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4. Introduccién

Los electrodos de pasta de carbono se han usado en voltamperometria como
electrodos de trabajo desde la década de 1950, como alternativa al electrodo de
gota de mercurio empleado por Jaroslav Heyrovsky en polarografia, técnica por la
gue le fue otorgado el premio nobel en 1959. Desde su aparicion, los electrodos de
pasta de carbono han sido ampliamente estudiados desde el punto de vista de su
caracterizacion electroquimica y aplicacion como sensores electroquimicos. Se han
informado en la literatura una gran cantidad de pastas de carbono con diferente
composicion (Svancara y Schachl, 1999), asi como propuestas de modificacion
fisica o quimica (Krdlicka et al., 2002), ademas de su uso para el analisis
electroquimico de sustancias organicas e inorganicas en muestras del ambiente,

farmacéuticas y alimentarias (Yan et al., 2005; Li et al., 2005).

A pesar de la existencia de otros materiales para su empleo como sensores
electroquimicos, tales como el carbono vitreo, oro, cobre o platino, hoy en dia las
pastas de carbono siguen usandose en todo el mundo porque son faciles de
preparar, por su bajo costo y por su versatilidad para ser modificadas fisica y
guimicamente, entre las principales razones (Madhuchandray Swamy, 2019). Estos
puntos son de suma importancia para la investigacion y docencia, ya que implican
gue se pueden construir y usar electrodos para, por ejemplo, la caracterizacion de
sistemas electroquimicos, la ensefianza del analisis de sustancias con técnicas
electroquimicas y el desarrollo de métodos analiticos eficaces, eficientes, sensibles

y selectivos, todo ello empleando materiales de bajo costo y miniaturizados.

Tanto en la docencia como en la investigacion, es importante contar con
instrumentos y métodos de bajo costo para realizar ciencia basica y aplicada, que
permitan alcanzar los objetivos planteados con la optimizacién y el uso minimo de
los recursos a disposicion. Esto es alin mas importante en el area de la quimica
analitica, pues a pesar del vasto conocimiento existente de técnicas y metodologias,

si se tiene que recurrir a un analisis oficial en la normatividad muchas veces se



encuentra con que no cumple con lo mencionado ni con los principios de la quimica

verde.

En este trabajo se plantea el uso de un electrodo de pasta de carbono para el
analisis quimico de acido ascorbico, galato de propilo y piridoxina, que son
sustancias de interés farmacoldgico o nutricional usualmente cuantificadas usando
titualaciones rédox, fluorimetria (AOAC 967.21, 1967; AOAC 985.33, 1990) o
cromatografia de liquidos de alta resolucion (AOAC, 983.15; British Standards
Institution, 2014). El empleo del EPC puede resultar una alternativa sencilla, eficaz
y de bajo costo frente a los métodos de analisis recomendados en la farmacopea.
Los electrodos de pasta de carbono construidos usando grafito y aceite de parafina,
se caracterizaron electroquimicamente usando ferrocianuro de potasio como sonda
electroguimica. Posteriormente, se estudid la respuesta electroquimica de estos
electrodos con tres diferentes analitos de interés farmacéutico o nutracéutico (acido
ascorbico, galato de propilo y piridoxina) mediante voltamperometria ciclica o de
barrido lineal. Los electrodos preparados se usaron para el analisis cuantitativo en
muestras farmacéuticas de acido ascorbico y en la obtencién de una curva de
calibracion para galato de propilo y, finalmente, para el caso de la piridoxina se
compararon los resultados obtenidos por la via electroquimica con los que arrojo un
método cromatografico implementado ad hoc, tomando como base un método
oficial de analisis (FEUM, 2014).

5. Antecedentes
5.1 Técnicas electroquimicas
5.1.1 Voltamperometria

Voltamperometria es un término que se refiere a un conjunto de técnicas
electroguimicas en las que se aplica un potencial variable a un electrodo de trabajo
en una celda electroquimica, mientras se mide la corriente como respuesta
caracteristica (Compton y Banks, 2007). La celda electroquimica, en su

conformacién mas comun en la actualidad, esta constituida por tres electrodos. Uno



de ellos es el electrodo de trabajo, cuyo potencial se hace variar con el tiempo. El
segundo electrodo es el de referencia y su potencial permanece constante durante
todo el experimento. El tercero es un contraelectrodo que permite cerrar el circuito

eléctrico de conduccion de la intensidad de corriente.

En todas las técnicas voltamperométricas se representa la corriente medida en
funcién del potencial aplicado a un electrodo de trabajo especifico, que esta dado
con respecto al potencial de un electrodo de referencia determinado. Esta

representacion recibe el nombre de voltamperograma.

5.1.2 Voltamperometria de barrido lineal

En esta técnica, también conocida como LSV por sus siglas en inglés, se aplica un
potencial al electrodo de trabajo que cambia de manera lineal con respecto al
tiempo. Se seleccionan un potencial de inicio y un potencial final para realizar un
barrido de potencial. El tiempo que tome realizar el barrido desde el potencial de
inicio hasta el potencial final dependera de la velocidad de barrido que se fije. Las
velocidades de barrido que normalmente se emplean contemplan valores de 1 hasta
2000 mV s™. Si el potencial inicial es menor que el potencial final, la perturbacion
corresponde a un “barrido anddico”. Si, por el contrario, el potencial final es menor

gue el potencial inicial, se dice que se aplica un “barrido catédico”.

La representacion grafica de la corriente medida en funcién del potencial aplicado
recibe el nombre de voltamperograma de barrido lineal. En la Figura 1 se muestra

la forma de perturbacion de potencial en voltamperometria de barrido lineal.

Efnal —-

Potencial

Einicial T~

| |
| |
tinicial Tiempo tfinal

Figura 1. Potencial aplicado en funcion del tiempo en voltamperometria de barrido

lineal.



5.1.3 Voltamperometria ciclica

Esta técnica consiste en imponer un barrido de potencial lineal con respecto al
tiempo, de manera similar a la voltamperometria de barrido lineal. Sin embargo, en
este caso la perturbacion de E en funcién del tiempo es de forma triangular y se
puede repetir un numero n de ciclos segun la informacion que se busque obtener

del sistema (Kissinger y Heineman, 1996).

Los valores de potencial donde el barrido cambia de direccion reciben el nombre de
potenciales de inversidn. La corriente resultante a lo largo de la perturbacion es
medida por un potenciostato para obtener una funcion i = f(E), cuya representaciéon
grafica es llamado voltamperograma ciclico. La Figura 2 muestra la sefial de

perturbacién caracteristica E = f(t) en voltamperometria ciclica.

Potencial de
ts inversion ts
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8
3] ts
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T
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! | | ] | |
1 1 I 1 1 T I
tinicial Tiempo tfinal

Figura 2. Potencial aplicado en funcion del tiempo en voltamperometria ciclica. ti-ts

son tiempos de inversion del barrido de potencial de electrodo.

5.1.4 Cronoamperometria (CA)

En esta técnica se aplica una perturbacion de potencial constante en funcion del
tiempo, midiendo la respuesta de corriente en funcion del tiempo. La forma de
perturbacion mas sencilla en cronoamperometria involucra la seleccion de 2
potenciales que se aplican de manera constante durante un intervalo de tiempo

determinado en forma de pulsos (Bard y Faulkner, 2012). El primer pulso se realiza



en un valor de potencial donde no ocurra reaccion electroguimica alguna, durando
normalmente algunos milisegundos. Al terminar este primer pulso, se aplica un
segundo pulso que se mantiene durante un tiempo t, en cuyo valor de potencial
ocurre la reaccion electroquimica de interés. La corriente medida a lo largo de todo
el experimento se representa en funcién del tiempo, y la representacion grafica es
llamada cronoamperograma. La perturbacion cronoamperométrica descrita se
muestra en la Figura 3. Es importante sefialar que el pulso en el que ocurre la
reaccion electroquimica deber ser seleccionado segun la informacién que se
busque, por lo que antes de realizar experimentos cronoamperométricos es comun
realizar experimentos de voltamperometria ciclica para determinar los valores de
potencial ideales para los pulsos de potencial en la CA.

T
Efina ——

Potencial

Einiciat ——

I I I
| 1

|
tinicial t1 tfinal
Tiempo

Figura 3. Potencial aplicado en funcidon del tiempo en cronoamperometria. El
potencial inicial se aplica hasta el tiempo t1, momento en el que se aplica el potencial

final durante el tiempo t hasta el tiempo final.

En un cronoamperograma tipico obtenido en condiciones de control difusional, la

corriente decae como funcién del tiempo de acuerdo con la ecuacion de Cottrell (1).

i = nFADY?C(nt)~1/? (1)
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Donde i (A) es la corriente, n es el numero de electrones intercambiados en la
reaccion al electrodo, F (C mol?) es la constante de Faraday, A (cm?) el area del
electrodo, D (cm? s™2) el coeficiente de difusion, t (s) es el tiempo y C (mol cm=3) la

concentracion de la especie electrolizada en el seno de la disolucién.

Utilizando la ecuacion de Cottrell se puede determinar cualquiera de las variables
de las que depende la corriente, siempre y cuando el parametro a calcular sea la

Unica incognita.

