionar H2804 Q.1 N se baja el pH a 1 y los compuestos
formados se hidrolizan por la presencia de H+ a mas alta
concentracicon.
(34)Los esteres en medio acido sufren la sustitucion
nucleofilica caracteristica de los derivados de acidos
carbnxilicos. El atague ocuwre en el carbono carbonilo
deficiente en electrones y tiene como resultado el reemplazo
del grupo -OR por el grupo —0OH

RCOOR” + H.0" > RCOOH + R°OH
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Las imidas tambien se hidrolizan y generan las amidas y el
carboxilo.

El siguiente paso es adicionar acetona al 85 %Z.Por efecto de
solubilidad 1la tiamina , riboflavina y piridoxina emigran
con la acetona.

La cianocobalamina es insoluble en acetona.

Se vuelve a bajar el pH que probablemente subio con la
acetona y finalmente se eluye la cianocobalamina con
tetrahidrofurano al 60 7% en medio acido 0.1 N

En esta forma se ha separado la cianocobalamina de las

otras vitaminas del complejo B.
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3.3.5.-Estudios sobre el Eluyeﬁte.

La tecnica original establece que la elucion se puede hacer
con dioxano al &0 % en medio acido o tetrahidrofurano al

60% en medioc acido.

Como la determinacion en el efluyente se va a hacer por
learograFia,se hicieron experiencias pglarogréFicas con
dioxano y tetrahidrofurano al 60%Z en medio acido.Se encontra
que el mas conveniente es el tetrahidrofuranoc (Figuras 30 vy
31 ). )

El polarograma del electrolito soporte {solucion reguladora
pH=6.9 ) con 12 4 de tetrahidrofurano,a una sensibilidad de
10 pA,tiene un dominio de electroactividad de 0.3 a ~1.9v/ESC
y presenta una onda con un E 1/2=~1.3S v/ESC Que
probablemente se debe al estabilizador (hidroxitolueno
butilado 0.025 % ).

A pesar de que la concentracian de tetrahidrofurano es
relativamente alta en comparacién con la de vitamina

312’13 altura del pico no es demasiado importante,por 7
consiguiente esta interferencia se controla si tanto laos
patrones comp las muestras contienen la misma gantidad de
tetrahidrofurano.

En cambioc el polarograma de dioxano al 12% en electrolito
spporte presenta una onda con un E 1/2 = -0.1 v/ESC y una »
altura aproximadada de 2 uA. '
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3.3.6.—Comprobacién de la efectividad de la separacién.

Para comprobar si la extraccion es cuantitativa se empleé
el metodo espectruFotométrico y el metodo polarogréFico.
3.3.6.1.-Metodo especrofotométrico.—Se pasaron 100 ml de
lote piloto por la columna y siguiendo la tecnica mencionada
se recogieron 10 ml del eluyente con la vitamina E 13"
Esta muestra se comparo en el espectrofotometro en A =548 nm
con un estandar preparado con .75 ml de cianocobalamina
1™t

empleando como blanco solucion de tetrahidrofurano.

M en 10 ml de solucion acida de tetrahidrofurano a &0%

Las lecturas obtenidas fueron las siguientes :
absorcién estandar . 048
absorcion problema 0.050
Como se puede apreciar por este metodo hay un error relativo
de 4 7% debido a que 1la concentracion es muy baja
( 10—6M ) para la sensibilidad de 1la tecnica.
I.3.6.2.-La comprobacién por el metodo learogréFicD se

tratara cuando se discuta 1la determinacion polarografica.
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4.- Determinacion polarcgréFica de 1a vitamina 912

] .
separada por cromatografia de absorcion.

4.1,-Base teorica.-
Como ya se menciono en el inciso 1.3.3 el polarograma
. . .o
en polarografia diferencial de impulsos presenta un maximo a

un Em x=_1'53 v/ESC que corresponde a una onda catalitica (14).

a
-7 L’ -+
La reaccion que se lleva a cabo es la reduccion de H a

H2 , . 12
Segun la teoria de Heyrousky (26)estos catalizadores son

en donde la vitamina E actua como catalizador.

sustancias adsorbibles del tipo BH ,con un HY 14bil que

B "
facilita la reaccion de molarizacion:

+ . +
) ,H + H ke H2
Segun esta tecoria las reacCiones que se llevan a cabo son @
HY + e > H ‘
EH_, + H > B _, o+ H'
ad . 7 ad 2
B + H > BH
ag
H2 + e > H2

El atomo de H separado reacciona mas facilmente con’' el H

lébil del catalizador que con los iones hidrénio,y esta

. .
reaccion disminuye 1la sobretension necesaria para la
.
reaccion.
. A
La determinacion de Vitamina Biﬂ por polarografia
Z

diferencial de impulsos se realizo empleando el metodo
de adiciones estandar,usando como estandar una disclucion de
cianocobalamina 10_4 M.
4.2.~Condiciones de trabajo.-

Las experiencias polarogréFi:as se realizaron en un
polarégrafo F.A.R. modelo 174-A .Como electrodo de
referencia se uso un electrodo de calomel saturado de KCl

y como electrodo auxiliar un alambre de platino.



.. . ‘ :
Condiciones experimentales recomendadas para la polarografia -

diferencial de impulsos de la vitamina B

12 °
Ep (v) A E (mv) Velocidad de Tiempo de
. barrido caida de gdta
-1.53 25 10 mv/s 0.5 s :

4.3.—Técnica experimental.—

4,.3.1.— Reactivo.-

Disolucion patrén de cianocobalamina 10_4M.

135.5 mg de cianocobalamina al 100 %4 o cantidad equivalente
se disuelven en agua y se completa a 100 ml.
4,3.2.-Tecnica.-

El efluyente obtenido de 1la separacién cromatogréFica se
transfiere a matraz volumetrico de S0 ml,se adiciopnan 20 ml
de disolucion amortiguadora pH=6.9 y se completa el
volumen con agua.gEsta disolucion se pasa a la cubeta del
polarégrafo,se burbujea N2 durante 15 minutos y se traza el
polarograma en las condiciones mencionadas.

Una vez obtenido el polarograma de la disolucion problema se

adicionan 0.75 ml de la disolucion de cianocobalamina 10—4M .

se burbujea N2 durante 5 minutos y se traza el polarograma
sobre la misma hoja.Se vuelve a adicionar 0.75 ml de
cianocobalamina 10_4M y se repite el trazo del polarograma.
Opcionalmente se puede hacer una tercera adicion y obtener
un tercer polarograma.

En el polarograma se determina la intensidad de corriente
del pico para cada concentracion y se represehta

graficamente i= f | cianocobalaminal .

De la gré%ica se deduce la cantidad de cianocobalamina
presente en el problema.

En la experiencia realizada con un lote piloto se

encontraron los siguientes resultados :(Figura 32 ,gréFica
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7).

c{anpcobalamina - i en. pA
1.5 % 1070 m 352
2.0 x 107°M 5.15
4.5 % 10 % 6.90
De 1la gréFica deducimos gue la concentracion de

cianocobalamina en la disolucion extraida del lote piloto es
= —-6
de 1.53 » 10

S5i se considera que esta cantidad existia en 100 ml de

M en los S0 ml.

muestra original ,1la concentracion en la muestra es de

0.76 % 10_6M . El error relativo es de 2.9 % .51 se compara

este error con el error obtenido en la valoracion

EspectrDFGtométrica que fue de 4 % s=e deduce que la tecnica

polarogréFica tiene menos error.

FPara comprobar estadisticamente la confiabilidad del

metodo se repitié la extraccion con el mismo lote cinco

veces y se hizo la determinacion polarogréFica.CDn los

resultados se calculo la desviacion estandar y el limite

de confiabilidad encontrandose 1los siguientes valores:

Concentracion de cianotobalamina:
1.45 x 10°°
1.53 % 10°°
1.46 % 107°
1.50 x 10°°
1.25 % 107°

]
™
M
M
M
Concentracion promedio : 1.438 »x 10

_6M con o = Q.1 xlo—b

™
Esta concentracion calculada en pg de cianocobalamina

equivale a 97.4 f S png de cianocobalamina en 100 mi.
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4.4, .-Estudio de la interferencia de la matriz en la curva

polarogréFica.

Fara corvoborar que la presencia de THF no interfiere en @ 1la
determinacion learogréFica de la cianccobalamina se hiza la
escala de cianocobalamina en electrolite soporte sin THF 'y
en el electrolito soporte con 124 de THF (Figuras 33 y 34,
gréFicas 8y 7))

Al comparar las gréFicas de los polarogramas y hacer . la
correlacion lineal se encuentra para el polarograma sin fHF
un r = 0.9991 y para el polarograma con THF un v = (0.998%.
Si se comparan las lecturas se encuentra que el
polarograma con THF da lecturas mas bajas que el polarograma
sin THF ,aungque la relacién s& mantiene constante en las
lecturas. '

5i se emplea en métnda de adiciones estandar el error por la
presencia de THF se =limina porque la misma:matriz esta  en

el problema y el estandar.
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electrolito soporte sin THF

1.5 %x10°% M 20.3 AR

3.0 x 10°° M 40,7 KA

4.5 x10°° M 61,9 A
6.0 x 10°° M 79.2 MR
7.5 x10°° M 988 A
9.0 x 10™® M 118.4 XA
1 1 1 1 2 A
-1.0 1.2 -1 ~1.6 -1.8 -2.0 v -
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4,5.-Estudio de la efectividad de la separa:ién.

Fara comprobar la efectividad de la separacién se pasé una
disolucién de cianocobalamina 100 mcg en 100 ml a través de
la columna siguiendo la tecnica va descrita.Con el efluyente
se hizo la determinacicn pclavngréFica por el metodo  de
adiciones estandar.
Al mismo tiempo se hizo otra determinacion pularngréFica
usando la misma cantidad de cianocobalamina sin pasarla por
la columna.Se compararon los resultados . (Figuras 35 y 36 )
(Graficas 10 y 11 7.

Resultados @ o

Escala de cianocobalamina sin Crbmafdgrafiar.

Sensibilida 10 uA,

' i?uA

Cianocobalamina
1.5 » 10 ~° o oosles
.0 x 10 @ 4,66
4.5 » 10 ° 6.ax

Escala de cianocobalamina cromatografiada.

Sensibilidad 10 uA

Cianoccbalamina i= A
1.5 x 10 °® 3.72
Z.0 % 10 ® 5. 62
4.5 % 107 1 7.58
Resultado =
Cianocabalamina sin cromatografiar: 1.5 = 10—6M

Cianocobalamina cromatografiada : 1.46 x IO“AM

Cada experiencia se repitio cinco veces vy se obtuvieraon

los siguientes resultados:
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Cianocobalamina  sin cromatografiar =

Concentracion de cianocobalamina: 1,45 s 10

o=0.1 %10 M

Error relative = 1.B %
Cianocobalamina cromatografiada :
Concentracion de cianocobalamina : 1.438 % 107

o= 0.1 % 10 %M

Error relativo = 2.6 % )
De los resultados obtenidos se deduce que la separatién
Crumatngréfica influye aproximadamente con 1 % de error

.
en la determinacion.

4.6.-Discusion. —

El error relativo encontrado en esta tecnica fue de 2.6 %
Si se tiene en cuenta que el limite de tolerancia para el
contenido de cianocobalamina en preparados Farmace&ticns
es de + 10 % se deduce que el error de 2.6 Z encontrado
esta comprendido dentro de los limites aceptados,por lo
tanto la tecnica si puede ser efectiva para aplicarla a un

un proceso intermedio de fabricacion..
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Determinacién de cianocobalamina
sin cromatografiar.

Sensibilidad 10 A A

Wle  electrolito soporte

(2)e mMuestra sin cromato
grafiar

1M A i .

=2

(»)e 1.5 x 10
(4)e 3.0 x 10
03 4.5 x 10

2 2 =2 %

-6
-6
-6
-6

(£)* 6.0 x 10
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Detém\ina»ciGn‘j'de éiapocobalaxﬁip§~‘~ L

cromatografiada.”
Sensibilidad < 10 ‘pM( A i

(s electrolito soporte .

(2)» muestra cromatogra-

fiada
(e1.5 x 10°° u
@)e 3.0 x 107
) 6

(G 4-5x10 M

1 1 ) ! ! 1 )
e ?
-0.8 -1.0 ~-1.2 -1.4 -1.6 -1.8 -2.0
Figura 36
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S.— Aplicacién analitica.

5.1.—Aplicacién a muestras comerciales.

El procedimientoc experimentado en el lote piloto se aplicé a
muestras reales de preparados multivitaminitos con dos
productos comerciales . v

5.1.1.-Una de las muestras fue el VITAFORTE cuya formula es
l1a siguiente:

Vitamina B |. T 200ug

iz
Mononitrate de tiamina 100 mg
Riboflavina 30 mg

Clorhidrato de piridoxina.. 35 mg

FPeptonato de hierro

equivalente a 34 mg de Fe
c.b.p. 100 ml.
Como este preparado tiene 200 ug de vitamina 812 en 100 ml,

v

se tomaron SO ml de muestra para hacer la separacion

. . i . X .
cromatografica.Se siguio la misma tecnica del lote piloto y
s& encontraron los siguientes resultados,a una sensibilidad

de 20 pA (Figura 37 . Grafica 12 )

cianocobalamina i=uA
1.5 % 10 % 2.82
3.0 % 10°° 4,722

v 4 ’
Haciendo la grafica se encuentra unaqconcentracion de 1.45

10~6 M en la muestra polarcgrafiada.Comoc se tomaron 50 ml
de muestra original y la muestra polarografiada fue de S0

.
ml,la concentracionde vitamina R en el Vitaforte es de

12
1.45 » 10 é’M. que corresponde a 196.5 pg en 100 ml, .
El ervror relativo es 1.7 Z vy esta de acuerds con 1la

tolerancia aceptada por la Farmacopea que es de 10 %Z.
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2Ma

Q) » Electrolito
soporte
@) Vitaforte

Leye1.5 x 1076 M
J ) ®3.0 x 1076 i
()4 k5 x 1076 i

Determinacién’'de: cianocobalamina’:

en Vitaforte:

Sensibilidad 20 A{ A

Figura 37
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: '\fjtafo'“"

lidad |20




 5;1,2;fé;”é#rD kadUCt6 comercial es el IBEROL cgyaiféfmdla
Sulfato ferroso

equivalente a 525'm§‘de Fe

pcido ascorbico 2.9 g
'Vitamina 312 ) - 125 pg
Clorhidrato de tiamina ’36 mng
Riboflavina 30 mg
Nicotinamida 150 mg
Clorhidrato de piridoxina 25 mg
D Pantenol 50 mg
c.b.p. 100 ml.