5.2 Electrodos de pasta de carbono, EPC

Este tipo de electrodos se encuentran constituidos por una pasta de carbono
conformada por una mezcla de grafito y un aglutinante. Las caracteristicas de estos
componentes determinaran las propiedades de la pasta. En el caso del grafito, el
tamafio de particula y la pureza quimica. El aglutinante, por su parte, debe poseer
una elevada viscosidad, baja volatilidad, nula solubilidad en medio acuoso y, lo mas
importante, debe ser inerte quimica y electroquimicamente (Svankara et al., 2009).
Entre los aglutinantes mas usados se encuentran los aceites minerales, los
hidrocarburos alifaticos y arométicos, los aceites de silicona y los hidrocarburos
halogenados (Urbaniczky y Lundstrom, 1984; Boujtita et al., 1996). Debido a las
caracteristicas particulares y variables de cada componente de la pasta, la relacién
grafito — aglutinante se elige de forma empirica, segun la experiencia y la literatura,
sin embargo, se considera comun una relacion (1 g : 0.4 — 1 mL) (Svankara et al.,
2012).

Los EPC se pueden clasificar como EPC no modificados y EPC modificados. Los
no modificados son aquellos que so6lo estdn compuestos por grafito y un aglutinante,
mientras que los modificados contienen componentes adicionales que llevan a las
subclasificaciones: quimica, si el componente que modifica la pasta de carbono
tiene interacciones quimicas con los demas componentes de la pasta o con los

analitos; fisica, si el componente adicional cambia las propiedades fisicas de la
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pasta, o biologica, si el componente adicional es una biomolécula, un organelo,

células aisladas o tejido biolégico.

5.2.1 Aplicaciones de los EPC

Los EPC se han empleado como electrodo de trabajo en el andlisis cuantitativo y
cualitativo de sustancias de interés bioldgico desde las décadas de 1960 y 1970
(Karolczak et al., 1976). Por ello, existe una gran variedad de metodologias
reportadas que involucran la determinacion de compuestos organicos e inorganicos
con alguna técnica electroquimica, haciendo uso de EPC modificados o no
modificados, como se muestra en la breve recopilacion hecha por Zima et al. (2009).
En ella, se reporta que se ha determinado bisfenol A, carbohidratos, dopamina,
metformina, piroxicam, riboflavina, tocoferol, acido urico, entre otros analitos,
empleando EPC. Es de notar que en muchos de estos trabajos se utilizaron
electrodos no modificados, conocidos como “bare carbon paste electrodes”, o EPC

simples o “al natural”.

Algunas aplicaciones involucran el monitoreo in vivo de sustancias. Por ejemplo,
Bolgery Lowry (2005) monitorearon el oxigeno en tejido cerebral de ratas expuestas
a diferentes condiciones usando EPC no modificados. De manera similar, O’Neill
(1993) estudié cémo se modificaba el tejido cerebral por EPC implantados en ratas
vivas. Shamsipur et al. (2004) utilizaron un electrodo de pasta de carbono sin
modificar para la determinacion de plata, mercurio y cobre, empleando una red
neuronal artificial para modelar la relacion entre el potencial y la concentracion, con
la finalidad de predecir la concentracidén de los cationes en disoluciones. También,
se han utilizado EPC para cuantificar herbicidas. Por ejemplo, De Lima et. al (2011)

cuantificaron linuron en muestras de agua y vegetales como zanahoria y cebolla.

La razon por la que hoy en dia se siguen empleando EPC no modificados, es por
su sencillez, facilidad de preparacién y bajo costo. A pesar de que la modificacion
fisica, quimica o bioldgica puede otorgar ventajas tales como mayor sensibilidad o

selectividad, muchas veces se presentan desventajas que merman las posibilidades
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de aplicacion. Por ejemplo, hay modificaciones que funcionan en un solo
experimento electroquimico, ya que la superficie del electrodo cambia o se “ensucia”
por la presencia de moléculas que se adsorben, implicando un incremento

pronunciado en el tiempo de andlisis.

5.3 Caracteristicas electroquimicas de los analitos estudiados
5.3.1 Ferrocianuro

El sistema del par redox ferricianuro/ferrocianuro, que corresponde a los
compuestos de coordinacion [Fe(CN)e]*~ y [Fe(CN)e]* respectivamente, es por
mucho el mas estudiado en la literatura electroquimica (Niranjana et al., 2009). Esto
se debe, en parte, a su comportamiento “ideal” como sistema reversible con una
transferencia electronica rapida. Sin embargo, el comportamiento electroquimico de
este par redox y, en particular, su cinética electroquimica, dependen, entre otros
factores, de la naturaleza quimica de la superficie del electrodo, ya que el proceso
de transferencia electronica, que tiene como estimador el valor de la constante
heterogénea de intercambio electrénico k°, es sensible a las condiciones de la

superficie electrddica (McCreery, 2008).

Este sistema redox es el mas utilizado como referencia o “modelo” para realizar las
caracterizaciones basicas de los EPC, empleando experimentos de
voltamperometria ciclica. Esto es debido, en parte, a la ya mencionada variedad de
estudios existentes del comportamiento del par redox en diferentes configuraciones
electrodo — disolucion. Es por ello que al realizar experimentos con este sistema, se
pueden comparar facilmente los resultados obtenidos con los de la literatura,
ademas de que se pueden hacer contrastes con otros electrodos que se tengan a
disposicion. Para realizar los experimentos de caracterizacion, se recomienda
trabajar en un intervalo de concentracion desde 0.1 a 5 mM (Svancara y Schachl,
1999), de esta forma se puede determinar la ocurrencia de fenébmenos tales como

adsorcion, envejecimiento o presencia de oxigeno en la pasta.
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Cuando se realiza un experimento de voltamperometria ciclica con una par redox
reversible, como es considerado el ferri/ferrocianuro, el voltamperograma resultante
es como el que se muestra en la Figura 4. Siguiendo la direccién de las flechas que
indican la direccién del barrido de potencial, se tiene inicialmente una corriente
practicamente constante que corresponde a la corriente capacitiva, que comienza a
aumentar debido al proceso de electrooxidacién del ferrocianuro a ferricianuro,

teniendo asi un aporte de corriente faradica.

Cuando la concentracion de ferrocianuro en la superficie del electrodo se vuelve
nula, la corriente alcanza su maximo valor, denominandose corriente de pico
anodica, ipa, llamandose el valor de potencial donde ocurre esto potencial de pico
anddico Epa. La corriente comienza a decaer mientras se sigue electrolizando
ferrocianuro, que tiene que transportarse hasta la interfase por difusion. Aun cuando
se aplica el potencial de inversién Ei, el potencial del electrodo sigue siendo lo
suficientemente oxidante como para convertir ferrocianuro en ferricianuro, por lo que

se siguen teniendo corrientes anddicas.

Una vez que se han alcanzado potenciales lo suficientemente reductores, parte del
ferricianuro que se genero durante el barrido andédico comienza a reducirse a
ferrocianuro, produciendo un incremento en la corriente catddica. Durante el barrido
catodico, el valor absoluto de la corriente alcanza un valor maximo, correspondiente
a la corriente de pico catddica ipc cuando la concentracion de ferricianuro en la
interfase del electrodo es nula, y el potencial donde sucede esto es el potencial de
pico catddico Epc. Finalmente, el valor absoluto de la intensidad de corriente vuelve

a decaer mientras se electroliza el ferricianuro de los alrededores de la interfase.
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Corriente / pA

Epe
Potencial aplicado / V

Figura 4. Esquema del voltamperograma ciclico esperado para una disolucion de
ferrocianuro. ipa = corriente de pico anddica, Epa = potencial de pico anddico, ipc =
corriente de pico catddica, Epc = potencial de pico catddico y Ei = potencial de

inversion. Las flechas indican el sentido del barrido de potencial aplicado.

Empleando los potenciales y las corrientes de pico, se puede determinar si el
sistema se comporta como reversible en un electrodo de trabajo en particular.
Puesto que solo se intercambia un electron en la reaccion electroquimica, si existe
reversibilidad quimica y electroquimica, la diferencia de potenciales de pico AEp =
Epa— Epc debe ser igual a 59/n mV (Elgrishi et al., 2018), y la relacion de corrientes
de pico | ipa/ ipc | debe ser igual a la unidad. Si estas condiciones no se cumplen, es
probable que el sistema electroquimico se comporte como cuasirreversible o
irreversible. En este caso, los valores de potenciales de pico se modificarian si se

realizan voltamperogramas a diferentes velocidades de barrido.

5.3.2 Acido ascorbico

La oxidacion de AA (vitamina C) se ha estudiado extensivamente en diferentes
electrodos de trabajo y se ha considerado que en su mecanismo hay una o mas
reacciones quimicas acopladas (Karabinas y Jannakoudakis, 1984). El mecanismo
general se muestra en la Figura 5, iniciando con la disociacién del &cido (1),

siguiendo con las reacciones (2) y (3) que involucran dos oxidaciones con
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transferencia de un electron cada una, ambas rapidas, que ocurren en el mismo
valor de potencial, siendo el producto de éstas el acido dehidroascérbico. Este
ultimo no se puede reducir reversiblemente y es rapidamente protonado (4) y
consecuentemente puede transformarse en el acido 2,3-dicetogulonico de acuerdo

con la reaccién (5) (Ruiz et al., 1977).

En la literatura se suele considerar a las dos reacciones electroquimicas como una
sola, haciendo lo mismo para las dos reacciones quimicas que involucran la
formacion del acido 2,3-dicetoguldnico, por lo tanto, el mecanismo se considera EC
(Lovander et al. 2018).
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Figura 5. Mecanismo de oxidacioén de AA de acuerdo con Ruiz et al. (1977).

Cuando se realiza un experimento de voltamperometria ciclica para esta sustancia,
se observa una sefial de electrooxidacion durante el barrido anddico de potencial,
mientras que durante el barrido catédico no se observa sefial alguna, debido a que

la reaccién electroquimicamente es irreversible.
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En la Figura 6 se muestran ejemplos de voltamperogramas ciclicos tipicos de AA.
Por su naturaleza irreversible, solo se tienen como parametros importantes la
corriente de pico anddica y el potencial de pico anddico. La primera depende
proporcionalmente de la concentracion en intervalos de concentracion amplios, y
por ello se pueden realizar cuantificaciones del analito en muestras de diferente
naturaleza. El potencial de pico depende del pH del medio, y se desplaza a valores
positivos cuando el medio se vuelve mas acido, debido a que el potencial formal del
par AA/acido dehidroascorbico es una funcion del pH, ya que el AA puede disociarse
y su grado de ionizacion depende de la acidez del medio, como se observa en la
reaccion (1) de la Figura 5. Asimismo, ipa Y Epa SOn funcion de la velocidad de barrido,
pues la corriente de pico es una funcién del gradiente de concentracion en la
interfase, evaluado sobre la superficie del electrodo, mientras que el potencial de
pico se desplaza hacia valores mayores de potencial, como se espera para

reacciones electroquimicas irreversibles (Bard y Faulkner, 2012).

En el cuerpo humano, la vitamina C tiene muchas funciones que incluyen aquellas
en donde participa como un antioxidante que dona electrones en reacciones
enzimaticas y no enzimaticas. Por ejemplo, la sintesis de carnitina depende de una
enzima de la que el AA es un cofactor (Rebouche, 1991). Asimismo, el AA en su
forma radicalaria, intermediario de la oxidacién sucesiva mostrada en la Figura 5,
reacciona con otros radicales libres oxidantes cuyos potenciales de reduccion son
altos, por ejemplo, HOe, ROe y ROOe (Buettner y Juirkiewics, 1996). Por esto, el AA

€s un excelente agente antioxidante.
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Figura 6. Voltamperogramas ciclicos tipico para una disolucion de AA 3.5 mM en
KH2PO4 0.1M. (a) Electrodo de carbono vitreo, (b) Electrodo de carbono vitreo
modificado con ZnO, (c) Electrodo de carbono vitreo modificado con ZnO vy
nanotubos de carbono. ER de plata/cloruro de plata y CE de platino, v=0.050V s
1 (Ngai et al., 2013).

5.3.3 Galato de propilo
Esta sustancia se ha estudiado electroquimicamente en disolventes organicos y en
medio acuoso. Gunckel et al. (1998) reportaron el comportamiento electroquimico
de diferentes galatos, entre ellos el PG, utilizando un electrodo de carbono vitreo.
Postularon que el mecanismo de oxidacion de estos compuestos es basicamente el
mismo, mostrado en la Figura 7. En €l se describe una reaccion electroquimica en
la que se oxida el mismo grupo hidroxilo en todas las moléculas, formandose un
radical galato (1). Este radical tiene diferentes estructuras resonantes (2) y es
convertido inmediatamente en una quinona, cediendo un electron y un proton

durante el proceso (3).
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Figura 7. Esquema del mecanismo de oxidacion para la familia de los galatos de

acuerdo con Gunckel et al. (1998).

Como se deduce de la Figura 7, la principal caracteristica estructural que es
responsable de hacer del PG un buen agente antioxidante, es el nimero y
disposicion de los grupos fendlicos en el anillo aromatico que esta presente en todos
los galatos. Esta sustancia es capaz de donar el &tomo de hidrégeno de los grupos
fendlicos a radicales libres. Esto es de suma importancia para detener o minimizar
la propagacion en cadena de radicales libres durante el proceso de oxidacion de
lipidos (Garrido et al., 2011).

Se ha reportado que en electrodos como el de carbono vitreo, electrodos
modificados de carbono vitreo con nanotubos de carbono (Xu et al., 2015) y
electrodos de oro modificados con nanotubos de carbono (Vikraman et al., 2013), la
electrooxidacién de PG es irreversible ya que cuando se realizan experimentos de
voltamperometria ciclica se observa una sefal anédica debida al proceso global de
las reacciones electroquimicas ya mencionadas. A modo de ejemplo, se muestran

los voltamperomegramas ciclicos obtenidos por Xu y colaboradores en la Figura 8.
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Figura 8. Ejemplos de voltamperogramas ciclicos para PG 4 x 10# M. (a) y (c) se

obtuvieron con un electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos de
carbono en KCI 0.1 M y en disolucién de PG, respectivamente. (b) y (d) con un
electrodo modificado con nanotubos de carbono y polimeros impresos

molecularmente en KCI 0.1 M y en disolucién de PG (Xu et al., 2015).

Al igual que sucede con el AA, la corriente de pico depende proporcionalmente de
la concentracién. Asimismo, el potencial formal depende del pH, por lo que el
potencial de pico se modifica segun el valor de pH, desplazandose a valores
positivos cuando el medio se vuelve mas acido. El valor de ipa Y Epa son funcion de

la velocidad de barrido.

5.3.4 Piridoxina (vitamina Be)
El mecanismo de oxidacion de esta vitamina se ha propuesto anteriormente. De
acuerdo con Kusmanovic et al. (2016) y Hernandez et al. (2003), y como se muestra
en la Figura 9, la PN se oxida a piridoxal (vitAmero) al donar dos electrones y dos
protones (1). Posteriormente, el piridoxal se hidrata (2) y se forma un hemiacetal
(3), el cual vuelve a perder dos electrones y dos protones para formar acido
piridoxico (4).
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Figura 9. Esquema del mecanismo de oxidacion de PN, de acuerdo con Hernandez
et al. (2003).

La oxidacion de PN en medio acuoso, empleando electrodos de diferentes
materiales, modificados y sin modificar, es irreversible, por lo cual el
voltamperograma ciclico que se esperaria para esta sustancia es similar al mostrado

en la Figura 6.

En los humanos, la vitamina Be esté involucrada en el desarrollo y la funcidn celular.
Tiene un papel importante en mas de 100 reacciones catalizadas por enzimas
(Lovander, 2018). En el cuerpo humano, la PN se oxida enzimaticamente al

vitamero llamado piridoxal-5’-fosfato, que es la forma activa de la vitamina Be.

De manera similar a como sucede con el AA y el PG, la corriente de pico es
directamente proporcional a la concentracion. Tanto el potencial formal como el
valor de ipa dependen del pH. El primero se vuelve mayor y positivo cuando el pH
disminuye, mientras que la corriente de pico alcanza su valor maximo cuando
predomina la forma anfolitica de la PN, es decir, cuando se cumple que pKaz < pH
< pKa1 (Habibi et al., 2010). Finalmente, al tratarse también de un sistema

irreversible, Epa y ipa dependen de la velocidad de barrido.

5.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
Con el fin de contrastar los resultados de las pruebas electroquimicas hechas con
el EPC, mencionados en las secciones anteriores, con datos de analisis quimicos
realizados usando otra técnica analitica, se decidi6 trabajar la determinacion de PN
mediante CLAR, puesto que en una enorme mayoria de articulos sobre la

cuantificacion de PN publicados entre 1980 y 2021 (632 fueron encontrados

21



empleando la cadena “pyridoxine” AND “HPLC” en la base de datos SciFinder")
usan esa técnica y que, como se mostré anteriormente, la PN puede cuantificarse
usando el EPC construido en este trabajo. La CLAR es, ademas, la técnica
recomendada por la USP para analizar este vitAmero de la vitamina Bes. Por otra
parte, solo se encontraron 60 trabajos (usando la cadena “pyridoxine” AND
‘voltammetry” en la misma base de datos, SciFinder") en el mismo periodo
mencionado antes en los que se determina a la PN empleando técnicas
voltamperométricas, lo que vuelve interesante llevar a cabo la comparacion
propuesta.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es una técnica de separacién en la
gue la muestra con los componentes a separar se solubiliza en un liquido
denominado fase moévil y se hace pasar a través de una columna, denominada fase
estacionaria. Los componentes de la muestra se separan de acuerdo con su
afinidad por la fase estacionaria y la fase mévil. Esto se debe a la existencia de
equilibrios de reparto de los analitos que tienen lugar entre las dos fases
condensadas, descritos por la constante de distribucién termodinamica Kb, que se
define como la relacion entre las actividades del analito en la fase estacionaria y en

la fase movil, respectivamente (Meyer, 2010).

La fase movil que esta contenida en reservorios transparentes, generalmente de
borosilicato, se desgasifica y se bombea a alta presion a través del sistema de
separacién (columna) hasta llegar al sistema de deteccién. La muestra solubilizada
en la fase movil se inyecta con una jeringa cromatografica por medio del sistema de
introduccidén de muestra, constituido por una valvula de dos pasos y seis vias. La
valvula permite introducir un volumen constante de muestra hacia la columna
(Lundanes, Reubsaet y Greibrokk, 2013). Los componentes asi separados son
acarreados hacia el detector, que identifica alguna propiedad fisica, quimica o
fisicoquimica de los analitos, generando una sefial que es procesada por el sistema
de registro (Sarker, 2001). Dicho sistema, conformado actualmente por
computadoras, representa graficamente la respuesta cromatografica en funcion del

tiempo de retencién, en forma de lo que se conoce como cromatograma.
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Un ejemplo de cromatograma se muestra en la Figura 10, en la que se expone como
ejemplo la separacién de 3 sustancias, que generan una sefial que aparece segun
su tiempo de retencion, que es el tiempo que transcurre desde la inyeccién de la
muestra hasta la deteccién. Se deduce entonces que la sustancia menos retenida
en la columna es A, mientras que C es la sustancia que mas interaccion tuvo con la

columna.

trc
tra

Respuesta
cromatografica
—
-
w

Tiempo de retencion

Figura 10. Cromatograma que ilustra la separacion de 3 sustancias: A, By C. Los

simbolos tra, tre y trc representan los tiempos de retencion del analito respectivo.