El volumen necesario de muestra para la separacién es de B8O
ml.
Resultados a una sensibilidad de 20 A (Figura 38 ,GréFica
13 )

cianacobalamina i=pp
1.5 x 10 oy 4.15
Z0 ok 1079 6.19
Haciendo la gréFica se encuentra una concentracién de 1.5 »
10—6 M de vitamina 312 en la muestra polarografiada.
La concentracion en la muestra original es de o0.93 » 1Q ﬁ&M

gue corresponde a 126 ug de vitamina B en 100 ml.

i2
El ervor relativo es de 1 %1 vy Esté dentro de la tolerancia
aceptada por la Farmacopea.

En las muestras comerciales no se repitié la determinacion
varias veces para realizar céculos estadisticos porgue las
muestras comerciales son de 100 ml y alcanzan solamente para
una determinacion.Los calculas estadisti:os solamente tienen
valor si se efectuan sobre la misma muestra varias

determinaciones.
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&6.- Discusion .-

Una de las normas de Control de Calidad es el CDntrnl de
Proceso durante la fabricacion de un producto.” )

En la Fabricacion de productos Farmaceuticos el Control

de Piroceso incluye al Control Buimico del producto
intermedio antes de envasar.

En el caso de preparados multivitaminicos en forma de
jarabes conteniendo cianocobalamina ,el analisis
microbiolégico requietre de varios dias para su realizacion
por el metodo eficial que es el metodo microbiolégico.

La necesidad de esperar varios dias con el equipo ocupado
con un producto representa para la empresa un aumento en
los costobs de ese producto.

El metodo pclarogréFicn que se ha ensayado en este trabajo
resulta ser un metodo ideal para ahorrar tiempo en 1la
fabricacion de productos conteniendo cianoccobalamina con una
concentracion del orden de 10_6 M.

El metodo polarogréFico se puede realizar maximo en cuatro.
horas ,incluyendo la separacién cromatngréFica steniendo el
equipo vy reactives ya preparados,

Aunque el metodo oficial para el control de la
cianocobalamina es el metodo microbiolégico y tiene que
realizarse en el producto terminado para su aprobacién'
definitiva es una ventaja tener 1la seguridad de que el lote
esta correcto con el analisis de producto intermedio en

corto tiempo y poder proceder al envasado.



IV.— ANEXOS.

Métodos analfticos utilizados para la determinacién de

vitamina 512 en el presente trabajo.Consideraciones tedrico

practicas.

1.-Anexo 1: Método de separacién.

1.1.Cromatografia de intercambio iénico ( 30 )
lLa cromatografia de intercambio idénico se vealiza utilizando
s6lidos insolubles que contienen iones que pueden
intercambiarse con otros provenientes de una disolucién.
Estos intercambiadores se clasifican en dos categorias:
intercambiadores catidnicos

+ + —_— +

H 1 + Na s =" H +  Na

e intercambiadores anisnicos

Cl1 1 + OH 5 < Cl +  OH

El intercambiador estd constitufdo por una red cristalina
macromolecular que lleva cargas fijas positivas o negativas
denominadas iDnégenos fijos.l.as cargas de estos innégenus

son neutralizadas por las de iones "libres" dentro de los
poros de la red llamados contra—iones. Estos contraiones son
los que pueden ser reemplazados por otros en la reaccicn de
intercambio.

El numero total de cargas que suman 1los contraiones,que es
igual al niumero de cargas fijas en la red,constituye 1a
capacidad cientifica de intercambio del intercambiador.Es una
magnitud constante ,caracter{stica del intercambiador e
independiente de la naturaleza del contraién.

El intercambio iénico no es uwun proceso quimico sino
fisico.,siendo las fuerzas que 1o determinan de caracter
fi{sico,principalmente electrostaticas.

Ademas del intercambio entre los iones se opbserva que una



parte del disclvente vy 1los “iones: contenidos en este
penetran en los poros del intercambiador.Este fenémeno de
absorcion provoca un aumento en el tamafia del
intercambiador,.el hinchamiento.A causa de la absorcidn del
electrolito,el nimera de contraiones dentro del
i ntercambiador es superior a la capacidad de
intercambio.Este excesco debe compensarse con un  ndmerc
equivalente de iones de carga opuesta llamados co-iones.ln
intercambiador puede ser mids o menos selectivo,es decir
tener afinidades m&ds o menas diferentes para diversos
iones.Los factores que principalmente influyen en la
selectividad de lps intercambiadores son la carga, el tamafio
del contraidén la estructura Y naturaleza del
intercambiador.lLos intercambiadores mas importantes s0n
las resinas.Estan constituidas por una red macromolecular
tridimensional.formada generalmente por cadenas de
poliestireno unidas a traves de "puentes" de divinilbenceno
por un proceso de copolimerizacién. E1  parcentaje de
divinilbencenoc determina el grado de entrecruzamiento y éste
determina el tamafio de los poros cuyo didmetro varfa entre

t 8% y mas de too A

En 1a red macromolecular se fijan grupos funcionales como:

- = N 2—
-50., s -Coo , PO . ~Asd

3 ! 3 3
para las resinas catidnicas y
+ + + +
- NHS . *NHZ . —H y -5

para las resinas anidnicas.

L.as resinas de intercambio idénico se presentan en forma de
particulas esféricas cuyo diametro varia entre 0.1 v 1| mm.
En el estudio del equilibrio entre un intercambiador vy una

displucién es precisao distinguir tres fenémenos fundamentales:



A) el hinchamiento
B) la absorcidén
C) el intercambio iénico

A) Hinchamiepto :

Cuando una resina intercambiadora se pone en contacto con
agua,ésta penetra en los poros de la resipa cuyos grupos
ionsSgenos tienden a rodearse de varias moléculas de agua.f
raf z de este fensmeno de solvatacidn,un monémero tenderi{a a
disolverse,pero como estamos en presencia de una red
macromolecular insoluble, el intercambiador no se disuelve y
solamente aumenta de volumen hasta que alcance un
equilibrio entre dos grupos de fuerza opuestas : las gue
ejercen las mcoléculias de agua sobre la red macromolecular vy
las fuerzas elasticas de la propia red. {(nota I )Los factores
gue influyen en el hinchamiento son :

a) Naturaleza del disolvente.-Los disolventes polares
provocan mayor binchamiento que los no polares

b)Grado de entrecruzamiento.-las resinas con mayor grado

de entrecruzamiento tienen un hinchamiento menor.
c)Naturaleza de los grupos ionégenos.—-Entre mas afinidad
tengan estos grupos por el disclvente mayor sera el
hinchamientao.

d) Capacidad de intercambio.

Nota %.-Presion de hinchamiente : La disolucion interior de
la resina estx sometida a las fuerzas elasticas de la red
macromolecular,se genera en ella una presién llamada presién
de hinchamiento.Esta presién impide la penetracién de més
agua dentro de la resina.lLa presién de hinchamiento depende

de los mismos factores gque el hinchamiento.



e)Naﬁuraleza del contraién.—Los factores determinantes son
; elbtamaﬁo y la tendencia a la solvatacion del contraién.La
setuencia de hinchamiento con los iones alcalinos es la
siguiente :

Li¥ > Nat > kY > R > st
f) Concentracién de la disolucién.—8i la resina se encuentra
en upa disolucién de electrolito en vez de agua pura,el
hinchamiento disminuye a medida que aumenta la concentracién
de la disolucién.Esto se debe a la diferencia de presidén
osmética .
B) Absorcién.-
Absorcisén de compuestos moleculares . ~En ausencia de

reacciones quimicas,un soluto molecular M se distribuye

entre la disolucidén y la resina segin el equilibrio

Mo <—— M

S R
caracterizado por el coeficiente de reparto
MR
Fo= T
S

donde M_ y M_. representan las concentraciones de M en la

R S
resina y en la disolucién respectivamente.En ausencia de otro
tipo de interacciones las concentraciones de M en la
disolucion interior y en la disolucion exterior deberian ser

idénticas { P=1 )J.Pero como los iones Ffijos vy los
contraiones estan solvatados la cantidad de agua disponible
para disolver M en la resina es inferior a la cantidad total
de agua presente en esta.Por lo tanto el coeficicente de
reparto en menor a 1.8in embargo.esta situacion sencilla se
encuentra raras veces y se tienen gque tomar en cuenta otros
factores:
alLa interaccidén con los contraiones:Ciertas moléculas como

los alcoholes alifaticos son mas solubles en disoluciones
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Adcidas que en agua pura.Por lo tanto, un compuesto de ese
tipo es mis scluble en la disolucién interior de una resina
catidnica de forma H+ que en agua putra y su coeficiente de
reparto entre el agua y la resina serd mayor que 1.

FPor otra parte, si el soluto molecular puede farmar
complejos con los cnntra—iones,penetreré mucho més adentro
de la resina.

b) Las interacciones de 1la red :5i el soluto molecular
presenta interacciones de tipo dipolo-dipolo o London con la
red macromolecular favorece su penetracién en la resina.

c) La presién de hinchamiento : entre mayor es la presién de
hinchamiento mas fuerte es la tendencia de 1la resina a
esxcluir el soluto.

diLa concentracién de la disolucién : cuando aumenta 1la
concentracién de 1a displucidén , 1la cantidad absorbida
aumenta,peiro el coeficiente de reparto tiende a disminufr
por efecto de saturacién de la resina.

En general,podemos decir gue el fenomeno de absorcion de
splutos moleculares es bastante complejo y no ha recibido
‘un tratamiento tedrico cuantitativo satisfactorio.

Absorcién de electrolitos Fuértes :  Para explicar el
comportamients de la absorecidén de electrolitos fuertes
Donnan { 27 ) propusc un modelo comparando la interfase de
intercambio con una membrana semipermeable.

Supongamos una membrana gque tiene la sal NaR de un lado.esta
membrana es impermeable al anién R y la sal NaCl esta del

otro lado de la membrana

Na+ Na+ Na+ Na+
R C1 R
1 | 2 c1” c1-
(a) Lopy 2
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El_NaClbse difunde de 2 a 1 de tal manera que el estado de
equilibrio se alcanza como se ve en la figura b,

Este modelo se puede extender al caso de un electrolito que
no tiene un ié6n comin en el cual NaR esta de un lado de 1la
membrana y del otro lado esta KC1.KC1l se difunde al otro
lado de la membrana pero NaCl también atravieza la membrana

en direccién opuesta.

Na* gt Nat Na”t
.

R c1” wF g
ci~ c1

En el estade de equilibrio resulta que el anién que no se
puede difundir a través de la membrana,aparentemente atrae al
catién de un electrolito diferente cuyo anién esta
desplazado aparentemente en el mismo grado.Este modelo se
puede aplicar al intercambio i6nico si la interfase entre
la regsina vy la fase acupsa se considera como una membrana vy
la resinpa o su ién fijo se considera como 1 ié6n que no se
puede difundir.E1l contra—-ién de la resina se mueve
libremente.For lo tanto si el intercambiador estd rodeado de
un electrolito que contiene un ién comin © no comdn, el
equilibrio se establecerd de acuerdo con el concepto de
Donnan y se puede tratar de acuerdo con los principios de la
teoria de la membrana.Como en una migracién en sentidos
ppuestos de carda de signos opuestos,se establece una
diferencia de potencial entre las dos fases.

Reglas cualitativas.-—

a)Mientras mids bajo es el potencial de Donnan menor es 1la

121



fuerza  de exclusiénv:Y  mas ~eiev§da—rlar absorcién. . del
electrolito. i B )

b)El potencial disminuye cuando decrece la diferencia de
concentracién entre la disolucién y el interior de la
resina,por lo tanto la absorecién serid mayor cuanto menor es
la capacidad de la resina y su grado de entrecruzamiento.
c)la absorcién crece con la concentracién de la disoluciédn.
Tratamiento cuantitativo.—-(30) .

Consideremos un sistema que consiste en una resina de

intercambio iénico sumergida en una disolucidén de

un electrolito fuerte con un ién comin con la

resina.Supongamos una resina sulfénica sumergida en
HC1.Ademas del hinchamiento ocurtre otro fenémeno

importante:una cantidad apreciable de HCl se difunde en 1la
disolucién interior de la resina.Como no habfa Cl en el
interior de la resina.,habria una tendencia de este i6n a
difundirse de la disolucién externa a 1la interna.Por otra
parte la disolucién interna de Acido sulfénico esta
concentrada,por lo tanto los iones H+ no tienen tendencia a
difundirse de la disolucién exterior a 1a disolucidn
interior.La necesidad de electroneutralidad requiere que
el H+y el Cl emigren dentro de la resina en igual
cantidad.E1l resultado final es gque una pequefa cantidad de
C1™ se difunde en la disolucién interior arrastrando una
cantidad igual de iones H+ a pesar del gradiente de
concentraciones. ‘

El equilibrio de reparto entre la disolucién y la resina sera:

“+ - < Y oyt —
Hg + Cl g >H L+ el g
AR
. _|HR c1
*HC1 -+
|H's ] jer7s|

si CS es la concentracién de HC1I en la snlucién,CR su



concentracién en la resina“y CI

- + EER e ¢

‘ S5 = et = |o
ya gue l H R]= CI + CR‘L

Si P es el coeficiente de reharto de HCl entre la resina vy
ladisolucién :

CR CI
U Kyer =F P+ =g -
S \ S
De. las expresiones anteriores se deduce que cuando

Idisminuye tanto CR cono P aumentan.

Absorcién de electrolftos débiles .-

C5 aumenta o C

Los electrolitos débiles se comportan como solutos
moleculares.S5u absorcién depende en gran manera de las
condiciones experimentales (pH,presencia de complejantes,etc.)
Fara las resinazs no ionizadas (complejantes )1la absorcién

de electrolitos fuertes,electrolitos débiles y solutos
moleculares es muy semejante.

C)Equilibrio de intercambio iénico .

Cuando una resina intercambiadora en forma A se pone en
contacto con una disolucién gue contiene contra—iones R,se

establece el equilibrio:

et

& mermr———
7p Py * Zp Bg < Ip g+ IpFp D
donde ZA Y ZB son las cargas de A y B respectivamente.



Este equilibrio estad desplazado en un sentido-u 'Dtroy’ségan“
la afinidad relativa de la resina por A o por ER.lLas causas
que determinan la afinidad de una resina por un ién y la
descripcién de 1los equilibrios entre una resina y  una
disolucién acuosa se consideraran a continuacién.
Los factores que determinan la afinidad son:
a)La carga del contra-ién.-Las resinas tienen mayor afinidad
por los iones de carga elevada.A este fenémeno se le 1llama
electroselectividad. La electroselectividad aumenta por
dilucién de la disolucién y aumento de la capacidad de 1la
resina.La electroselectividad puede explicarse por el
potencial de Donnan.
b)E1l tamafo del contra—-ién solvatado.-lLa resina tiene mas
afinidad por un contra-ién hidratado de volumen mas pequefio.
c) Las interacciones entre el contra—-iénm y los grupos
ionégenos o la red macromolecular.-La resina tiene mavyor
afinidad por un contra—ién que tiene mavyores interacciones
con los grupos ionfgenos o la red.
diLas interacciones entre el contra—ién y el co-ién.-
La existencia de interacciones entre el contra-ién y el
co—~ién disminuye la afinidad de la resina por el contra—idén
considerado.
Aspecto cuantitativo.-
Constante de intercambio.-—
S5i se aplica la ley de accidén de masas al eguilibrio (1)
_CagtF ¢ B 2R
AR

o =]

K

ZE ZA
{ AR) { BS)

donde KEE depende {nicamente de la temperatura y presién .



Para iones.de:la’‘misma‘ carga:s

o ’ ol AS)‘ B

. - = R
Kap .
{ AR) ( BS)
mientras més se aleja el valor KDAB de la unidad _mas

diferentes son los coeficientes de reparto de Ay B y mas
diferentes las afinidades de la resina por ellos.
Para iones de cargas distintas el valor limite es :

CI ZA—-IR

Cs

dependiente de la concentracion de la disolucion (CS )

Para iones de la misma carga , la constante KAB constituye
una medida de la diferencia de afinidad.
Conociendo las constantes de intercambio de dos iones Ay B

con un tercero,se puede deducir la constante de intercambio
AB :

. o _ o ,
Keag = Kpo - K

=]
CB

Fasando a logaritmos se pueden construir escalas de afinidad
para cada resina.Se colocan los iones de la misma carga en
la misma escala

L+ + +
Li ha K A9y afinidad
.0
log K

Constante aparente de intercambio.-—

En la practica se miden generalmente concentraciones y no
actividades,por lo tanto es mds cémodo usar 1la constante

aparente



,“sl ‘BRl Pr

K = [%4 = ez
AB AB
] ] | i

A
La KAB depende mucho de las condiciones experimentales.
tos factores que influyen en la constante aparente son :
a)La composicisn i6énica de la resina.
blLa concentracién de la disolucién.
c)Grado de entrecruzamiento de la resina.

d) Capacidad de intercambio.
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1.2.—Cromatografia por adsorcion liquido Sélidn.(ZE)

1.2.1.—-.—Conceptos generales.
La crumatograFia liquido—sélido incluye una fase movil

liquida y un solido porosoc finamente dividido {el
adsorbente) como fase estacionaria.

La fase estacionaria debe tener una gran area de superficie
espe:iFica,pDr ejemplo de S0 a 1000 m2/g.

El equilibrio que controla la separacién estd basado en 1la
distribucion de las moleculas de muestra entre la fase
liquida y la superficie del adsorbente.

La cromatograFia liquido solido es util para la separacién
de compuestos insolubles en agua y poco polares como lipidos
y esteroides pero tambien es ampliamente usada para
compuestos polares.

La selectividad de la separacién es muy pronunciada con
relacion al tipo de compuesto ,mientras gue la selectividad

.
en relacion al peso molecular del compuesto es muy reducida.

1.2.2.~-— Clasificacion.—
. . .
Existen dos procedimientos basicos en cromatografia

liquidn—sélido:

AY La crumatograFia en columna y.

B) La chmatograFia en capa delgada

La crnmatngraFia en capa delgada es similar a la
cromatograFia en papel.
La chmathraFia en columna fue la primera forma préctica

de cromatagraFia.Fué introducida por Tswett en 1905 vy
redescubierta por Kuhn y Lederer en 1931.Siguié un periodo
explosivo de crecimiento y fue usada para separar todo tipo
de muestras.A mediados de los 50°'s su relativa popularidad
declino por la competencia con la cromatograFia 1iquido—

liquido, intercambio ionico y cromatografia liquido—gas.



1.2.3.——Teoria del equilibriog.—

En todos los sistemas de sblido—liquido ia supeFFicié ~deI 
adsorbente esta cubierta completamente poruna capa- de-
moleculas adsorbidas de soluto i o de fase mévii M.
El equilibrio es el siguiente :

) i(m) + n (M)(a);::zzj i(a) + n M(m) 1)
La molecula de scluto inicialmente presente en la fase
mévil i(m) se adsorbe desplazando n moléculas de fase movil
de la superficie del adsorbente.El resultado de este
mecanismo s una molecula de soluto i adsorbida en 1la

(a)
superficie del adsorbente y n moleculas de fase movil M(m)
que son puestas en libertad.El mmeroc de leécu1a5 n es
determinado por el tamafo de las moleculas de soluto y de

fase movil,.Este proceso esta ilustrado en la figura 1.

= Cel Bed

] E K O & O EE,
mOmDE | /B
&R E— HEEEE,

&N AT # ] & (] E]

iy + 2MHyT== i *+ 2Muw

Representacidn hipotetica del equilibrio entre moléculas
de soluto (i) y moléculas de fase mbdvil (M) en LSC.
Figura 1
El equilibrio de adsorcion se puede expresar &n una forma muy
distinta si consideramos gue la monocapa de M adsorbida

constituye una fase liquida distinta adyacente a la



superficie del adsorbente.En ‘este Easok &1 tequiIibfiD}.5e",;

puede expresar : ‘ o '
Lm™2 1 2

En otras palabras,el scluto i se distribuye en dos @ fases

liquidas distintas:el disolvente como tal y la monocapa de

disolvente adsmrbida.r{x sera la constante de distribucion

de concentraciones.

fraccion molar de i en la monocapa

" . R .
* fraccion molar de i en el disolvente

como el liquido M constituye las dos fases

Kx = K? = constante de distribucion de
concentraciones molares.
Si 1la expresién de K 1la definimos en terminos de la
concentracion de i en la fase total del adsorbente tendremos

moles de i/gramos de adsorbente

K moles de i/ mililitros de disolvente
1.2.4.- Parametros que influyen en el valor de K7
Lé ecuacion 3 nos da los diferentes parémetrns gque
influyen en el valor de K~
log K* = logVa + o (8% -ai D (=)
en donde :
Va = cantidad de fase movil adsorbida por unidad de pesoc de

adsorbente ml/g

o’ = actividad del adsorbente
£° = fuerza de la fase movil
59= energia de adsorcion de 1 en una superficie de

. .
adsorbente estandar cuando esta disuelto en una fase movil
estandar. -

Al = area molecular del soluto i.

4 . . .
Los terminos Va vy o’ representan propiedades caracteristicas
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del adsorbente,variables seg&n el tipo , area de superficie
y contenido de agua.Estos dos parémetros son independientes
de 1la naturaleza del soluto y de la fase movil.

o’ la actividad del adsorbente mide la habilidad por unidad
de adsorbente para fijar moleculas adsobidas.

£% es 1a energia de adsorcion de la fase mavil por unidad

de area de un adsorbente estandar.

1.2.5.—- _Adsorbente. -

El efecto del adsorbente en separaciones por chmatograFia
liquido solido esta determinado por varias propiedades del
adsorbente,en primer lugar tipo quimico,area de superficie

y contenido de agua..

Tipo quimicn se refiere a la composicién del adsorbente,

por ejemplo ;silica o alumina.

Las diferencias en el tipo qu§mico impican diferencias en
los grupos funcionales superficiales y en los tipos de
interacciones intermoleculares entre el adsorbente y 1las
moleculas adsorbidas.Esto a su vez influye en la migra:ién
relativa de dos solutos como funcion del tipo de adsorbente.
Entonces 8° Y £% varian con el tipo de adsorbente.

lLos adsorbentes se puede dividir en:

adsorbentes polares como silica y alumina y

adsorbentes no polares como carbén Y sflica dehidroxilada.
Los adsorbentes polares actuan con las moleculas

adsorbidas por fuerzas ESpECgfiCBS tales como atraccion
electrostatica y enlace de H.

La energia de adsorcién, la retencion cromatogréFica Y

la fuerza del disolvente aumentan con 1l1la polaridad del
adsorbente.

Los adsorbentes polares pueden clasificarse en acidos Yy

’ . . 7o . . ’ .
- basicos,por ejemplo :silica es ligeramente acido por sus
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grupos Si—-0OH en la superficie vy alimina es fuertemente
basica poOr Sus grupos 02_ en la superficie.

El area superficial de un adsorbente afecta el valor de

Va pero tiene poco efecto en otros parémetros. Aumentara

el valor de K para todos los solutos.

El contenido de agua disminuye los valores de kK y

disminuye la selectividad.

1.2.6.—_Fase movil.-

Generalmente se selecciona la fase movil de tal manera que
de valores de K° para el soluto entre 1 y 20, .

Los solventes llamados fuertes dan valores de K° pequenos,
mientras que los solventes debiles dan valores de K> grandes
LLa fuer=za del solvente se representa por sD.Una serie
elutrépica es una serie de disolventes ordenados con valores
de &£° crecientes.El1 orden de fuerza relativa de los
disolventes es el mismo para todos los adsorbentes polares.
La fuerza del solvente esta determinada por la fuerza con que
las moléculas del solvente son adsorbidas en la superficie
del adsorbente . Consecuentemente ,para adsorbentes polares
£9 aumenta con la polaridad del solvente.En adsorbentes no
polares como el carbon la fuerza del solvente es mayor en
los no polares.la fuerza del solvente aumenta con el tamano
de la molecula del solvente Yy 85 mayor para solventes
aromaticos.

La fuerza de un disolvente formado por la mezcla de Ay B
cambia desde la fuerza de A hasta la de B de acuerdo con la
proporcién de B en la mezcla.

" El papel mas importante de la fase movil es controlar los
valores de K*> ,pero tambien puede usarse para variar la
selectividad de la separacién {(valores de o) .

.
Cuando se cambia 1a composicion de un disolvente es



importante mantener la fuerza constante de tal manera que el
valor de K’ no cambie.Disolventes de 1la misma fuerza que
pueden ser intercambiados reciben el nombhre de
equielutrépicos.

7.—Migracién de banda y estructura molecular.-

Ya se ha anotado que la velocidad de migracién de una fase
movil en adsorbentes polares disminuye al aumentar 1la
polaridad del compuesto que emigra.

LLos hidrocarburos saturados son los primeros compuestos en
ser eluidos 0% acidos y bases se eluyen al final.

El orden de separacién relativa de muestras estd determinado
por el parémetro So,que es la energia de adsorcion de i en
un sistema estandar de adsorcion.El tamano de la molecula
también inFluye,moléculas grandes emigran més rapidamente.
Homdlogos superiores son retenidos menos fuerte en
adsorbentes polares.Solutes polifuncionales son retenidos
mas fuertemente que los monofuncionales.Sin embargo los
valores de SD de solutos polifuncionales son generalmente
menores a los calculados por la adsorcion localizada.

L.a cromatograFia sélidn—liquido es ﬁnica en su efectividad

para separar isomeros.




1.3.- _Columpas de intercambio. (30)

Una columna de intercambio idénico esta constitufida por un
empaque de granos de resina en un tubo cilf ndricb,en la -
extremidad de la cual se inyecta la disolucidén por tratar.lLa
disolucisén inyectada se 1l1lama influyente y 1la disolucién

recuperada a la salida de la columna se llama efluyente.
( Figura 2 ). Solucibn influyente

_T

; Solucibn efluyente

HBU Colector de fracciones

Figura 2

v

1.3.1.~ Caracterfisticas de las columnas :

a) La naturaleza de la resina.-Segin el problema se elige la
naturaleza quimica de la resina Y . su grado de
entrecruzamiento..

b) La cantidad de resina .-Una columna que tiene una masa m

y una capacidad C puede intercambiar un total de mC

I I

miliequivalentes.

c) El volumen intersticial por lo regular es del orden de
30 a 40 % del volumen total de la columna.

d) Caractefsticas geométricas: una cplﬁmna larga es mas
eficiente qgque una corta.las columnas de laboratorio

generalmente tienen una relacién longitud / diadmetro del



orden de 10.
e) El caudal de disolucién es el volumen de disclucién  gue -

escurre por unidad de tiempo y de superficie de secciétn’ de

la columna. Se usan comunmente caudales de 10 a 200 ml- hfl

Cm—z.

1.3.2.- Modalidades de uso de las columnas

Existen dos modalidades :
A ) Permutacién vy
E ) Resolucion.

La permutacién puede ser :
a) Permutacién simple.

b) Analisis frontal.
a) La permutacién simple-consiste en poner . en . contacto la
resina con el influyente hasta que se alcanza el
equilibrio.Si el influyente contiene un soluto
intercambiable con el contra—ion de la resina.el intercambio
se realiza hasta que toda la re=isa de l1la columna se
encuentre en equilibrioc con 1la disolucion influyente.La
cantidad de soluto fijada en la resina depende del reparto vy
le corresponde un volumen de disolucion llamado volumen de
retencion.

b) Analisis frontal.
El analisis frontal consiste en que el influyente tiene
varios solutos vy cada uno se fija en proporcién diferente.lLa
disclucién efluyente tiene composicién variable , primero
sale el i6n menos retenido y al final el que se fijé mds en
la resina.

Eficiencia de una columna

.
Puesto que los equilibrios no se establecen instantaneamente
y como la diseolucion tiene una velocidad finita de

escurrimiento.en ningun punto de la columna se alcanza el



equilibrio de intercambio y las  cantidades intercambiadaék"
son inferiores a las tebricas.