Los cromatogramas y la forma de los picos cromatograficos brindan informacion
acerca de la eficiencia y el desempefio cromatograficos. Empleando los tiempos de
retencion y el ancho de las sefiales, se pueden calcular pardmetros cromatograficos
tales como el niumero de platos tedricos o la resolucion, el primero tiene que ver con
el numero de equilibrios del analito que suceden en su distribucion entre la fase
estacionaria y la fase movil, mientras que la resolucién indica el grado de separacion

gue existe entre dos picos cromatogréaficos (Hage, 2018).

El &rea bajo cada sefal cromatografica es importante para las determinaciones
analiticas, ya que generalmente incrementa proporcionalmente con Ila
concentracion. Por ello, se pueden realizar curvas de calibracion que representan
el area cromatografica de una sefial en funcion de la concentracién, utilizando
estandares de concentracion creciente del analito de interés. Sin embargo, en la
industria y en la investigacion es comun realizar calibraciones empleando un solo
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estandar, con la principal finalidad de reducir el tiempo de analisis y el consumo de
reactivos (Rocha et al., 2018). No obstante, la aplicabilidad de este tipo de

calibracion debe corroborarse con una prueba estadistica pertinente.

6. Objetivos
6.1 Objetivo principal

Determinar la viabilidad del uso de un electrodo de pasta de carbono construido en
el laboratorio como un electrodo de trabajo sencillo, eficaz, de bajo costo y facil
empleo en el estudio y el analisis electroquimico de acido ascorbico, galato de

propilo y piridoxina, sustancias de interés farmacéutico y alimentario.

6.2 Objetivos particulares

1. Estudiar el comportamiento del electrodo de pasta de carbono para evaluar
su aplicabilidad al estudio y al analisis electroquimico de cuatro analitos:
ferrocianuro de potasio (como sonda electroquimica de uso comun para la
caracterizacion de electrodos de trabajo), PN, AA y PG (como analitos de
interés farmacéutico y alimentario).

2. Proponer bases metodolégicas para el desarrollo de métodos
electroanaliticos para el andlisis y cuantificacion de PN, AAy PG.

3. Implementar un método cromatografico para la cuantificacion de PN a partir
del oficial de la farmacopea, con la finalidad de comparar los resultados del
método electroanalitico.

4. Analizar el contenido de AA (vitamina C) presente en una muestra comercial

usando el electrodo de pasta de carbono preparado

7. Justificacion e hipotesis

7.1 Justificacion
En atencion al esfuerzo de la academia para proponer procedimientos analiticos que
permitan contribuir a la formacion de profesionales, es necesario desarrollar metodologias

sencillas, eficaces, eficientes y de bajo costo, que relacionen al estudiante con los principios
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basicos del andlisis quimico. En este trabajo se desea demostrar que usando este tipo de
metodologias y buscando minimizar el uso de recursos e insumaos, se pueden obtener
resultados equiparables a los que se consiguen con otras opciones analiticas mas
complejas y costosas, y que las técnicas electroanaliticas pueden dar respuesta adecuada

a necesidades analiticas de industrias en las que tradicionalmente no se les aprovecha.

7.2 Hipotesis

El uso de electrodos de pasta de carbono para el analisis electroquimico de acido
ascorbico, galato de propilo y piridoxina en formulaciones farmacéuticas permitira
establecer condiciones de trabajo du(tiles para el desarrollo de métodos
electroguimicos de analisis que compitan en costo, exactitud, incertidumbre y
rapidez con métodos cromatograficos empleados para el analisis de los analitos

mencionados.

8. Metodologia

El agua desionizada (resistividad igual a 18.2 M0 cm) usada en todos los experimentos en
este trabajo se obtuvo de un equipo PURELAB Ultra de ELGA. Las determinaciones de pH
se realizaron con un medidor de pH marca Thermo Scientific Orion 5 Star, usando un
electrodo combinado de vidrio Thermo Scientific, que fue calibrado para su uso con
amortiguadores de referencia de la misma marca con valores de pH iguales a 4.01+0.01,
7.00+0.01y 10.01+0.01 (25 °C). Para medir las masas de las sustancias empleadas, se uso
una balanza semimicroanalitica marca Mettler Toledo XP105DR (e = 1 mg (division de
verificacion); d = 0.01 mg/0.1 mg (division real de la escala) para el intervalos de pesada de
31 ¢g/120 g).

8.1 Reactivos y materiales para los experimentos electroquimicos

Para los experimentos voltamperométricos se emplearon como electrolitos soportes
disoluciones amortiguadoras (o buffer) de fosfatos de concentracion igual a 100 mM
ajustadas a valores de pH iguales a 4.5 para los experimentos con acido ascorbico,
0 a 7.0 para los experimentos con galato de propilo o piridoxina, que se prepararon
disolviendo las cantidades apropiadas de NaH2PO4 y Na2HPO4 (J.T. Baker, 98.1
y 100 %, respectivamente) en un volumen igual a 250 mL, preparandose nuevas
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disoluciones cada semana. El electrolito soporte se almacend a temperatura

ambiente.

Para preparar las disoluciones estandar de PN (Supelco, 99.9 %), PG (Sigma
Aldrich, 98 %), ferrocianuro de potasio (Productos Quimicos Monterrey, 99.9 %) y
AA (Sigma Aldrich, 99.9 %), se utilizaron alicuotas de una disolucion madre de cada
analito en una concentracion igual a 10 mM, elaborada al disolver la cantidad
necesaria del reactivo analitico en un matraz volumeétrico de 10 mL. Las diluciones
se hicieron en matraces volumétricos de 10 mL, empleando alicuotas minimas de
200 pL. Todos los dias se prepararon nuevas disoluciones debido a la degradacion
de los analitos, empleando el electrolito soporte como diluyente, repitiendo el
procedimiento descrito. Todo el material volumétrico utilizado (clase A, pero sin
calibrar en nuestro laboratorio) fue nuevo de la marca Pyrex. En el caso de los
experimentos con ferrocianuro de potasio, se empleé KCI (J.T. Baker, 99 %) como

electrolito soporte.

En todos los experimentos electroquimicos se utilizé como electrodo de referencia
uno comercial de plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm=3, constituido por un
alambre de plata recubierto de cloruro de plata en contacto con KCI 3.5 M, de la
marca CH Instruments. Todos los potenciales de electrodo se midieron y se
informan con respecto a este electrodo de referencia. Como contraelectrodo se
empled una barra de grafito de 3.8 mm de diametro de marca BeanTown Chemical.
Se us6 un potenciostato marca PalmSens3, el cual se vinculé con una computadora

personal para realizar los analisis con el programa PSTrace.

8.2 Reactivos y materiales para experimentos en CLAR

Para la preparacion de la fase acuosa se utilizé fosfato diacido de potasio (J.T.
Baker, 98.1 %) en una concentracion igual a 2.70 g L%, y el valor de pH se ajust6 a
3 empleando acido fosforico al 80 % (J.T. Baker). Como fase organica se utilizo
metanol grado cromatografico (J.T. Baker). En lugar del 1-hexanosulfonato de sodio

(recomendado por la USP, pero que no fue posible conseguir por cuestiones de
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tiempo), se usé dodecil sulfato de sodio (Sigma Aldrich, 99 %) como reactivo de par
ionico, preparado con la fase acuosa en una concentracién de 4 g L. Las fases
acuosa y organica, ademas de la disolucion con el reactivo de par idnico, se filtraron
en un equipo Millipore con una membrana Durapore HVLP de tamafio de poro igual
a 0.45 ym (Merck), y se desgasificaron en un bafio de ultrasonido con sistema de

vacio.

Como equipo instrumental se utilizé6 una bomba LS-Class acoplada a un detector
UV de inyeccion manual de la marca Thermo Separation Products. La columna
cromatogréfica fue una Cis Spherisorb ODS2 de 25 cm de largo y 4.6 mm de
didmetro interno, con tamafio de particula igual a 5 um, de Waters. El registro se
llevé a cabo en una computadora y los datos fueron procesados con el software
N2000 Chromatography Data System.

8.3 Construccion y caracterizacion del electrodo de trabajo

8.3.1 Construccién

Los EPC se prepararon mezclando grafito y aceite de parafina grado USP (adquirido
en Farmacia Paris) en una relacion 80:20. Para preparar la pasta, se pesaron las
cantidades requeridas de grafito y aceite de parafina para preparar
aproximadamente 300 mg de pasta en la relacibn antes sefialada. Las dos
sustancias se colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL y se mezclaron
cuidadosamente durante 5 minutos con la ayuda de una espatula, para
posteriormente traspasar la pasta obtenida a un mortero de 4gata, donde la mezcla
se molié para homogeneizarla por otros 5 minutos, hasta obtener una pasta gris

brillante.

Para cada electrodo preparado, se empacaron 200 mg de pasta de carbono en un
tubo de teflon (comprado en La Paloma Compariia de metales S.A. de C.V.) de 10
cm de largo, 5 mm de diametro externo y 3 mm de diametro interno. En los tubos
previamente cortados al tamafio mencionado, tras lijar la superficie que estaria

expuesta a las disoluciones, se introdujeron tornillos de acero inoxidable 304 para
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compactar y extruir la pasta mas facilmente, asi como para establecer el contacto
eléctrico en el electrodo. La pasta se empacd en los tubos con ayuda de una
espatula, compactandola periodicamente con el tornillo para asegurar que la
columna de pasta en el tubo de teflon fuese lo mas homogénea posible. En la Figura

11 se muestra una fotografia de un electrodo ensamblado de la manera relatada.