Fara el establecimiento de las leyes de funcionamiento de
una columna comparames su funcionamiento con el de una
columna tedrica,operando en condiciones de equilibrio entre
la resina y la disclucion.Tal columna estaria constituida por
platos superpuestos que tienen cada uno una masa m de
resina seca.lLa disolucion llega a un plato dado en porciones
A Vl,se espera el tiempo necesario para el establecimiento
del equilibrio vy luegq cada pnrcién A Vi s2 separa del plato
.correspondiente vy se lleva al plato inmediato inferior.
Cuando la columna real y la columna tedrica dan resultados
identicos «puede decirse gue son equivalentes. §i 1 es 1la
longitud de la columna y N el nGmero de platos de la columna
equivalente  h = 1/N es 1la altura del plato teorico
equivalente.Cada plato tiepe upa masa Am = m_/N de resina
seca y un volumen de disolucion A V1= V1/N.E1 funcionamiento
de la columna real se acerca mas a las condiciones de
equilibrio cuanto mayor sea N y menor sea h.

Permutacién de iones : :

Frincipio:

Si se inyecta una disolucién de un i6n B intercambiable con
A en una columna en forma de A, se produce un intercambio

entre A y R

g Bg 3 z Ag * Fqg
" - ’AS‘ IBRl
AR ,Q Rl lB 5
Imaginemos el funcionamiento de una columna tedrica

equivalente. La primera fraccién de disolucién de volumen V1



se pone en equilibrio conila résinanel primer plato de masa

A m.Las proporciones de Ay ,énl'la resina,inicialmente

igual a { y 0, son l—yi'y'}yi despues del intercambioc,en
tanto que en la disoluéiéﬁ‘séh respectivamente 1- ¥ xide
donde :

_ vy ( 1- xl)
AR (T=y ) ny

Despues de pasar esta misma porcidn de disolucién al segundo

K

plato,las porciones de A y B cambian a 1i-y, vy Yo en la

resina y a 1-%, vy x2 en la disnlucién.

u < 3 1-% > 1=

2 1 2 1
La disoclucién se enriguece en A vy se empobrece en E.
A medida gque 1la disolucién avanza por la columna,las
porciones de la cabeza se enriquecen en A hasta completa

desaparicion de B,en tanto que las porciones de la cola
llegan a contener Gricamente B.

La reparticidn de A vy B en la columna se muestra en la
figura I :

En la zona inferior existe unicamente A y en la zona
superior Gnicamente E.La zona intermedia donde se hace la
permutacidén,la coexistencia de A vy B se llama Ffrente de
permutacidén.Cuando el frente llega a la extremidad inferior
de la columna,los iones B aparecen en la disclucién efluyente
y se ha 1llegado al umbral de saturacisn.E1l valumen

correspondiente se denomina volumen de retencién eficaz.

Si K AR > i el frente de permutacién progresa
uniformemente en la columna vy conserva st longitud
constante.

Sie..K AR < 1 el frente de permutacién se despliega a

medida gque progresa en la columna.
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Solucibn de B

Frente de permutacibm

Solucibn de A

Figura 3

B) Resolucién.-

Para separar compuestos de comportamientos muy semejante
frente a l1a resina ,el simple eguilibrio no es suficiente vy
es necesario muiltiplicar las operaciones.En una columna esto
se lagra mediante una técnica de resnlucién que reguiere
una cantidad de resina muy superior a la necesaria para
fijar los compuestos.

La técnica de resolucidén es la siguiente: se coloca la
mezcla en la parte superior de la columna y se desplaza por
medio de una disolucidén conveniente.fs{ se establece a 1la

large de la columna una sucesisn de equilibriaos de
intercambio v cada unoc progresa a velocidad
diferente.Despues de un tiempo cada soluto se encuentra en
una zona diferente y pueden ser separados en una fraccién

del efluyente.



La resolucién puede ser :

a) por elucién .

b) por desplazamiento

alLa técnica de resolucién por elucién se emplea con fines
analiticos.se aplica a cantidades de mezcla pequefias Y
cuando se requiere un rendimiento de separacitn de 100 7.
Principio:

En la parte superior de la c¢olumna se fija una peqguefia
cantidad de mezcla, por ejemplo Na+ vy K Yy se inyecta una
disolucién que tiene el mismo catién que contenfa la resina,
por ejemplo H+.Los iones H+ permutan con los iones Na+y
K+,105 cuales se desplazan con la disolucién, Cuando ésta se
encuentra de nuevo con vresina en forma H+ «1los iones Na+y
K+ se fijan otra vez y el proceso se reinicia.Puesto que la
resina tiene mayor afinidad por K+ Y Na+ que por H+,la zona
de permutacién crece a medida que se desplaza la columna vy
la mezcla se diluye.Cuanto mads grande es 1a columna,tanto
mis importante es la dilucién de la mezcla.Como la resina
tiene mayor afinidad por K+que por Na+ s&ste dltimo se
desplaza mas rapidamente en la columna que K+ v despues de
cierto tiempo 1los dos iones se encuentran en zonas
diferentes.

b) Resolucidén por desplazamiento.

La resolucién por desplazamiento se emplea para hacer

separaciones con fines preparativos, en este caso el
influyente tiene mayor afinidad por 1la resina que la
muestra.

Principios

Se fija una cantidad importante de Na+ Y K+ en la parte
superior de la columna en forma H+.La mezcla ocupa en la

columna una banda de longitud 1o.En el transcurso de la



fijacidén se ha producido un anélisis frontal y la cabeza de
la banda estad enriquecida en Na+.Si se inyecta en la columna
una disolucién de lones C32+,los cuales tienen mayotr afinidad
por la resina que los iones Na+ Y K+,é5tos desplazan la
mezcla Na+y K+ de la resina, v en el interior de la banda
previamente considerada,se produce un analisis frontal
‘inversn enrigueciendose la cola en K+.E1 analisis frontal
debido al desplazamiento de H+ por la mezcla sigque en el
transcurso de la operacién.Por tanto a medida que la banda
progresa,su  rtabeza se enriquece en Na+ y su cola en
K+.Despues de cierto tiempo si 1la columna es 1o
suficientemente larga,la banda se divide en dos partes: una
banda de Na+ en la cabeza y una banda de K+ en la cola y'

entre las dos un frente de permutacidn muy estrecho.
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'Anéxn 2

y . .
Z2.— Metodos de cuantificacion.-—

2.1 .—PolarograFia clasica .-
Z.1.1.— Introduccion (24)

La polarofraffia de corriente directa (cd) o polarograffa

clasica es un método electroquimico que Ffué desarrollado
por J. Heyrovsky en 192Z.

Este metodo estad basado en la electrolisis de una fraccion
diminuta de una disolucién,mediante 21 uso de una celda que
consiste de un microelectrodo goteante de mercurio y otro no
polarizable que cierra el circuito.El nombre de esta
tecnica sugiere su dependencia explicita de 1la leari:acién
de concentracion producida en el microelectrodo.Consiste en
aplicar a traves de la celda un potencial conocido vy
constantemente creciente, Yy en medir la corriente
de electrélisis que resulta.

Lo sobresaliente del metodo es que produce:

al Una corriente de electrélisis limite que es
directamente proporcional a la especie electrolizable vy

b) Un potencial de media onda.el potencial en el que la
corriente ha alcanzado 1la mitad de su valor limite,que es
caracteristico de cada especie. (13)

l.a corriente que circula en el electrodo de mercurio se mide
en funcién del potencial aplicado.£l potencial y 1la
corriente se pueden medir instrumentalmente.obteniendose
‘turvas del tipo intensidad-potencial conocidas comunmente
como polarogramas.En presencia de sustancias electroactivas,
especies que se oxidan o se reducen en el electrodo de
mercurio,se observa un incremento de corriente catédica,

{ de reduccién,por convenito negativa ) o anédica, {(de

oxidaci6én,por convenio positiva) sobre un intervalo de
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potencial dado en la curva intensidad-potencial.
Fosteriormente se alcanza una zona donde la corriente se
hace independiente del potencial y tiene un valor limite
(meseta).

Las caracter{sticas importantes del polarograma se pueden

ver en la figura 4

g

B

Figura 4

En esta figura 1la curva B muestra las caracteristicas de una
disolucién de KC1 0.1 ™ en ausencia de especies
electroactivas.La corriente es muy pequelia hasta gque se
alcanza el potencial donde es reducido el disolvente o
electrolito soporte.bLa curva A en la misma figura es el
polarograma de la misma disolucién adicionada de Dd+2M .La
curva A es similar a la B hasta que se alcanza el potencial
en el que se reduce el Cd+% La corriente se eleva muy
répidamente con el potencial hasta que el Cd+2 se reduce tan
rapidamente como alcanza la superficie del electrodo.En

este punto la corriente estad limitada por 1la wvelocidad de
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llegada al electrodo de la especie electroactiva y la curva
intensidad-potencial se mantiene en el mismo nivel.

l.a polarograffia es un proceso de estado pseudoestacionario
en el que la disolucién en la vecindad del electrodo se agita
cuando la gota de mercurio cae.lLa gota que sigue crece en
un medio casi idéntico al de su predecesora.lLa corriente
1fmite es constante en 1a meseta de la onda vy no disminuve
debido a agotamiento de los reactivos en la vecindad del
electrodo como sucederfia en un electrodo fijo en una
disolucidén sin agitar.

La corriente limite puede estar controlada pot:

a) difusién , cuando la difusién causada por un gradiente de
concentracién que se establece entre l1la superficie del
electrodo y el seno de la disolucién determina la velocidad.
b) 1la cinética,cuando una reaccién quimica o electroguimica
acoplada limita la velocidad,

c) adsorcién , cuando los procesos de adsorcién controlan la
velocidad.

La diferencia entre la corriente limite y 1la corriente
residual {(corriente que circula en ausencia de especie
electroactiva de interés) se llama altura de onda Y
generalmente depende de la concentracién de 1la sustancia
electroactiva en disolucién.la mayorfa de las aplicaciones
analfticas se basan en el incremento de la altura de la onda
con la concentracién.

Otro parametro importante es el potencial de media onda,

E i1/2 . que es el potencial sobre la curva polarografica en
el cual la corriente llega a la mitad de su valor 1limite.

E 1/2 es en sistemas sencillos independiente de la
concentracién de las especies electroactivas,su valor es una

caracteristica del sistema redox invelucrado en un medio
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dado.Por lo tanto es un pardmetro que se utiliza péra

caracterizar cualitativamente a las sustancias. (Figura 5)

i

q
'
1
i
]

i
corriente
1/ limite
1

-1
Diagrama esquematico de un polarograma doc,

Figura S

2.1.2 Conceptos generales.

A )Capacitancia y corriente faradaica.

La corriente total observada en un proceso electroquimico es
el resultado de dos fendmenos diferentes en el electrodo.

El primero es la corriente faradaica «la cual se origina
como resultado de 1la transferencia de electrones a través de
la interfase electrodo-disolucidén.

El segundo es la corriente capacitiva que se establece
porque la interfase electrodo-disclucidén tiene caracteristicas
capacitivas.La corriente capacitiva resulta de un cambio en
el potencial del electrodo o un cambio en el tamafic del
electrodo.Ya que el potencial permanece virtualmente
constante durante 1la vida de la gota, la corriente
capacitiva en polarografia es el resultado de un cambioc en
el area de la gota.A medida que la gota cae,una nueva

superficie del mercurio es expuesta a la disolucién y la
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corriente debe flufr a cargar esta nueva superficie al
potencial dictado por el electrodo vy 1las condiciones

de la disolucién.
Esta corriente capacitiva puede ser antdica © catdédica
dependiendo del potencial del electrodo con respecto al
potencial de corriente nula.A potenciales anédices al punto
de corriente nula la mayorfa de los aniones son adsorbidos
en la superficie del electrodo y 1la adsorcién de estos
aniones tiene como resultado un esxceso de carga negativa del
lado de la disoclucién en la interfase.Esta carga negativa
induce una carga positiva en el electrodo.Por 1o tanto la
corriente anédica debe fluf{r para cargar la interfase
electrodo—disolucién.A medida que el potencial disminuye la
cantidad de aniones adsorbidos disminuye.Al potencial donde
no hay exceso de aniones o cationes en la superficie del
electrodo , no se requiere corriente para cargar la doble
capa.Este es el potencial de carga nula. A potenciales mas

negativos que el E que es el potencial de corriente

max?
nula,se requiere una corriente negativa para cargar la doble
capa.La corriente capacitiva ic resulta del crecimiento de
la gota de mercurio y es directamente proporcional a la

velocidad de variacion del area de la gota dA / dT v esta

dada por :
i = Cd ( Emax— E )_Qe_ { 1)
€ dt
en donde Emax= potencial de corriente nula
Cd = gapacidad diferencial
E = potencial del electrodo

El cambio en el area de la gota es muy grande al principio
de una nueva gota,por 1lo tanto ic brinca bruscamente
al comenzar la gota.A medida que la gota crece dA / dT

decrece e ic disminuye.lLa variacidén de ic con la edad de
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la gota e&stid dada por :

i = 0.00869 C, (E _ ~E) a5 T (2
en donde m es la velocidad del fluido del mercurio. en
mg/seg vy t es el tiempo desde que empieza a crecer la gota.
La corriente Faradéica,a diferencia de 'la corriente
capacitiva,aumenta con el tiempo durante la vida de la gota,
a menos gque se presente adsorcién.
El efecto del crecimiento en 1a corriente faradaica es
doble:
i.— Nueva area del electrodo esta expuesta a la disolucién.
2.- El espesor de la capa de displucién gue rodea a la gota
disminuye porque la gota se expande.
La corriente faradahica instantamea en cualquier tiempo
durante la vida de la gota estd dada por 1la ecuacién de
Ilkovic:

172 m2/3

id = 607 n D [

en donde id es la corriente media.

La ecuacién de la corriente maxima no predice las corrientes

t1/6

instantaneas durante la wvida de 1la gota con el grado
deseado.Sin embargo,la ecuacidén de corriente media es valida
para la mayoria del trabajo peolarografico.