Figura 11. Electrodo EPC con una relacion 80:20 m:m de grafito y aceite de
parafina, empacado en un tubo de teflon, usando un tornillo de acero inoxidable

para la extrusion de la pasta y el contacto eléctrico.

8.3.2 Estudios electroquimicos
8.3.2.1 Determinacion de la repetibilidad de la respuesta del electrodo y
de su area electroactiva.

El ferricianuro y el ferrocianuro de potasio se han empleado durante mucho tiempo
como compuestos de caracterizacion y comparacion del comportamiento de
distintos electrodos de trabajo o de referencia. En esta tesis, el ferrocianuro de
potasio fue empleado para caracterizar el comportamiento electroquimico de los
electrodos y las celdas con las que se trabajo. Para realizar estos experimentos de
caracterizacion, tipicamente se prepararon 10 mL de una disolucion acuosa de
KsFe(CN)s 5.4 mM en KCI 0.1 M. Para los experimentos de voltamperometria ciclica

se emplearon las siguientes condiciones: Eo = -0.12 V, Ein = 0.68 V, Ei2 = -0.28 V,
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Ee = 0.005 V, v = 0.100 V s. Antes de cada experimento voltamperométrico, la
superficie del electrodo de trabajo se renové con un pafio de tela raso, pero la

superficie no se renovo durante las réplicas de dichos experimentos.

Para la estimacion del area electroactiva del EPC se preparé una disolucién acuosa
de K4Fe(CN)s en concentracion igual a 5.4 mM, utilizando KCI 0.1 M como electrolito
soporte. Con esta disolucion se llevaron a cabo experimentos de
cronoamperometria, empleando los siguientes pardmetros: Eo=0V, EE= 0.4V, E¢
=0V, muestreo cada 2 ms, duracion de pulso igual a 70 s. Se utilizé6 un mismo EPC

en todos los experimentos, sin renovar su superficie.

Para la correccion de caida 6hmica, se determind la resistencia de la disolucion
mediante el potenciostato utilizado y se us0 posteriormente para la correccion de

los valores de potencial usando Microsoft Excel.

8.3.2.2 Piridoxina, galato de propilo y acido ascoérbico

Para el estudio electroquimico de los tres analitos de interés, se utiliz6 VL como
técnica electroquimica, bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1. Las
disoluciones de todos los experimentos se prepararon tal y como se indico en la

seccion 8.1, incluyendo las utilizadas para las curvas de calibracion.

Tabla 1. Condiciones experimentales fijadas en los experimentos de caracterizacion
con VL para PN, PGy AA.

Analito Eo (V) Et (V) Ee (mV) v (mVs?)
PN 0.30 1.20 5 100
PG —-0.15 1.20 5 100
AA —0.08 0.85 5 100
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8.4 Aplicacion del EPC para la cuantificacion electroguimica de PN o AA
8.4.1 PN

Para la determinacion de PN se utilizé una muestra farmacéutica de Meclison, cuya
formulacién indica que, por tableta, se tienen 25 mg de clorhidrato de meclizina, 50
mg de clorhidrato de piridoxina y excipiente cbp. La masa promedio de 20 tabletas
fue de 504.2 mg. Las 20 tabletas fueron trituradas en un mortero hasta obtener un
polvo fino, del cual se pesd una masa igual a 41.3 mg, que se suspendié en
aproximadamente 8 mL del electrolito soporte para luego aplicarle ultrasonido
durante 15 segundos. La disolucion resultante se filtrd y se afor6 a 10 mL. De esta
ultima se hicieron dos diluciones subsecuentes en las que se tomé 500 pL y se llevo
a un volumen de 10 mL. La dltima dilucion se utilizé para realizar los experimentos
en la celda electroquimica, haciendo previamente una calibracion con disoluciones
de PN en concentraciones iguales a: 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 mM.

8.4.2 AA
Se determind el contenido de AA en una muestra de Rosavit C, cuya formulacion
indica que se tienen 500 mg de AA, 100 mg de extracto seco de pétalos de rosa
canina y excipiente cbp. La masa promedio de 20 tabletas fue de 1.1421 g. Las 20
tabletas fueron trituradas en un mortero hasta obtener un polvo fino. Para la
cuantificacion de AA en esta muestra se realiz6 una curva de calibracion con
concentraciones de 1200, 1500, 1800, 2100, 2400, 2700 y 2930 uyM de AA,
utilizando VL en las condiciones dadas en la tabla 1 (seccién 8.3.2.2). Para el
tratamiento de muestra, se peso6 una cantidad de 51.1 mg del polvo obtenido de las
tabletas, se suspendié en aproximadamente 8 mL de electrolito soporte y se le
aplicé ultrasonido durante medio minuto, se filtrd y se afor6 a 10 mL. Se tomo una
alicuota de 2 mL y se llevé a 10 mL de aforo. Esta ultima disolucion de la muestra

se coloco en la celda electroquimica para analizarse por triplicado.
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8.5 Implementacion del método CLAR para cuantificar piridoxina

8.5.1 Evaluacion del tiempo de retencién

Se prepararon 50 mL de una disolucion de PN con el reactivo sefialado en la seccién
8.1, en una concentracion igual a 3 mM y se realizé una dilucién 1:10. Esta ultima
disolucién se inyectd seis veces en el cromatdgrafo en tres dias diferentes para
evaluar la repetibilidad y la reproducibilidad de las mediciones, preparando una
nueva disolucién cada dia, registrandose el tiempo de retencién de cada pico

cromatografico.

El equipo cromatografico se acondiciondé durante 1 hora con la fase movil
compuesta de una proporcion 95:5 de fase acuosa/organica, con un flujo de 0.8 mL
min-t. Se inyect6 la disolucion acuosa de dodecil sulfato de sodio para
posteriormente analizar la disolucion de piridoxina, esperando 10 minutos entre

cada inyeccion para el registro de los cromatogramas.

8.5.2 Linealidad

Se prepararon 50 mL de una disolucién madre de piridoxina con el mismo reactivo
utilizado en los experimentos electroquimicos, en una concentracion igual a 3 mM,
en agua. De esta disolucién se realizaron 8 diluciones de 10 mL para el experimento
de linealidad, cuyas concentraciones fueron de 97.3, 145.9, 194.6, 243.2, 291.8,
340.5, 389.1y 437.7 uM.

Para acondicionar el equipo cromatografico y realizar el registro de los
cromatogramas, se utilizaron las mismas condiciones que aquellas sefialadas en la
seccion 8.5.1, es decir, se inyectd la disolucion del reactivo de par i6nico para
posteriormente inyectar las disoluciones de piridoxina por triplicado, esperando 10

minutos entre cada inyeccion para el registro de los cromatogramas.
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8.5.3 Variacion del flujo

Se prepararon por duplicado 50 mL de una disolucidon madre de piridoxina en una
concentracion igual a 3 mM, en agua. De cada disoluciéon se realizé una dilucion
1:10. Una de estas disoluciones se utiliz6 como estandar de trabajo y la otra se

empled como estandar de recobro.

El equipo cromatografico se acondicion6 durante 1 hora con la fase movil
compuesta de una proporcién 95:5 de fase acuosa/organica, en tres dias diferentes,
con flujos de 0.7, 0.8 y 0.9 mL min-t. En cada dia se hicieron 6 inyecciones de la
disolucion estandar de trabajo, realizando una inyeccion previa de la disolucién del
reactivo de par iénico. Finalmente, se realizaron 3 inyecciones de la disolucién
estandar de recobro. Entre cada inyeccion se dejo un tiempo de 10 minutos para

registrar los cromatogramas.

8.6 Comparacion del método electroquimico de cuantificacion de piridoxina

con el método CLAR

Para realizar la determinacién de piridoxina por ambos métodos, se utilizd una
muestra farmacéutica de Meclison, cuya formulacion indica que, por tableta, se
tienen 25 mg de clorhidrato de meclizina, 50 mg de clorhidrato de piridoxina y
excipiente cbp. El peso promedio de 20 tabletas fue de 504.2 mg. Las 20 tabletas

fueron trituradas en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Para la determinacion con CLAR, se pes6 una cantidad de 307.2 mg del polvo fino,
se suspendio en aproximadamente 20 mL de agua y se le aplico ultrasonido durante
medio minuto. La disolucion resultante se filtr6 para eliminar las particulas del
excipiente y se aforé a 50 mL. Finalmente, se realizé una dilucién 1:10 y la disolucién
resultante se empled para realizar las inyecciones en el sistema cromatografico. Por
otra parte, se prepar6é 50 mL de una disolucion estandar de concentracién igual a 3

mM, en agua y se le realiz6 una dilucién 1:10 que se utilizé para el experimento.
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El equipo cromatografico se acondicion6 durante 1 hora con la fase movil
compuesta de una proporciéon 95:5 de fase acuosa/orgénica, con un flujo de 0.8 mL
min-t. Se hicieron 6 inyecciones de la disolucién estandar, realizando una inyeccién
previa de la disolucién del reactivo de par idnico. Finalmente, se realizaron 3
inyecciones de la disolucion de la muestra. Entre cada inyeccion se dejé un tiempo

de 10 minutos para registrar los cromatogramas.

Para la determinacion con el método electroquimico, se pesé una cantidad de 41.3
mg del polvo fino, se suspendid en aproximadamente 8 mL del electrolito soporte y
se le aplico ultrasonido durante 15 segundos. La disolucién resultante se filtro y se
afor6 a 10 mL. De esta ultima se hicieron dos diluciones subsecuentes en las que
se tomd 500 pL y se llevo a un volumen de 10 mL. La ultima dilucién se utiliz6 para
realizar los experimentos en la celda electroquimica, haciendo previamente una
calibracién con disoluciones de PN en concentraciones iguales a: 10, 20, 30, 40, 50,
60y 70 uM.

9. Resultados
9.1 Caracterizacion electroquimica de la respuesta del electrodo de trabajo
usando K4Fe(CN)s como sonda electroquimica.

Siguiendo las recomendaciones de caracterizacion de EPC no modificados
(Svancara et al., 2012), se eligi6 al ferrocianuro de potasio, KsFe(CN)s, como analito
para realizar las primeras evaluaciones de la respuesta del EPC. El objetivo de estas
evaluaciones era determinar si el EPC construido resultaba util para llevar a cabo
experimentos voltamperométricos, y para ello se estudid su respuesta en la
electrooxidacion de ferrocianuro de potasio. De estos experimentos
voltamperométricos de prospeccidon se obtuvo una estimacion del area electroactiva
del EPC, y se concluyé sobre la capacidad del electrodo de dar una respuesta
directamente proporcional a la concentracion de ferrocianuro de potasio. Sin

embargo, esto no implica que esto sea igual para otras sustancias que podrian por
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ejemplo adsorberse al electrodo y producir respuestas no proporcionales a la

concentracion.

El comportamiento electroquimico del KaFe(CN)s sobre los EPC construidos en este
trabajo, usando CV como técnica electroanalitica, es el ya conocido para este
sistema: durante el barrido anddico se observa una sefial de electrooxidacion,
seguida de una de electrorreduccion cuando el barrido de potencial se invierte.
Cuando la velocidad de barrido en CV es igual a 0.100 V s, los potenciales de pico
anoddico y catodico aparecen en 0.320 y 0.140 V, respectivamente. Bajo estas
condiciones, la diferencia de potenciales de pico, igual a 0.180 V y mucho mayor
gue los 0.059 V esperados para un sistema rapido o nernstiano, muestra que la
reaccion electroquimica es relativamente lenta. Esto puede deberse a la naturaleza
hidrofébica de la superficie del electrodo, asi como a la carga acumulada sobre ella
(Guo et al., 2013).
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Figura 12. Voltamperogramas ciclicos (4 repeticiones) para KsFe(CN)s 5.4 mM en
KCI 0.1 M, sin renovar la superficie del EPC. ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac)
3 mol dm=3y CE de grafito. Eo =-0.12 V, Ei1 =0.68 V, E2 =-0.28 V,EE=5mV, v =

0.100 V sL. Las cuatro curvas practicamente estan sobrepuestas.

En estos experimentos de prospeccion, se observdé que se pueden realizar

determinaciones sin la necesidad de renovar la superficie del EPC entre cada
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voltamperograma como se observa en la Figura 12, ejemplificando con el
experimento a 0.100 V s™1. Para cada valor de potencial aplicado durante el barrido,
los valores de corriente que se tienen en el voltamperograma inicial y en sus
repeticiones son practicamente iguales. En la figura en cuestion, practicamente se
traslapan las sefiales de cada una de las 4 réplicas mostradas, por lo que

aparentemente sélo hay una curva voltamperométrica.

Con la finalidad de evaluar la repetibilidad de la respuesta voltamperométrica (la
magnitud de las corrientes y los potenciales de pico) para diferentes velocidades de
barrido, buscando determinar si las sefales electroquimicas estaban controladas
por difusion o adsorcion y si era necesario en este caso renovar la superficie del
electrodo entre repeticiones de barridos voltamperométricos, se obtuvo una serie de
voltamperogramas a distintas velocidades de barrido, haciendo varias repeticiones
para cada velocidad empleada. Se realizaron experimentos voltamperométricos por
triplicado, en un intervalo de velocidades de barrido comprendido entre 0.080 y
0.180 V s, En la Figura 13 se presentan los voltamperogramas obtenidos para
disoluciones de ferrocianuro de potasio 5.4 mM en KCI 0.1 M usando diferentes
velocidades de barrido, corregidos por caida 6hmica. Enla Tabla 2 se muestran los
valores de corriente de pico obtenidos para estos experimentos. Los coeficientes de
variacion de la corriente de pico anddica son menores al 0.5 % para todas las
velocidades de barrido, corroborando la es alta repetibilidad del trazo

voltamperomeétrico, como se describié anteriormente para la Figura 12.

En cuanto a las caracteristicas del sistema redox, la relacion entre las corrientes de
pico anddica y catddica se acercan a 1 en todas las velocidades de barrido que
fueron utilizadas; sin embargo, los valores de potencial de pico se desplazan en
funcién de la velocidad de barrido. Es decir, el valor absoluto de la diferencia de
potenciales de pico es proporcional a la velocidad de barrido, siendo de 0.140 V en
0.100 V s' y llegando hasta 0.240 V en 0.200 V st. Esto indica que el
comportamiento electroquimico del par ferricianuro/ferrocianuro no corresponde al
de un sistema reversible en el EPC, lo que también se ha observado en otros
electrodos, como es el caso de otros electrodos de carbono (Ferreira et al., 2002),
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de platino (Aristov y Habekost, 2015) o electrodos de platino modificados (Benoudjit
et al., 2018).

Por lo anterior, el comportamiento electroquimico del par ferricianuro/ferrocianuro
puede aproximarse al de un sistema cuasirreversible, pudiéndose caracterizar con
el método de Nicholson empleando el parametro ¥, tal como lo describen Griffiths
y asociados (Griffiths et al., 2014).

Tabla 2. Valores de ipa, ipc Y ipa / ipc para disoluciones acuosas de ferrocianuro de
potasio 5.4 mM en KCI 0.1 M, a diferentes velocidades de barrido.

Corriente de pico anddica (pA)

50 v 80 | 100
. mV | mV | 120mVs?!  140mVs?t | 160 mV st 180 mV st
st st
38.0 420 456 48.7 51.5 53.9 56.2
379 420 457 48.8 51.6 53.9 56.3
38.1 423458 48.8 51.7 54.1 56.4
38.0 421 457 48.8 51.6 54.0 56.3
0.10 4 0.18 | 0.10 0.07 0.07 0.09 0.10
0.26 | 042 0.23 0.14 0.14 0.17 0.18
Corriente de pico catddica (|uAl)
33.7 1 36.8|38.7 40.1 41.3 42.1 43.2
339 364 384 40.0 41.4 42.3 43.3
341 36.2 | 38.3 39.9 41.5 42.5 43.1
339 36.5 385 40.0 41.4 42.3 43.2
0.20 0.31)0.21 0.10 0.10 0.20 0.10
059 084 0.54 0.25 0.24 0.47 0.23
Cociente promedio de las corrientes de pico anddicas y catdédicas
11 12 | 1.2 1.2 1.2 1.3 1.3
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Figura 13. Voltamperogramas ciclicos de KsFe(CN)s 5.4 mM en KCIl 0.1 M, a
velocidades de barrido iguales a 0.060, 0.080, 0.100, 0.120, 0.140, 0.160, 0.180 y
0.200 V s, sin renovar la superficie del EPC. ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac)
3 mol dm=2y CE de grafito. Eo =-0.12 V, Ei1 = 0.68 V, Ei2 =-0.28 V, EE = 0.005 V, v
=0.100 Vs,

La Figura 14 muestra la variacion de la corriente de pico en funcion de la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido. La ecuacion de la regresion lineal es: ip = 101.7
+1.17 v12 + 13.25 + 0.42, con un valor de r? = 0.9971, indicando que los datos se
ajustan a una linea recta y que la reaccion de electrooxidacion del ferrocianuro esta

controlada por difusion.

Lo anterior también se puede concluir al realizar una grafica que represente el
cambio del logaritmo de la corriente de pico en funcién del logaritmo de la velocidad
de barrido, presentada en la Figura 15. La ecuacién de regresion obtenida es: log ip
= 0.363 + 0.003 log v + 0.933 + 0.006, con un valor de r? = 0.9986. El valor de la
pendiente es menor que 0.5, indicando el control por difusion complicado con una
posible posible inactivacién paulatina de la superficie que, sin embargo, no es

notable al replicar los barridos para una misma velocidad de barrido.
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Figura 14. Corriente de pico anddica en funcion de la raiz cuadrada de la v para
KaFe(CN)s en concentracion igual a 5.4 mM, en KCI 0.1 M, a velocidades de barrido:
60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200 mV s*. ER de plata/plata cloruro de plata en
KCl(ac) 3 mol dm2 y CE de grafito. Eo =-0.12 V, E1 =0.68 V, E2 =-0.28 V,EE=5
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Figura 15. Logaritmo de ipa €n funcion del logaritmo de v para KaFe(CN)s 5.4 mM,
en KCI 0.1 M, a velocidades de barrido iguales a 0.060, 0.080, 0.100, 0.120, 0.140,
0.160, 0.180 y 0.200 V s. ER de plata/plata cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm-3
y CE de grafito. Eo =-0.12 V, Ei1 = 0.68 V, Ei2 =-0.28 V, EE = 0.005 V, v = 0.100 V

st
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Estos resultados muestran que el tiempo experimental se puede reducir
drasticamente cuando se emplee esta sustancia o se estudie con fines
electroguimicos, debido a que no se tiene que recurrir a renovar la superficie del
electrodo durante el desarrollo experimental (lo que no siempre es necesariamente
cierto para cualquier sistema de estudio), lo cual resulté una ventaja y fue practico

para la determinacion del area geométrica del electrodo.