B) Corriente limite de difusidén.-—

Cuando a un electrodo se le impone wun potencial tal que
produce una reaccidén electrogquimica que consume una
sustancia electroactiva en la superficie del electrodo,esta
reaccion se detendria en cuanto la sustancia electrolizada
desapareciera de la superficie del electrodo si no
intervinieran fenomenos de transporte,que traen ia
sustancia electrolizada del seno de la disolucion hacia el
electrodo.

El transporte de materia puede ser de tres tipos:
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1) Conveccién :las especies se  desp1azan bajo la
influencia de factores tales como sdiferencia de
temperatura,densidad, vibracién , etc. o bien por agitacién.
La agitacidn homogeneiza la disolucidn salvo en la proximidad
inmediata del electrodo (capa de difusién )

2) Difusién :En el transcurso de la electrolisis las
reacciones electroquimicas en los electrodos provocan una
variacién de la concentracidén de las especies electrolizadas
en la vecindad del electrodo.Resulta la esxistencia de un
gradiente de concentracién entre 1a superfticie del
electrodo vy 21 seno de la disolucidén y los solutos difunden
de los medios mas concentrados hacia 1los mas dilufdos.La
difusién se produce en la vecindad del electrodo y afecta
solamente parte de la disolucién.Cuando el transporte de los
solutos se hace independiente del tiempo,es decir ,a
conveccion constante,esto recibe 1 nombre de régimen de
difusién estacionario o régimen de difusion correctiva.
3.—Migracién : Al aplicar una diferencia de potencial gque
crea un campo electrico entre los dos electrodos se origina
un movimiento de carga en la disolucién.Este +tipo de
transporte concierne a los cuerpos electrolizados si  son
iénices y si tienen numero de transporte suficientemente
importante.Para eliminar este tipo de transporte de los
iones electrolizados basta volver despreciable su nimero de

transporte .que estid determinado por :

ti = b] J b «4)
x Z. Cc
1 1 i
donde:
A = conductividad equivalente
Z = carga del ién
C =

oy

concentracién molar de los  iones presentes en
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disolucisén.

Basta con que la concentracién del ién erlectrolizado sea
despreciable con respecto a los demés iones que ne
participan en la electrolisis ( Cj sea despreciable frente a
z Ci).En la practica esto se logra afadiendo un electrolito
indiferente que recibe el nombre de electrolito soporte.

En consecuencia la adicidén de un electrolito indiferente
da como resultado que casi la totalidad de la corriente de
electrolisis se debe al transporte por difusién de los
iones.Cuando la velocidad de difusién es menor que la
velocidad propia de la reaccién electrogquimica,la sustancia
se consume a medida gue llega al electrodo y 1a intensidad
de la corriente de electrolisis corresponde a 1la velocidad
de llegada.En condiciones determinadas , la velocidad de
difusién alcanza su valor méximn,al cual corresponde

. . .
una intensidad maxima llamada corriente limite de difusion.

C) Leyes de difusién estacionaria.

En el curso de una electrolisis las concentraciones de las

sustancias que participan varian en funcién de 1a distancia
al electrodo,desde la superficie hasta el fin de la capa de

ditusién.En régimen estacionario esta variacién es

independiente del tiempo.En estas condiciones la intensidad

de la corriente observada corresponde al flujo de sustancias

electrolizadas que llegan hacia el electrodo.Si se designa

por p este flujo,expresado en moles por segundo por cm2

la ley de Faraday puede escribirse:

i = +nF Ap (5
donde 3
i = intensidad de corriente en ampers
n = nimero de electrones que interfieren por i6n o

147



molécula gramo de sustancia electrolizada.

A = area del electrodo en cm2

F = Faraday ( 26487 coulombs mol—i)
Las leyes de Fick rigen los procesos de difusién.
Seglin la primera ley,el flujo de difusién de un solutc es
proporcional a su gradiente de concentracién a la superficie
del electrodo.
Llamando x a la abscisa a partir del electrodo,la ley de Fick

se define por:

o = b d C { 6)
. d % ®=0
donde D es el coeficiente de d1FuS:6n expresado en cm2/5 :
€C = concentracién en le/cm V
o sea : b
i=+nFAD de = +nd(C-C . )
%=0"
dx x =20Q 2 :
donde
d = FAD
[
b4
dC - C - € »n=0
dx %=0 s
donde:
4 = espesor de la capa de difusién
d = constante de difusion
C = concentracitn de especies electroactivas en 1la
disolucién ( mol / cm3 )
C__. = concentracidn de especies electroactivas a 1la

n=0
3
superficvie del electrodo ( mol / cm ).

Cuando se utiliza un electrodo esférico en expansién,en una
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disolucién sin agitacién,el coeFiciehtgﬁde,_propor;iqnalidad

se expresa por la ecuacién de Ilkovic':

d =708 /3 t/6 pl/2 (70
donde : i R
m = flujo de mercurio en m§ [fsfr
t = tiempo de goteo -
por lo tanto BT R s
1=+ 708 n D' oS ilE (c-c ) @
€, = Cgx i/nd

el signo + corresponde al caso de una’ sustancia.. consumida
durante la reaccién de reduccidén ( i< O ) o producida
durante una reacién de oxidacién (i > ¢ ), el signo -
corresponde al caso de una sustancia consumida durante una
reaccién de oxidacidén o producida durante una reaccién de

reduccitn.

Cuando c =0 >0 i= i,
y se tiene:
i, =+ 708 n D7 oF Ve ¢ ¢ 9
si se emplean corrientes medias en lugar de corrientes

mAximas el coeficiente pumérico 708 se reemplaza por 607.
Estas ecuaciones indican una dependencia lineal de id
con la concentracién y desde el punte de vista analftico
este es uno de los resultados mas importantes.

Las ecuaciones también indican una dependencia lineal de id
sobre n, D y las caracter{sticas del capilar m vy t.

lLa dependencia lineal entre la corriente y la concentracién
y entre la intensidad de corriente y la rafz cuadrada de
la altura de la columna de Hg ( h ) son criterios gque
comunmente se utilizan en trabajos analfticos para

determinar =i la corriente estd determinada por difusién ya

149



que : ) -
t a 1/ h Yy ‘m o h

= =4
id a m 2/3 y t1/6 o hll‘
En consecuencia,si la corriente limite est4d controlada por
difusién , una grafica de i 4 Ve hll2 debe ser lineal

pasando por el origen.

D ) Ecuaciones de las curvas intensidad-potencial.

FPara un proceso de electrodo reversible la forma de la curva
i-E a cualquier potencial se puede derivar por combinacién
de las ecuaciones de Nernst e Ilkovic.

Si solo A se reduce electroqu&micamente a B de manera

reversible :

A+ ne < ~ B (10 )
entonces . = .
E = g, + -2 1p --Rx30 1D
_ ’ nF
ya que N
o i
A *=0 = A1s'+ n.d
v i
Bx=0= T "nd E ¢ B s o)
sustituyendo en (11) y rearreglando :
i,,— i d
E=g, +F— 1, S8 + =B g, —E g
nF i ’ nF dA
como generalmente dB = dA la ecuacién 12 puede
escribirse de la siguiente manera:
E = Eo + R T in —Ag—i (13)
nF i
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cuando i= i, /2 E E = E 1/2
de tal manera que E 1/2 = E o

R T i, - i
1n -
n F i

E= E /2 + f,F;4)

que es la ecuacidén para una eonda de reduccién.

A partir de la ecuacidén 14 se observa que una gridfica ' de

id - i '

E= f{( lpg ——r—— 1}
i

debe ser una linea recta con pendiente 2.3 R T/ nF
Cuando i= id/ 2 . log id -i /i = 0 y E=E /2
por lo gque una grafica de ese tipo se usa frecuentemente
para evaluar la reversibilidad de un proceso o para calcular
£ 1/2 on

Ecuacién para una onda de oxidacidén o sea un reductor solo:
RT : i :
E = E 1/2+ 1n - ) (13
n F iy~ i
: dr

oxidante '~y un - reductor

Ecuacién para la '‘mezcla. de.. un-

conjugados:
: G i =
. A g FEE i ox
E = E 172 -+ ——————e T ] ] e (14)
n'F i - i
; : dr

E ) Cinética de las reacciones al electrodo.— (29)

lLa velocidad de reaccién es una funcidén determinada por el
potencial.Para una determinada reaccién al electrodo ,la
corriente no fluye en determinados potenciales y en otros

solamente en determinado grado.



Experimentalmente

velocidades de reaccién-en fase- disolucién

temperatura en una forma constante:.Casi
lineal con 1/ 7.

Arhenius propuso la siguiente expresidn::

- €& -/ R.T
- A .
donde k A e
EA = energia de activacisén.
A = factor de frecuencia

Se han construl do muchas teorfas con 21 objeto de conocer
los factores que controlan la velocidad de reacci6n.lna de
estas teorias es la teoria del Complejio Activado. Easta
teorf{a supone que las reacciones proceden a través de un

complejo activado como se muestra en la figura (&)

Complejo activado

reaccionan

Figura &
Cambios de 1la Energia libkre durante la reaccion.
El cambioc de la energia libre va de la energia de los
reaccionantes a la energfa libre del complejo y es A GF
mientras que la energia del complejo es mayor gQue la del

producto por A Gb.La expresién matemiatica para calcular el



valor de k es:

LT | ~AG ./ RT.

en donde K es el coeficiente de transmisiSn v puede  ‘tener

ko= K Totiaey
un valor de 0 a 1t , =2 v h son  las cphstéhfes de
EBoltzman y Plank. Este ecuacisén nos dice qUekén, un sistema
en eqguilibrio la constante de proporcionalidad esta
determinada por la temperatura y no depende . de. la

concentracién de reaccionantes o productos.

Reacciones al electrodo, -

En una reaccitn al electrodo, el‘;ieduiiibrio esta

caracterizado por la ecuacién de Nernét

E = E a -+ _5~I_%g;:;j
o Fl,'“
en donde CD Yy DR
Eo el potencial normal.
La expresién gue relaciona la velocida

electrodo y la corriente es :

v = . g B
nF A
Supongamos la reaccidén : SR
o + ne = R R £3 B
L ; ;

se puede desplazar hacia la derecha o hacia la idizquierda.

~La velocidad de izguierda a derecha Ve es proporcicnal a la
concentracién de 0 en la superficie.Si expresamos 1a
concentracidén a una distancia » de la superficie y al tiempo
t como CD (.t ) entonces la concentracién en la superficie

es C o ( o,t ).La constante de proporcionalidad serd kF

[
]
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corriente catédica  i_

En la misma forma

a -

v (23)

5 = Ky Cr nFA

en donde ia es el componente anddico dekla,corriente total.

C. {ot) =

Entonces la velocidad de reaccidn neta es @

= —_ = - ) )= i
Voet., = Ve Y b kF CG (o . £t Lb CR { o, £t oEA
i =i ~3i_ = < - k_C ) 24)
i i~ iy nFA ( ‘F CD ( o, £ Pb [ & { o, Y Y {24
La wvelocidad de reaccidn en sistemas heterugéneos se

refiere a unidad de area interfacial Y por lo tanto se mide
en moles -549(;“1 cmnz. En una reaccién redox heterngénea la
cinética estd fuertemente influenciada por la diferencia de
potencial interfacial.En reacciones al electrodo, la
diferencia de potencial puede ser controlada y podemos decir
la forma en que kF Y kb dependen de la diferencia de
potencial segun las siguientes expresiones:

[=} -a nf ( E - E ) (25}
. e o .

_ <] + (1~} nf(E-E ) (28&)
k = k e So s

F o= S

RT -

ko= constante estandar de proporcionalidad é§'é1,f§éldff”

de .y kb cuando E = E a
"o = coeficiente de transferencia ) ;
El valaor ko es simplemente un parametro gue nos =

facilidad cinédtica del par redox.



Sustituyendo los valorés {déka3y;k

‘potencial

i=n F A k. C
- To~o

Aunque la corriente’i netacal eguilibrio “es O,  existe “Gna: -
corriente faradaica . -.que ‘se 'denomina  corriente: - 'de
intercambioc electrénico —io cuya magnitud es

i =nFAaKD &% nf ( Eq - Eo) {28)
o o 0

io representa la corriente anddica o de reduccién cuando la
corriente global es igual a O . 81 iees muy grande
significa que A se transforma en E muy rapido.

F.- Corriente l{mite controlada por adsorcién (2&)

El electrodo de Hg es capaz de adsorber de una disolucién
determinados componentes o los productos de su
despolarizacidn.lLa adsorcién es causada por fuerzas en la
superficie del electvrodo. Generalmente =0lo se forma una capa
monomolecular.Las particulas de material disuelito pueden
quedar adheridas al electrodo en su superficie por fuerzas
f{sicas , quimicas o electricas.Las fuerzas Ffsicas que
ocasionan adsorcién son fuerzas capilares.8i el material
disuelto tiene afinidad especf{fica por 1la superficie del
electrodo serdn fuerzas quimicas las que lo unan a 1la
superficie.Si son iones adsorbidos en la superficie cargada
estan unidos por cargas electrostiticas.la adsorcién esta
caracterizada como cualguier reaccién por su calor de
adsorcién.la cantidad adsorbida a determinada temperatura
depende de la concentracién de 1la solucién y disminuye
cuando aumenta la temperatura.

£n el electrodo,la adsorcién modifica no solamente la
corriente capacitiva sino tambien la corriente faradaica.
Hay dos tipos de influencia en la corriente polarogriafica

ocacionados por adsorcion :
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1): Una de las formas del sistema, la pxidada o la reddcida;
-se. adsorbe.En este caso se forma en 1a  curva polarografica
VFUn escalén  de adsokcién 1lamado onda de adsorcién.la
materia adsorbida puede ser el despolarizador o ‘los
productos de su transformacién.

2 ) La materia adsorbida no es el despolarizador , pero
puede influlr (desplazar o deformar )} en la onda del
despolarizador.

La corriente polarografica puede ser influenciada por 1la
adsorcién de material electroactivo en los siguientes casos:
a) Adsorcién del despolarizador.-—.Consideremos el caso de una
reduccidén reversible en el que la forma oxidada reaccionante
se adsorbe en el electrodo y la forma reducida no es activa

(para adsorberse JEn este caso la reduccién de la molécula
adsorbida necesita una cantidad de energfia mayor que 1la
reduccién de la molécula libre,por lo tante la reduccién de
la moplécula adsorbida tiene lugar a potenciales mis

negativos que la molécula libre. Figura ( 7 )

1e~ Adsorcibn de la forma reducida.
2e= Adsorcibn de la forma oxidadae.

P .
Adsorcion en una reduccion.

Figura 7



Si la corriente de difusién id< ia se obtiene un escalén
en un potencial ma&s negativo al estandar ED y representa la
adsorcién del despolarizador .

8i id > ia se obtienen dos escalones ; uno en el potencial
estandar y uno a potencial mas positivo.

La forma oxidada raras veces es adsorbida.

Si el escalén aparece a potenciales mas positivos que el
potencial estandar se debe a 1la adsorcién de 1la Fforma
reducida del despolarizador.

b ) Adsorcién de los productos de la despolarizacién = si
suponemds que en la solucidén existe la forma oxidada que no
es adsorbible y solamente se puede adsorber el producto de
su transformacién quimica o sea la forma reducida.

Es facil comprender gque la reduccién de las particulas
adsorbidas en el electrodo necesitan menos energfa que la
reduccién de moléculas libres.Por este motive aparece el
escalén que corresponde a la adsorcién de la forma reducida
a potenciales m&s positivos que 1los potenciales de la
reduccién de la molécula libre.

La f6rmula que nos da 1la corriente de adsorcién es 1la

siguiente : {25}

i,= nfFz 0.B5m 273 t1—1/3 ¢ 29 )
donde =z es el ndmero maximo de moles que pueden ser
adsorbidas en la superficie del electrodo
y .85 m2/3 t -1/3 es la superficie de la gota

Esta f6rmula demuestra que 1la intensidad de 1la corriente
de adsorcién es independiente de la concentracién.
De la ecuacién (29 )} deducimos que :
i = k h
a
Si expresamos myo Yy tlen funcién de la altura del

recipiente de mercurio h la altura de 1la onda de
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adsorcién es proporcional a la altura del recipiende - de
mercurio. -
Consideremos el procese en el electrodo :{(Figura 8)

A + ne pgT———>* R {a) (30)

A+ ne gm==> A_+ ne_=——==0CK (b) (31)

A + ne g > B = > Bads () (32)

) \ L
i i
] I
! ! v
i i
1
;
Eq /2 -E E1/2 -E

a c b:

=B

Figura 8
En la ecuacién (b) la adsorcién de A disminuye 1a energia
libre del sistema y la reduccién de A (ads) es mas dificil
gue en ausencia de adsorcidén.Consecuentemente,el valor de
E 1/2 de la onda controlada por adsorcién de la especie
electroactiva es mis negativa que 1la onda normal.Por el
contrario la adsorcién del producto hace mas  facil 1la

reduccién y el valor de E 1/2 para (c) es mas positivo que
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‘para’ E 1/2 de- la onda normal.

_Cansidéfandb la ecuacién (c) a bajas concentraciones de A
habr(a una scla onda,cuya corriente limite serAd controlada
por difusidn, proporcional a la concentracién de A y a h1/2
y gobernada por la ecuacidn de Ilkovic.

Cuéndo la concentracién de A aumenta .se alcanzard un
punto en el cual se formara suficiente B (ads) gque cubra
toda l1a superficie de la gota y el exceso de B se disuelva
en la solucién.Como es mas dificil reducir A a B disuelto
qu A a B (ads),la reduccién del exceso de A producirid una
segunda onda a potencial m&s negativo.La onda original
formada a baja concentracién ya no estd controlada por
difusién sino por adsorcién y su corriente limite sera
independiente de la concentracién de A a 1la misma
concentracién a la que es observada la segunda onda normal.
lla altura total de las dos ondas corresponde a la reduccién
total de A gque alcanza al electrode via difusién y por 1o
tento controlada por difusién y proporcional a A y h1/2.
Ninguna de las dos ondas son controladas por difusién
aisladamente.

{.a dependencia de la corriente con la altura del mercurio y
la independencia de 1la concentracién son dos criterios
importantes para identificar una corriente de adsorcién.

En la figura 9 se ven las caracteristicas de las
diferentes clases de corriente 1limite con respecto a 1a

concentracién vy a la altura del mercurio (25).
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°
iw £ {concentracibr )
a) Corriente 1imite controleda por difusibn y cineticamente,
b) Corriente 1%mite controlada por adsoroifn.
¢) Corriente limite controlada catal{ticamente,

i i

P i ]

- a
1=r(k)

a) corriente 1limite controlada por difusiba.
b) corriente 1limite controlada cineticamente,
c¢) corriente 1imite controlada por adsorcibn, -

1d b io 1.

1/2% pl/2

h
1/2
i=2( b
a) corriente 1fmite controlada por difusiba,
b) corriente 1imite controlada eineticamente.
©0) corriente linite controlada por adsorcibn.

Figura 9
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2.1.3.-Maximo polarogréfico (26)

En las curvas polarogréFicas se pueden observar 'héximos de
distintas formas en las que 1la corriente klimitE sube vy
despues vuelve a descender.

En algunos casps la formacion del maximo depende del
mecanismo en la reaccion al electrodo.En este caso se
denomina maximo de primera clase.

Mas frecuentemente se puede deber el maximo a un aumento

en el transporte del despolarizador hacia el electrodo
ocasionando una corriente en la solucion.Estos maximos que
son reproducibles se llaman maximos de corriente Yy se
denominan maximos de segunda clase.

Z.1.3.1.-Maximo de primera clase.-—

El maximo de primera clase se observa en la parte ascendente
de la curva pclarngréFica,son puntiagudos y se' originan por
usar electrolitos diluidos.En disoluciones diluidas de
electrolito, la gota de Hg antes de llegar al .potencial de
punto nulo es un poco mayor y eso origina el maximo.Se
originan por corriente de -diFusién en displuciones de
electrolitc mas diluidas de 1 M cuando la relacion de
concentraciones del despeolarizador y electrolito es de 1:1
a 1:100.5e pueden eliminar con materiales tenscactivos,

por ejemplo: gelatina.

2.1.3.2.—Maximo de segunda clase.—

El maximo de segunda clase se encuentra en discluciones
concentradas y se observa cuando la velocidad de fluido

del Hg es alta .Se forman en la corriente 1§mite,50n
redondos y no vuelven a descender hasta la corriente limite.
Los maximos de segunda clase aparecen en corrientes de

. .o .o
difusion tanto anodicas como catodicas cuando la
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concentracion del electrolito soporte es mayor de 0.1 M.

Se distingue del maximo de primera clase en que la curva

no desciende hasta la corriente limite como en el maximo de
primera clase.

FPara el méximu de segunda clase la velocidad de flujo del
mercurio a partir del capilar es determinante.Se forman
cuando la velocidad es mayor de Z cm / seq.Si aumenta

la velocidad de fluido del mercurio, aumenta la fuerza de la
corriente del maximo linealmente.Disminuyendo la
velocidad de fluido bajando el recipiente del Hg se puede
eliminar un maximo de segunda clase.A una velocidad de
fluido y de tiempo de goteo constante,la intensidad de la
corriente del maximo de segunda clase es proporcional a
la concentracion del despolarizador.

2.1.3.3.-0Otras clases de maximos .-

En polarografﬁa podemos encontrar diferentes formas de
curvas que a primera vista las podriamos catalogar como
maximo de primera o de sequnda clase.Sin embargo haciendo
una investigacién mas profunda encontramos que tienen otro
origen.Frecuentemente son maximos cataliticos.Algunas veces
se ve la formacion de burbujas de Hz.

Estos maximos no pueden ser eliminados por la presencia de
tensoactivos y la altura del bulbo de Hg no tiene ning&n
efecto en ellos.

La causa de este maximo se debe buscar en el mecanismo  del
proceso en el electrodo. .
Corriente catalitica de hidrégenn.

La alta sobretension que se observa en 21 electrodo de
mercurio por la separacién de hidrégeno,es disminuida. por
la presencia de ciertas sustancias gque aceleran esta

separacion.La accion catalitica se manifiesta en un
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desplazamiento del potencial de reduccion de los iones HY
hacia potenciales mas positivos,que por regla general
occasionan la formacion de una onda catalitica de hidrégenu.
La fuerza de la corriente limite catalitica de hidrégeno
aumenta con la concentracion del catalizador hasta cierto
limite en forma no linear v depende de la concentracion de
H+.La corriente catalitica es mayor que la corriente de
difusion del catalizador s pero no es mayor que la corriente
de difusion del donador de protones. Cuando se originan
corrientes cataliticas de H2 en muchos casos se puede
observar con el microscopio la formacion de burbujas de H2
en la cercania del electrodo.

f.as sustancias que disminuyen la sobretensién del H2 se
pueden clasificar en dos grupos:

a)Despnlarizadores gque después de su reaccion forman

centros activaes en la superficie del electrodo.

b) Ciertos materiales gue tienen en su constitucion grupos
donadores de protones y son adsorbidos en el electrodo.

Al primer grupo pertenecen las sales de platino.

{as sales de platinc en solucion clorhidrica originan

una onda catalitica en un potencial aproximadamente

a 280 mv del potencial normal de feduccién del WL

La altura de la onda aumenta con la concentracion de la sal
y en presencia de una cantidad fija de sal la corriente
aumenta con la concentracion del acide hasta un limite.

El efecto catalitico actua sobre el metal solo.que es
reducido a potenciales mas positivos que el mercurio del
electrodo.

Al segundo grupo de catalizadores pertecen diferentes
sustancias nrgénicas gue en pequeha cuncentracién desvian el

R |- . + . -
potencial de reduccion de los iones H a potenciales mas
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positivos y se origina una onda catalitica de H2.
El efecto catalitico de esta clase se origina por la
presencia de proteinas,algunos alcaloides asi como piridina

y sus derivados y quinina.

2.1.3.4.~-Propiedades de la corriente catalitica.—

La corriente limite de la reduccion catalitica de H' povr
regla general es independiente del potencial,pero en la
mayoria de los casos forma maximos.la corriente puede ser
independiente de la altura del bulbo del mercurio o aumentar
si se baja la columna de mercurio.S5i se aumenta la
concentracién del catalizador,la altura de la onda
catalitica llega a un 1imite.

Los grupos cataliticos activos son los grupos gue tienen

N que puede fijar un prntén en el par de electrones y formar
NHY.

El mecanismo de 1la reduccion catalitica de HY ha sido
explicado por varias teorias emitidas por diferentes
autores.Una de estas teorias es la teoria de Heyrovsky.
Heyrovsky supone que los catalizadores son sustancias
adeorbibles del tipo BH.con un H+ Iébil,que facilita 1la

. .
vreaccion de molarizacion

H™ + H > Hy"
Segﬁn esta teoria las reacciones que se llevan a cabo son :
+ .
H + e ——> H
+ - +
>
EH ad : H k Bad + H2
Eag +H ——— EH
H + e > H

2
El atomo de H separado reacciona mas facilmente con el H

labil del catalizador que con los iones hidronio , y esta
reaccion disminuye la sobretension necesaria para la

reaccion.
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. : o e : i
E1 ~'anion ‘B adsorbido reacciona rapidamente .con el dion .

+ .
hidronio o con otro donador de H de la splucion reguladora

vtyvregehera el catalizador.El catalizador sirve unicamente

‘como portador de protones y no reacciona directamente con
los electrones.En disoluciones no amortiguadas el catalizador
puede ser regenerado por reaccion con el agua.

En las ondas cataliticas irreversibles la corriente si
depende del potencial y muestra un méximo.Majranowsky
explica 1la formacion de este maximo con el mismo esquema

de reacciones.lLa reaccion quimica tiene lugar en 1la
superficie del electrodo,que tiene adsorbido al catalizador.
La corriente se puede deber por una parte a la reaccion en
las cercania del electrodo vy por otra parte a la reaccion
en la superficie del electrodo.la parte de la corriente que
es determinada por la reaccion en la superficie aumenta al
aumentar la adsorcion de la parte no activa del catalizador.
La adsorcién total del catalizador depende de la adsorcion
de su forma basica vy su forma acida que se encuentran en
equilibrio.La actividad de 1la forma basica es en soluciones
neutras vy acidas mayor gue la de la forma acida.

£n la superficie cargada negativamente la adsorcion de 1la
forma acida del catalizador (cation) cambia muy poco con el
potencial,.en comparacién con la forma basica.Por este motivo
el cambio de potencial de adsorcion del catalizador estara
determinado por el cambio de adsorcion de la forma basica.
La cantidad adsorbida también depende de 1a relacién de las
dos formas,es decir del pH de la solucion.

En el caso de adsorcion de un catalizador el masimo se puede

representar por:

RT .0 .0 .0
E = E1/2 = In i //1 1~ 1

esta ecuacion eXpresa la dependencia de 1la corriente del
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potencial,que se puede medir , cuando no sucede liberacion

de catalizador.
El cambio de corriente que depende del potencial por 1la

disminucion de catalizador adsorbido se representa por la

.
siguiente expresion:

2
i -a E7
- - = e
io
en la gue
a =C v —-C sat / ZRT Tm .
C v = capacidad especiFica de 1la doble capa sin
tensoactivos. ‘ ;
Csat = su valor estando totalmente recubierta
T m = cantidad méxima adsorbida
E* = potencial de maxima adsorcion
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2.1.4.-Procesos de electrodo y su naturaleza. (29)

Un polarograma es el resultado de un proceso de electrodo

que ocurre cuando un potencial se aplica a una celda.la

curva resultante ( por ejemplo i-E ) generalmente,.es
suceptible de describirse desde un puntao de vista
cinédtico.La aplicacién de un potencial necesariamente

perturba al sistema en estudic porque el sistema cambia en
respuesta a una variacion de energia libre del estado A
al estado B via una oxidacién o una reduccién,
5i las constantes de velocidad asociadas con &1 proceso
electrédico son suficientemente elevadas , © bien la
perturbacidén se aplica de manera muy lenta,el sistema puede
mantener su estado de equilibrio dentro de los limites del
error experimental del método de medida utilizado para
estudiar al sistema .