Para estimar el area electroactiva del electrodo de pasta de carbono, se utilizé la
cronoamperometria, y los experimentos se realizaron con una disolucién de
ferrocianuro de potasio. Se eligi6 esta sustancia debido a que el sistema

ferri/ferrocianuro ya se encuentra caracterizado.

En la Figura 16 se muestra un cronoamperograma obtenido para una disolucion de
ferrocianuro de potasio 5.4 mM en KCI 0.1 M. El potencial de pulso elegido fue de
0.4 V vs plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm3, el cual se seleccioné para
asegurar que existia condicién de control difusional. Como se observa, la corriente
decae conforme el tiempo del experimento transcurre, debido al incremento del
espesor de la capa de difusion a medida que se lleva a cabo la reaccion

electroquimica.

Empleando la ecuacion de Cottrell (seccion 5.1.4), los datos se ajustaron a una linea
recta al representar la corriente medida como funcion del inverso de la raiz cuadrada
del producto nt. Esto se muestra en la Figura 17. De acuerdo con estos resultados,
la pendiente de la regresion lineal es igual anFADY?¢, es decir, al producto del
namero de electrones intercambiados, la constante de Faraday, el area del
electrodo, la raiz cuadrada del coeficiente de difusion y la concentracion de la

especie electrolizada en el seno de la disolucion.
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Figura 16. Cronoamperograma obtenido para una disolucién de ferrocianuro de
potasio en concentracion igual a 5.4 mM: Eo = 0 V, potencial del pulso = 0.4 V,

muestreo = 2 ms, duracion de pulso = 20 s.

Puesto que en la oxidacion de ferrocianuro a ferricianuro se intercambia un electrén,
y ya que la concentracion de la disolucién es conocida, al considerar un valor de
coeficiente de difusion igual a 7.17 x 10% cm s (Baur y Wightman, 1991), y
sabiendo que la ecuacién de la recta de la Figura 17 es i(A) = 9.0 x 10+ 8 x 107°
t05 105 4+ 17749 x 10 £ 2 x 1079, r? = 0.9999, es posible calcular el area
electroactiva del EPC, la cual es de 6.35 mm?, en promedio. El resultado por
triplicado de este experimento se muestra en la Tabla 3. El didmetro del area
transversal del tubo empleado para construir el EPC es de aproximadamente 3 mm,
lo cual equivale a un area geométrica cercana a los 7 mm?, por lo que se puede

concluir que la estimacion del area electroactiva del electrodo es aceptable.
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Figura 17. Corriente medida a lo largo del experimento cronoamperométrico como

funcién de tv2 x-1/2,

Tabla 3. Area electroactiva obtenida para el EPC (se muestran el valor promedio y

la desviacion estandar de tres medidas repetidas) empleando cronoamperometria.

Determinacion Area obtenida (mm?)

1 6.40
2 6.54
3 6.10
X 6.35+0.22

Como se menciond en la seccion 5.3.1, la utilidad del ferrocianuro como sonda
electroguimica para estos experimentos de caracterizacion de los EPC construidos
radica en que el sistema redox ferricianuro/ferrocianuro es un sistema ampliamente
estudiado, del cual se conocen muchas de sus propiedades. Asi, a pesar de que se
evalud solo a grandes rasgos su comportamiento electroquimico sobre los EPC, con
los resultados obtenidos se pudo concluir que el funcionamiento del EPC en la celda

electroquimica es adecuado y que los cambios observados en su respuesta son
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debidos Unicamente al experimento electroquimico descrito, si bien este
comportamiento permite decir que el EPC puede emplearse como electrodo de
trabajo para llevar a cabo experimentos voltamperométricos mientras no exista

evidencia contraria.

9.2 Estudio voltamperométrico de PN empleando el EPC

Esta sustancia se caracteriza por presentar un perfil electroquimico irreversible en
el electrodo de pasta de carbono, muy similar al que se observa en carbono vitreo.
Se tiene un potencial de pico anddico en 760 mV vs plata/cloruro de plata en KCl(ac)
3 mol dm y ausencia total de sefiales cuando el barrido de potencial se invierte en

voltamperometria ciclica.

Como primera aproximacion, se evaluo si la sefial de corriente de fondo y faradaica
son similares entre cada experimento cuando la superficie del electrodo no es
renovada, como se hizo con el ferrocianuro de potasio. La superficie del electrodo

se renovo antes de introducir el EPC en la celda electroquimica.

En la Figura 18 se muestran los voltamperogramas obtenidos en la condicion de
experimentacion ya descrita. En este y en los demas experimentos donde no se
renovd la superficie, se observd que la sefial de electrooxidacibn no se
incrementaba de forma lineal con la concentracion, ademas de que la forma definida
de los voltamperogramas en régimen de difusibn pura se perdia tras varias
repeticiones, dando lugar a voltamperogramas de forma sigmoidal, que se
asemejan a los que se obtendrian si se mantuviera una difusion convectiva. Todo
esto puede deberse a adsorcion de productos de la reaccién electroquimica que
inactivan paulatinamente al electrodo, reduciendo asi la rapidez de la reaccion

electroquimica.

Por lo anterior, para este analito se decidio renovar la superficie del EPC usando un
pafio después de realizar un voltamperograma y tres réplicas para cada nivel de

concentracion. Con ello, la magnitud de la corriente de pico incrementaba en funcion
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de la concentracion en mayor medida y no se perdia la linealidad de la respuesta.
Esto se realiz6 en las curvas de calibracion subsecuentes y en la aplicacion para el
analisis de vitamina Bs en muestras. La Figura 19 muestra 3 réplicas de
voltamperogramas para diferentes concentraciones de piridoxina, observando que
los valores de corriente-potencial de las réplicas se asemejan en comparacion con

los de la Figura 16, mejorando la precision de los resultados.

17 -
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0.7 -

0.2 _:__///

0.55 0.65 0.75 0.85
Potencial vs plata/cloruro de plataen KCl(ac) 3 mol dm=3/V

Corriente / pA

Figura 18. Voltamperogramas de barrido lineal para PN en concentraciones iguales
a: 10 (A), 30 (B), 50 (C), 70 (D), 90 (E) y 110 (F) uM sin renovar la superficie del
ECP entre cada concentracion (4 réplicas), en DBF 0.1 M, pH = 7. ER de
plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm=3y CE de grafito. Eo=0.3 V,Ef=1.2V,
Ee=5mV,v=100 mV st
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Figura 19. Voltamperogramas de barrido lineal para PN en concentraciones iguales
a: 10 (A), 30 (B), 50 (C), 100 (D), 150 (E), 200 (F), 250 (G) y 300 (H) uM, renovando
la superficie del ECP entre cada concentracion (3 réplicas), en DBF 0.1 M, pH = 7.
ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm23y CE de grafito. Eo = 0.3 V, Ef =
1.2V,EE=5mV,v=100 mV s

Estos resultados muestran que, dada una superficie del EPC, esta no se modifica o
practicamente no cambia, permitiendo que, en principio, se puedan realizar
determinaciones mas rapidas, eficaces y sencillas. Y, por otra parte, el
comportamiento electroquimico de PN en el EPC es muy similar al ya estudiado en
el electrodo de carbono vitreo, pero presenta ventajas tales como ser mas

econdmico y tener una relacion sefal-linea base mayor (Wu & Song, 2007).

La Tabla 4 muestra el coeficiente de variacion de la corriente de pico en cuatro
diferentes concentraciones, renovando la superficie del electrodo entre cada
concentracion. De acuerdo con esto y a lo previamente discutido, para fines de
aplicacion del EPC en el analisis cuantitativo y con la finalidad de disminuir el tiempo
de andlisis, se decidio renovar la superficie del electrodo después de realizar las
réplicas necesarias para cada nivel de concentracion en una curva de calibracion.
Por ejemplo, en una calibracién con 7 estandares, se realizarian 7 renovaciones de

superficie del EPC, y una mas cuando se analice la muestra.
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Tabla 4. Valores de ipa para clorhidrato de piridoxina por quintuplicado en diferentes
concentraciones, renovando la superficie del EPC cuando se cambio el nivel de
concentracion.

Concentracion (M)

Réplica 40 50 60 70
1 (UA) 0.836 | 1.160 1.347 | 1.618
2 (MA) 0.855 | 1.180 1.386 | 1.600
3 (LA) 0.882 | 1.194 1.399 | 1.634
4 (UA) 0.861 = 1.222 1.332 | 1.665
5 (LA) 0.882 | 1.143 1.331 | 1.675

X 0.863  1.180 1.359 | 1.638
s 0.019  0.031 0.032 | 0.031
CV (%) 2.26 2.59 2.32 1.92

En la Figura 19 se muestran algunos de los voltamperogramas obtenidos para
disoluciones de concentracion creciente de piridoxina. Algunos de los
voltamperogramas obtenidos, en particular los que corresponden a concentraciones
en un intervalo que va de 10 a 70 UM, se usaron para construir una curva de
calibracion, y se muestran en la Figura 20. La ecuacion de la regresion lineal es ipa
=0.0262 + 0.0014 C - 0.0787 £ 0.0644. El error tipico es igual a 0.0297, con el cual
se calcularon los limites de deteccion y cuantificacion de acuerdo con Shrivastava

y Gupta (2011), que se muestran en la Tabla 5.