Un proceso es termpdindmicamente reversible cuando un

rambio infinitesimal en 1a direccién de la fuerza motriz
da lugar a que la direccion del proceso se
invierta.Todos los procesos y reacciones a un electrodo
ocurren a una velocidad finita,por lo tanto, no proceden con
una "riguroasa” reversibilidad termodinamica
FPor tanto cuande un proceso de plectrodo que obedece la ley

de Nernst se define como reversible, en realidad se esta
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thacieﬁdo uso de una definicién practica de reyersibilidad.De
hecho, las descripciones m&s duUtiles de un procesoc de
eléctrodo son aguellas formuladas en términos de ecuaciones
cinéticas.Es por ello que algunos autores prefieren definir
a los sistemas electroquimicos usando parametros cinéticos
como sistemas rapidos o lentos.

A) Reversibilidad electroguimica v quimica.

De la manera mas general,un proceso electrédico consiste de:
a) una etapa de transferencia de carga 4 cinégtica
heterogénea )

b) las reacciones quimicas acopladas a esa etapa de
transferencia de carga ( cinética bomogénea ) vy

c) difusién

Adicionalmente,es frecuente la consideracidn de reacciones
de superficie tal como la adsorcion.Por tanto la discusién
de reversibilidad debe hacerse tanto en términos de la(s)
etapa{s) de transferencia de carga como de la(s) etapa(s)
quimica(s).

Reversibilidad electroguimica.

Considerese un proceso de electrodeo tal que :
%+ LTog=s 33
o ne ) Red {(33)
en el cual solo ocurre un procesc de transferencia de carga

Por definicidén seste proceso de electrodo es
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electrogqui micamente reversible si el trayecto que conecta a
los dos estados es termodinamicamente reversible vy 1la
velocidad de transferencia del electrén en ambas direcciones
es suficientemente rapida para que en todos los puntos a lo
largo del trayecto,el sistema esté en equilibrio ,es decir ,
k1l = k2,donde ki y k2 son constantes de velocidad
heterogéneas{ cm «_=,eg"1 ) que describen las velocidades de
las reacciones directa e inversa,respectivamente.Si ki % K2
la cinética del proceso de transferencia al electrodo da
lugar a que los caminos de reduccién y oxidacién np sean
equivalentes, Yy que deban ser definidos mediante
consideraciones cinéticas.lLa velocidad de un proceso de
electrodo puede ser descrita mediante la ecuacién cingtica
propuesta por Butler (31) y en términos de modelos basados
en curvas de energia de potencial,teorfa del estado de
transicién o teorfa de la velocidad absoluta.
(ver 2.1.1,pagina 55 )

Reversibilidad gquimica

El concepto de reversibilidad quimica surge cuando
una reaccién quimica bomogénea antecede o se presenta
después de la etapa de transferencia de carga ,{por
ejemplo,cuando el producto de 1la etapa de tranferencia

electrénica reacciona con el disolvente o cuando se forma
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una especie electroactiva a partir de una no

electroactival.

.
B.—Clasificacion de_las reacciones.

Fara el caso de sistemas totalmente reversibles,aguellos en
los cuales todos los equilibrios{transferencia de electrén
y quimicos) se establecen instanténeamente,las valores de

E 1/2( ver 2.1.1 ,pagina {42 )son précticamente iguales a

los potenciales normales de oxido-reduccién globales
determinados pntenciométricamente.En consecuencia los
potenciales de media onda,en polarografia de c.d. Yy en

algunas otras técnicas polarogrdficas modernas ,son  funcién
de las constantes de equilibrio de las posibles
reacciones quimicas asociadas y los Eo de la etapa de
transferencia de carga.Sin embargo, cuando la etapa de
transferencia de cargas,la reaccién quimica o ambas se
consideran como no reversibles,el dominio en el tiempo de
cada técnica polarografica se vuelve importante.

lLa posibilidad de que se presenten diversos patrones de
reacciones posibles conduce a una clasificacién de
estas.A una etapa de transferencia de electrones se le
representa por E,y & una etapa quimica por 0O.Las especies
simbolizadas por A o E se asumen electroactivas y las
simbolizadas por Y o Z como no electroactivas.Los procesos

s2 asumen como de reduccidn aungue los mismos razonamientos
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se aplican al caso de oxidaciones.

Reaccién_ GE

Significa que wuna reaccién quimica pre:edéf una

reaccién electroquimica , o sea :

ki >
Y < T A ()
2
A + ne &=———=B (E)
la especie electroactiva A se .genera por' uh; ,Péattiéﬁ"

kquImica .

En-la superficie del electrodo,splo se vreduce A (Esto
perturba el equilibrio en la superficie del electrodo y se
forma mas de A.la cantidad de A reducida v, poyr tapto,la
corriente que Ffluye por la celda son funciones de 1la
constante de velocidad gquimica kl.En polarografia de "cd" se
dice que la magnitud de la corriente limite de difusisn esta
controlada cineticamente.

Debido al baio wvalor de 1las corrientes cinéticas en
relacién a las corrientes limites debidas a 1a difusidn,la
sensibilidad de este tipo de proceso electrdédico ez baja.
De ahf,su limitada utilidad analftica.Ademas, debido a que
la corriente cinética estad controlada por la velocidad de un
paso gquimico,es extremadamente sensible a los cambios en

las condiciones del medio.
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Reaccién EQ

Es del tipo :

A+ ne <
k1 G
B (= Y . ; ; L AB7)

K BN IS

ke 2 ’

Es un tipo de mecanismo muy comin en electroqufmiga’ en - el
cual la especie productn de la reaccién electrogquimica
reacciona para producir una especie no electroactiva.las
reacciones quimicas mis frecuentes s0n de
protonacisén,dimerizacién o de solvblisis,

En polarografia de c.d.,la presencia de reacciones guimicas
posteriores a la reaccitn electroguimica no tiene ningdn
efecto en la corriente limitezésta sigue siendo de difusidn
con el valor esperado para la etapa de A + ne {~———> R
Sin embarge ,la posicién de la onda es funcidén de 1la
constante de velocidad k1 .Es por ello que en ésta y otras
técnicas analfiticas( tales como peolarograffia de c.a. vy
voltamperomettria de barrido lineal) es importante controlar
el factor tiempo del experimento.As! por ejemplo,si se
trabaja con tiempos de cafida de gotas cortos (.la reaccisn
quimica subsecuente a la reaccién electroquimica puede
llegar a eliminarse parcial o completamentezsi se trabaja
con tiempos de caida de gotas largos se puede dar tiempo a

nue el equilibrio se establezca observandose una
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reversibilidad quimica completa.
Dentro de la clasificacién de reacciones de  tipe EB se
incluyen tambien los llamados mecanismos regenerativos
tales como de dismutacién,catalfiticos,etc.En este tipo de
procesos electrédicos la especie de partida se regenera
mediante una reaccisn guimica posterior a la etapa de
transferencia de carga inicial (c)Por tanto,la especie
electroactiva se reduce mis de una vez y la corriente limite
es mayor que el valor de la corriente debida (nicamente a la
difusién.El incremento en el valor de la corrviente limite es
funcién de la constante de velocidad de la etapa <
Ejemplo de mecanismo de dismutacioén
U WD o+ e IRy (E)  (38)

2 WV '-:Ikm>U (VI ) + U (IV) () (39
En este caso,dependiendo del valor de k se puede observar:
(a) una onda de altura correspondiente a la transferencia de
un electrén ( si 1la etapa C * es muy lenta )
b) una onda de altura correspondiente a la transferencia de
2 electrones (si la etapa C * es muy rapida) o
c) una onda de altura intermedia respecto a las anteriores.
Ejemplo de mecanismo catalftico:

TR (E) (40)

A+ ne <

B+ Z — A ¢ C?) (41)



En égtéréééoiie&%”;}éﬁﬁcﬁbffﬁl:dé la "'reaccién electrédica
reéééﬁoha  ﬁnn ’UﬁaVIQUSfaﬁcia Z no electroactiva péra
regenerar A.S5i la’etaﬁa C* es rapida se pueden observar
incrementos importantes de la corriente limite adn para
valores de concentracién de A muy bajos.

Otros tipos de patrones.

Muchos otros patrones de reacciones son posibles.Ademds  se
pueden presentar variaciones en los patrones arriba
descritos dependiendo de la reversibilidad e

irreversibilidad de 1las reacciones de transferencia de
electrones vy quimica(s).As{ por ejemplo,para el caso ED =e
pueden presentar cuatro subcasos gque implican reacciones
reversibles(k) o irreversibles (I): RRyRI1,IR, & II.

{C) Adsorcién,formacién de pelicula y otros fenémenos de

superficie.

Dado gue el proceso electrédico ocurre en la interfase
electrode solucidn,para una descripcién completa de dicho
proceso,es necesario también considerar las presencia de
fenémenos de superficie tales como adsorcién o formacién de
peliculas{principalmente de productos insolubles)los
fendmenos de adsorcién [=} formacioén de peliculas
pueden influir sobre la corriente faradaica de diversas

formas:
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{(a) 8i la especie electroactiva o el producto de la reaccidn
electrédica se adsorbe, se observa una onda

separada.Ademis,se pueden observar otras irregularidades en
la zona de la corriente 1lfimite tales comoc m&ximos o

ni nimos.

(b)3i algtn otro componente de la disolucién se adsorbe es
posible observar un desplazamiento,deformacidén o rompimiento
de la onda.

Considerando el proceso electrédico

s

A+ ne < E (42)
se pueden presentar dos situaciones:
A < ” Atads) + ne < B (43)
o A + ne < "B < K (ads) (44)
Cuando es la forma oxidada {(reduccién reversible) la que

se adsorbe,se obtiene la siguiente ecuacién basada en 1la
izsoterma de Langmuir en el momento en el cual 1la gota se

encuentra totalmentte recubierta. ( 32}

2/3 - 1/3
m

i = nFz 2/3 0.83 t (45)

a
de donde
i =cte x h (46)
a
Por tanto , dos criterios importantes para establecer si
una corriente es de adsorcidén,son la dependencia sencilla de

la altura de la columna de mercurio y la independencia con

respetoc a la concentracién.



La figura 9 Y esume 1a54taréﬁtérfsti;aér de"lds
diferentes tipos de " corriente iimiteh con respecto. a la-
dependencia con la altura de la columna de. mercurio vy 1la

concentracién.

2.1.5.-Caracteristicas analfiticas del métoda.-
A) Selectividad :

fPara poder determinar la concentracién de una sustancia en
una mezcla,es rnecesario gque su meseta de difusidén esté bhien
definida.Se puede estimar que los E 1/2 de 1las demas
sustancias electroactivas presentes deben diferir por lo
menos 250 / n oV de el E 1/2 de la sustancia gue se desea
determinar (cuando el valor de las concentraciones es del
mismo orden de magnitud).Cuando esta condicidén no se
verifica es posible recurrir a medios quimicos ( accién
del pH, formacidén de complejos para aumentar la
selectividad.
E.— Sensibilidad.
La sensibilidad del método no estd limitada por el aparato
de medida.Se dispone de miliamper{metros que permiten medir
con buena precisién corrientes débiles.lL.a limitacidén de la
sensibilidad se debe por tanto a
a) Variacién periédica de 1la corriente debida al
crecimiento vy a 1la cafda de 1las gotas.Un circuito de
amortiguacién puede disminuir este efecto.
b) La existencia de corriente residual gue se debe a :
o YFenémenos electroquimicos.

-Fresencia de impurezas electroactivas que puedan
eliminarse por burbujec de gas inerte y por purificacién de

electrolitos, etc.
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~Presencia de impureras no electroactivas con aparicidén  de
maximos ( las curvas de intensidad—potencial obtenidas con
electrodos de gotas de mercurio presentan frecuentemente
notables anomalfas designadas con el nombre de “"maximos
polarogr&ficos"; que generalmente se suprimen por adicién de
cantidades pequefias de sustancias que sean adsorbidas en la
superficie dél electrodo).S5u adsorcién sobre el electrodo
influye sobre tﬁdo en la reproducibilidad.
3) Fenémenos Fisicos.
Dos tipos de procesos diferentes ocurren en los electrodos.
uno incluye aquellos procesos en los cuales existe uwuna
transferencia de electrones a través de 1la interfase
electrodo-solucién,es decir, ocurre una oxidacién o una
reduccioén,y dado gue obedecen la-ley de Faraday se denominan
procesos Faradéicos {fenotmenos electrogquimicos Y.La magnitud
de la corriente Faradéica depende entre otros factores de @
el mecanismo al electrodo c© proceso de +transferencia de
masa.la técnica empleada,si  la velocidad de electrolisis
esta controlada por difusién,la transferencia de
electrones,la cinética quimica, fenémenos de adsorcidn, etc.
Otro tipo son los procesos donde no hay transferencia de
electrones{procesos no faradaicos ) Yy por 1o tanto no
dependen de la presencia de sustancias electroactivas en
solucidén.En consecuencia la corriente total que fluye por la
celda puede considerarse como la suma de estas dos
contribuciones y puede ser expresada por:

iT= ) iF + inD F (47

L.a componente no faradaica generalmente mas importante es la
debida a la corriente de carga que se origina como
consecuencia de la carga y descarga del condensador que se

forma en la superficie de la gota (corriente capacitiva).
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La  corriente capacitiva depende principalmente. de  la
naturaleza del electrodo,de la composicién deyla disolucién
y del potencial del electrodo.
Fara un electrodo de & 'wrea A,que crece con el tiempo t,la
carga q requerida para llevar la doble capa a un potencial
E estid dada por (48) :

q = C%(E) ALE - Em) (48)
donde CrF(E) es la capacidad de la doble capa por unidad de
area y Em es &1 potencial de carga nula (g=Q).
Durante la vida de la gota de mercurio la variacién del
potencial en polarografia clasica es tan peguefia qgue se
puede considerar constante .Dado que i= dg/dt ; el valor de
la corriente de carga al tiempo t es

=g, 80 e
ig = CL e7ap— (E-E)) (49)

La corriente capacitiva es importante al inicio de 1a
VFormacién de una nueva gota, es debil vy varia poco al final
de la vida de la gota.FPuede ser creciente o decreciente
segun el valor de E respecto a Em .La wvariacién de 1la
corriente capacitiva en funcidén del tiempo se expresa por la
ecuacion (507

i_=2/3 €0.B5) (E~Ep) CL{;Z/S s _, s
si E se expresa en volts, C'en Fecm ", meng s ,t en s,
iE se pbtiene en ampers.
Conclusiones 3
1) Fara concentraciones peqguefias de especies electrpactivas
la corriente capacitiva es responsable de la limitacidn de
la cantidad mf nima detectable ya que puede llegar a ser
mayor gue la corriente faradaica y enmascarar completamente
2l parametro iF .Por consiguiente las nuevas técnicas
polarograficas bharn surgido para eliminar o reducir al minimo

posible la corriente capacitiva.
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2)La polarografia clasica® se ~utiliza ‘en una gama de
. - 4 , a2 : .
concentraciones de 5 s 10 a’ 2" %10 "M - con desviaciones

tipo de 2 a J %.

2.2.-Polarograffd normal de impulsos.

Durante los dltimos 3JI0 afos ban surgide otras técnicas
polarograficas que presentan ventajas tedrico—-practicas
respecto a la polarografia clasica. Entre estas ventajas
podemos mencionar las siguientes :

a) Determinaciones analfticas mAs rapidas y exactas.

b) Mayor sensibilidad , las técnicas polarograficas modernas
permiten tener una respuesta lineal entre la concentracion.y
corriente de 10Q 8 a4 1072 M. S
c)Permiten obtener una mayor informacién acerca de los
procesos de electrodo y su naturaleza.

éomo la técnica empleada en esta investigacién es ia
polarograffa diferencial de impulsos se hard una resefia de los

principios tedricos que rigen esta técnica.

En polarograFia de corriente directa se aplica un barrido de
potencial variable continuamente a la celda y se mide 1la
corriente resultante.En polarograffa normal de impulsos al
mismo tiempo que se mantiene un potencial inicial durante el
crecimiento de la gota de mercurio, se superpone, en forma
peridédica un potencial,en intervales cortos de tiempo
(impulso).A cada gota que cae(bajo el efecto de un martilleo)
se le aplica un impulso ligeramente mas alto y cuya magnitud
estAd gobernada por la velocidad de barrido.El impulso se
aplica al final de 1a vida de la gota donde se asume que la

corriente capacitiva decae practicamente a Q. Por
consiguiente el polarograma es una grafica de 1la corriente

faradaica producida por- el impulso contra el potencial
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aplicado, Figura 10
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{os impulsos de potencial se llevan de un potencial inicial‘Ei,
donde no fluye corriente Faradéica,a un potencial de impulso 7
Ep.El potencial entre impulsos vegresa siempre a su  valor
inicial.Como el area del electrodo cambia continuamente los )
impulsos se aplican siempre a un tiempo fijo en la vida de la
gota,manteniéndose un Area de electrodo constante.

El potencial imicial es un parametro experimental el cual
usualmente se seletciona en la base de la onda
polarografica.Al principio Ei Y Ep tienen el mismo
valor,posteriormente Ep crece vy ?ventualmente alcanza wun
valor en el cual la rveaccién faradaica de interés ocurre.Una
vez que el potencial de reaccién se alcanza la corriente se
incrementa con el potencial hasta que la reaccién de
electrodo llega é estarA limitada por 11a difusién de 1la
especie electroactiva.Dehbido a ﬁue el impulso del potenc{al

se aplica durante un periodo corto la capa de difusidén no se
extiende en la disolucidn y , por tanto, la polarografia de
impulsos produce corrientes mids grandes que la polarografia
cliasica para concentraciones analfticas eguivalentes.

fFara entender como la polarograffia de impulsos se utiliza para
minimizar la medida de la corriente capacitiva consideremns
un electrodo que se mantiene a un potencial en el cual no
ocutrre reaccidn Faradéica.En este caso, la dnica corriente
gue circula en un electrodo de gota de mercurio se debe al
incrementa de la capacitancia de la doble capa conforme la
gota de mercurio crece.Afl final de 1la vida de 1la gota,
cuando la velocidad de crecimiento es minima, esta corriente
residual es peguefia.

Si se aplica un impulso al electrodo,de tal manera que el
potencial se incrementa repentinamente a un nuevo valor en

.
el cual no ocurre adn reaccién faradaica,la corriente fluye
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para cargar la doble capa al nuevo pbiencial.hsumiehdo el
modelo de un capacitor ideal,la corrienté de carga debida - a
la aplicacién del impulso tiene un valor maximo inmediétamentev
después de la aplicacién del impulso y decae exponencialmente

con el tiempo.
E E—t / RC

i. = = (51>
R = resistencia de la disoclucién.
C= capacidad de la doble capa
Si el potencial del impulso se sitda scbre un punto

correspondiente a la parte gue aumenta de la onda
polarografica,la magnitud de la corriente faradaica depende
de la cinética de transferencia u otros pasos determinantes
de la velocidad del procesc del electrodo.Inicialmente hay
un gran salto de corriente y posteriormente la caorriente
decae en funcién del tiempo de manera similar a un
experimento de electrolisis a potencial contvolado.Debido a
que la corriente faradaica de impulsc decese a mas baja
velocidad que 1a corriente de cargado,las medidas de
corriente cerca del fin de la duraciQn del impulso proveen
una muy substancial discriminacién de la corriente de cargado.
En polarografia normal de impulsos las relaciocpes intensidad
potencial son relativamente simples y similares al caso de
la polarografia cliasica.
5i se escoge un potencial inicial antes del crecimiento de
la onda polarografica,esto es donde la corriente faradaica
puede considerarse précticamente nula,la curva intensidad— -
potencial para el proceso de reduccién reversible

A + ne i—=" E (52>

=

ests dada por la expresion S3

B2 1 .
ot 1 +F
m

donde F = exp ( nF/RT) (E - E 1/72 ) vy

i = - nFCA
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: tm= él intervalo de tiempo entre la aplicacidén y:la
‘corriente medida o tiempo de muestreo .
Como el hotencial del impulso llega a ser mas negativo que
E 1/2 P se apro¥ima a cero ;3 asi{ que la corriente limite
il ests dada por la ecuacién de Cottrell :

i = - n FCo —;1%‘“— (54)

La ecuacién de la curva 1i- E para el caso reversible se
puede representar de forma anéloga a la ecuacién

Heyroveky-Ilkovic para polarografia clasica :

RT id - i
E = E + 2,303 ——————— 1log el (S5
1/2 .
nF i
lLa ecuacién de Ilkovic como la relacién de Cottrell se

aplica tanto a procesos reversibles e irreversibles.Si se
divide 1a ecuacién de Cottrell por 1la ecuacién de Ilkovie

se obtiene :

{ polarograffa de impulsos ) £ 176
= [§=T-)

1/2

id ( polarografia cidasica ) 7/3 tm
donde t es el tiempo de gota gue transcurve para obtener 1a
corriente controlada por difusién en polarograffa clasica y
tm es la duracién del impulso como se definié anteriormente.
Si se sustituyen valores usuales para t vy tm «la relacién

i1 {polarograffa de impulspos ) / id'(polarograFia clasica )

esti4 en el intervalo de 6 a 7.Esta rvelacidén indica el
incremento de sensibilidad que se puede obtener con 1la
polarografia normal de impulsos, sobre 1la polarografia

clasica.

Las graficas de contra 1log -——7—— deben ser rectas

E
con pendientes 2,303 RT/ nF.
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Conclusiones s S b o

.1.") Comparando con la polarograffa. éiasica -13’*
~diferencia es que la corriente Faradaica que resulta
aplicacién del impulso decrece con el t1empo mlentras que enu
polarograffa cliasica se incrementa. Este decremento ‘és elt
resultado de la aplicacién del impulso de potencial al final
de la vida de la gota,donde la velccidad de cambio en. eli
irea del electrodo es pequefia.las propiedades de difusién de”
este electrodo son como las de un electrodo estacionarioc:la
corriente decrece con ti/;"1 en lugar de incrementarse con tI/6
como sucede en polarograffa cldsica.Sin embargo la corriente

capacitiva(ic) decae rapidamente.

Tomando la medida de la corriente hacia el final de 1ia
aplicacidén del impulso se alcanza una minimizacién del efecto
de la corriente capacitiva y ose mide de esta manera
Unicamente la corriente faradaica que es la de interés.

2) E1 limite de deteccién se encuentra alrededor de 19_7M,

vya sea la reaccién reversible o irreversible.Para la
cuantificacién de sustancias organicas da excelentes
resultados.

2.3. Polarograffa diferencial de impulsos.

En learcgraFia diferencial de impulsos se superponen impulsos
de potencial AE de valor constante durante 30 a BO ms al
barrido lento de potencial,variacién del tipo que se
utiliza en polarograffa clidsica.bLa componente "estacionar{a"”
de la corriente total se filtra y se elimina v se registra
unicamente la variacién de 1la intensidad Al entre dos
puntos consecutivos.lLa corriente que fluye (i) se mide a un
tiempo t de la vida de cada gota y a un tiempo tm despues
de la aplicacién del impulso.lLa diferencia entre estas dos

corrientes i~ 1

o es el pardmetro gque se grafica.la

1
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magnitud de la sefial obtenida depende,de manera importante ,
de la amplitud del impulso,asf como del sistema completo.
En polarografia diferencial de impulsos se obtiene una curva

con forma de pico cuando la perturbacién (amplitud del

impulso) es suficientemente pequefia y el maximo de
de E 1/2.

Si la relacién i-E de polarograffa reversible:

pico
encuentra cerca

. ioo— i
E + 2,303 RT 1

log (57)

Bi/n

nF

se diferencfa v se sustituye la ecuacié

i
n de Cottrell para

la corriente limite controlada por difusién se obtiene la
siguiente expresién:

Ai = AC ( —AE) o {58)

RT Eed tm (1 +P)

donde P = exp ( nF/RTY (E~E1/2 + A E /2)

A i es la corriente diferencial de impulso vy

A E es la amplitud del impulso.
Esta ecuacién es vAlida Gnicamente para casos de amplitud

pequefia porgue un método diferencial se

aproxima mediante la

derivada.
Una solucién valida para todos los valores de A E,es :
D PA 02 - F'A
Al = -—nfFCA (59)
2
b1 tm o + PA o+ PA + PA (=4
donde :
nF E + " E
i 2
F = exp - E
] A RT > T 1/2
nF E, -
o = exp —
RT 2
E, - E1 = A E , la amplitud del impulso
E2 = el potencial en el cual la corriente 12 se
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Figura 11, —Componentes de la corriente medida en

polarografia diferencial de pulsos.
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mide, despues de la aplicacion del impulso.
: E1= potencial en el cual 1la corriente
mide,en ausencia del impulso.

s SE‘

Fara la reduccién A E debe ser negativo,pero en la practica,
erroneamente, 21 signo se omite frecuentemente.

Cuando A 1 es maximo PA es igual a (PQ=1),pur 1o tanto 1la -

expresion para el pico o corriente maxima Ai mas viene..
dada por:

Al = - nFCA L= g -1 (60)

mas
24 tm o + 1 .

Si -A E/2 es mas pequefio que RT/nF esta ecuacidén se
simplifica.Fara el caso de amplitud pegueia:

(Ai) = - ( n°F2/ 4RT) AC (-AE) — D / n t

mans m

Cuando — A E /2 1lega a ser muy grande con respecto a

RT/nF,lec — 1 )}/ (o +1 ) se aproxima a la unidad y (Ai)mEm
es simplemente la e)presién de Cottrell.

En la ecuacién S5 es evidente que el mayor de los valores

-A E corresponde al mayor de los valores de Ai)max'ES
obvio que al incrementarse el ancho del pico decrece la
resolucién, lo cual es indeseable.lLa anchura media del pico
se define como el ancho del pico {(mV) al punto donde s
corriente del pico es la mitad de su altura maxima.la
derivada de un polarograma de CD o de la onda diferencial
de impulso de amplitud pequeRa para sistemas reversibles
tiene un ancho medio ( W 1/2) de 3.532 RT / nF,lo que da un

valor de 0.4 /n mV a 25% ¢. Para valores mayores de —-A E,

W 1/2 —_—3 -A E.

Comunmente ge utilizan valores de A E entre 10 y 100
mV,obteniendose as{ valores de (Ai)may convenientemente
grandes y de una resolucién adecuada.De ia ecuacién

anterior,se deduce que el potencial del pico (E pico) esta
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dadb por. s

Lo . : A E.7 - [ ) (61)
Epico' - E1/2 2 :
La ecuacidén 58 muestra gue (Ai)max es una funcién linéal

de la concentracién,lo cual es cierto para el caso de un
sistema reversible.

En polarograffa diferencial de impulsos la comparacién de 1los
valores del ancho medio tedrico Y exparimentasi
provee,probablemente,el mas simple criterio para determinar
la reversibilidad de un proceso.

2.3.1.Caracter{sticas _analiticas del método.

A.~ Belectividad .

Las caracteristicas de selectividad dependen de 1la amplitud
del impulso que se utiliza. Entre més pegquelic sea el impulso
mejor es la resolucidén pero la sensibilidad disminuye.

Cuando se utilizan impulsos de amplitud ge 35 mV, es
suficiente con gue los E 1/2 difieran por lo menos S0 mV
para poder identificar dos picos de la misma altura.Con
impulsos de 7 mY de amplitud la selectividad mejora vy pueden
identificarse ondas que difieren tan solo 30 aV | pera la
sensibilidad dismipuye en un factor de alrededor de 5.

E.- Sensibilidad .-

fLa sensibilidad en polarografia diferencial de impulsos esta
limitada por las mismas corrientes pardsitas existentes en
polarografia normal de impulsosisin embargo,el orden de
magnitud de éstas es menor.De hecho ,todas estas
corrientes son despreciables debido a gue contrariamente
al caso de la pelarogratia normal de impulsos (donde las
impulsos tienen una gran amplitud ), en esta +técnica 1la

amplitud de los impulsos es peqguefia  entre 7 y 33 mV.

ig8a



Conclusiones.

DiLos métodos impulsionales gue se emplean en gquimica
analitica son relativos a los métodos de corriente directa Yy
no se espera gque sean fuertemente dependientes de las
cineticas de electrodo.Esto implica que la polarograffa tenga
una alta sensibilidad para sistemas electroquimicamente
reversibles y define con mucha facilidad picos para
concentraciones tan bajas como S ppb o ain menores.

2) Para los sistemas reversibles el limite de deteccién es
del orden de 10 -8 M vy para los sistemas irreversibles de

5 % 10 "8 n,
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