Farag et al. (2019) reportaron un limite de deteccion para PN de 1.84 uM con un
electrodo de carbono vitreo modificado con nafion, usando voltamperometria
diferencial de pulsos. Kuzmanovic et al. (2016) utilizaron la misma técnica con un
electrodo de diamante dopado con boro y obtuvieron un limite de deteccién igual a
3.76 pM. Esto demuestra que con el sencillo electrodo de pasta de carbono
construido en este trabajo se pueden obtener limites de deteccion similares a los
gue se alcanzan con electrodos mas complejos e indica que su desempefio es
adecuado y podria mejorarse aun mas si se emplean técnicas tales como
voltamperometria de onda cuadrada, que permitiria incrementar la sensibilidad vy,

probablemente, disminuir los limites de deteccion y cuantificacion.
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Figura 20. Voltamperogramas de barrido lineal para PN en concentraciones iguales
a: 10, 20, 30, 40,50, 60y 70 uM, en DBF 0.1 M, pH = 7. ER de plata/cloruro de plata
en KCl(ac) 3 mol dm3y CE de grafito. Eo=0.3V,Ef=1.2V, EE=5mV, v =100 mV
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Figura 21. Curva de calibracién obtenida para PN en concentraciones iguales a: 10,
20, 30, 40, 50, 60y 70 uM, en DBF 0.1 M, pH = 7. ER de plata/cloruro de plata en

KCl(ac) 3 mol dm3y CE de grafito. Eo=0.3V, Er=1.2V,EE=5mV,v=100mV s
1
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Tabla 5. Limites de deteccion y cuantificacion para piridoxina con voltamperometria
de barrido lineal, empleando el EPC, calculados segun las ecuaciones del anexo
(Shrivastava y Gupta, 2011).

Limite de deteccién | Limite de cuantificacion
3.40 uM 11.32 pM

9.3 Estudio voltamperométrico de PG usando el EPC

Para esta sustancia, la respuesta a su oxidacion sobre el electrodo de pasta de
carbono mostré un comportamiento similar al observado con la piridoxina. Mientras
mas voltamperogramas se obtenian para un mismo valor de concentracion, el valor
de la corriente disminuia, incrementando el coeficiente de variacion de la corriente
de pico. Por ello, para los experimentos realizados se renovo la superficie del

electrodo después de obtener cuatro réplicas.

En la Figura 22 se muestran voltamperogramas de barrido lineal para disoluciones
de PG de diferente concentracion, haciendo 5 mediciones repetidas en cada nivel
de concentracion antes de renovar la superficie del EPC. Estas medidas repetidas
para cada concentracion son practicamente iguales entre ellas, lo que se muestra
claramente en los datos seleccionados mostrados en la Tabla 6 (véase el coeficiente

de variacion calculada para cada caso, menor que el 2.3 %).

En la Figura 23, se presentan los voltamperogramas de barrido lineal para
disoluciones de PG de concentracion creciente, observando que la corriente de pico
incrementa proporcionalmente con la concentracion. En la Figura 24, se muestra la
curva de calibracion en que se obtuvo en un intervalo de concentracién de 10 a 80
HUM. La ecuacion de regresion lineal obtenida es ipa = 0.0623 + 0.0050 C + 0.4427 +
0.2543, siendo el error tipico igual a 0.1334 y el valor de r? de 0.994. Los valores de

limite de deteccidn y cuantificacion se muestran en la Tabla 7.
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Figura 22. Voltamperogramas de barrido lineal para PG por quintuplicado en
concentraciones iguales a 11 (A), 22 (B), 44 (C) y 112 (D) OM renovando la
superficie del electrodo entre niveles de concentracién. DBF 0.1 M, pH = 7. ER de
plata-cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm3 y CE de grafito. Eo =-0.15V, Ef = 1.2
V, EE=0.005V,v=0.100V s

Tabla 6. Valores de 5 mediciones repetidas de ipa para PG en diferentes
concentraciones. Antes de cambiar el nivel de concentracion se renovo la superficie

del electrodo Valores de ipa.

Concentracion (UM)

Réplica 11 22 44 112
1 (uA) 1.35 2.56 3.89 6.37
2 (LA) 1.39 2.47 3.90 6.36
3 (UA) 1.40 2.50 3.87 6.34
4 (UA) 1.33 2.44 4.06 6.31
5 (LA) 1.33 2.51 3.95  6.23

X 1.36 2.50 3.94 6.32
s 0.03 0.05 0.08 0.10
CV (%) 2.3 1.8 2.0 0.9
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Figura 23. Voltamperogramas de barrido lineal para PG en concentraciones iguales
a: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70y 80 uM, en DBF 0.1 M, pH = 7. ER de plata/cloruro de

plata en KCl(ac) 3 mol dm2y CE de grafito. Eo=-0.15V, Es=1.2V, EE=0.005V, v
=0.100 V s,
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Figura 24. Curva de calibracion de PG en concentraciones iguales a: 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70 y 80 uM, en DBF 0.1 M, pH = 7. ER de plata/cloruro de plata en
KCl(ac) 3 mol dm2y CE de grafito. Eo=-0.15V, Er=1.2V, EE=5 mV, v = 100 mV

st
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Tabla 7. Limites de deteccion y cuantificaciébn para PG con voltamperometria de
barrido lineal, empleando el EPC, calculados segun las ecuaciones del anexo
(Shrivastava y Gupta, 2011).

Limite de deteccion Limite de cuantificacion

545 nM 1.82 uM

Agli y colaboradores (1996) reportaron un limite de deteccion para PG de 400 nM,
utilizando un microelectrodo de fibra de carbono modificado con un polimero de 3-
metil tiofeno y voltamperometria diferencial de pulsos. Por otra parte, Cyriac et al.
(2016) obtuvieron un limite de deteccion de 190 nM para esta sustancia, empleando
un electrodo de carbono vitreo modificado con nanoparticulas de oro y
voltamperometria diferencial de pulsos. Por lo tanto, el EPC construido en este
trabajo presenta un buen desemperio, permitiendo realizar cuantificaciones en bajas

concentraciones de PG en medio acuoso.

9.4 Estudio voltamperométrico del AA usando el EPC

Esta sustancia se estudié inicialmente en el mismo electrolito soporte que los otros
analitos, en buffer fosfatos con un valor de pH igual 7; sin embargo, con la finalidad
de desplazar el potencial de pico anddico hacia valores mayores, se decidié
disminuir el valor de pH del medio a 4.5. En esta condicién, el potencial de pico
anddico aparece en 230 mV vs plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm3, como
se muestra en la Figura 25, en la que se tienen voltamperogramas obtenidos para

disoluciones de AA de diferente concentracion.

Se utilizé el mismo método de renovacion de superficie del EPC que en el caso del
PG. Pues las réplicas de los voltamperogramas para una misma concentracion son
practicamente iguales. Los coeficientes de variacion de la corriente de pico para
diferentes niveles de concentracion se presentan en la Tabla 8, presentando valores

menores al 1.9 %.
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Figura 25. Voltamperogramas de barrido lineal para AA en concentraciones iguales
a 40 (A), 100 (B), 130 (C), 160 (D) y 190 (E) uM sin renovar la superficie del ECP
entre cada concentracion (3 réplicas), en DBF 0.1 M, pH = 4.5. ER de plata/cloruro
de plata en KCl(ac) 3 mol dm= y CE de grafito. Eo =-0.08 V, Ef= 0.85 V, EE = 0.005
V,v=0.100 Vs

Tabla 8. Valores de ipa para AA por cuadruplicado en diferentes concentraciones,

renovando la superficie del EPC cuando se cambio el nivel de concentracion.

Concentracion (uM)

Réplica 40 100 130 160 190
1(HA) 0.586 1.418 2.170 2.734 3.334
2 (UA) 0.579 1.436 2.204 2.739 3.201
3 (LA) 0.595 1.429 2.183 2.746 3.288
4 (LA) 0.590 1.479 2.229 2.723 3.245

X 0.588 1.441 2.197 2.736 3.290
S 0.007 0.027 0.026 0.010 0.036
CV (%) 1.12 1.85 1.17 0.35 1.11

En las Figuras 26 y 27, se muestran los voltamperogramas de barrido lineal para
disoluciones de AA de concentracion creciente. La corriente de pico incrementa
proporcionalmente con la concentracion. En las Figuras 28 y 29, se tienen las curvas
de calibracion en los mismos intervalos de concentracion que los

voltamperogramas.
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Figura 26. Voltamperogramas de barrido lineal para curva de calibracion de AA en
concentraciones iguales a 117, 140, 163, 186, 209, 232 y 254 uM, en DBF 0.1 M,
pH = 4.5. ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm3y CE de grafito. Eo = -
0.08 V,Efr=0.85V, EE=0.005V,v=0.100 V st
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Figura 27. Voltamperogramas de barrido lineal para curva de calibracion de AA en
concentraciones iguales a : 1200, 1499, 1799, 2099, 2399, 2699 y 2923 uM, en DBF
0.1 M, pH = 4.5. ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm23y CE de grafito.
Eo=-0.08 V, Ef=0.85V, EE =0.005 V, v=0.100 V s
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Figura 28. Curva de calibracion de &cido AA en concentraciones iguales a 117, 140,
163, 186, 209, 232y 254 uM, en DBF 0.1 M, pH = 4.5. ER de plata/cloruro de plata
en KCl(ac) 3 mol dm= y CE de grafito. Eo =-0.08 V, Ef = 0.85 V, EE = 0.005 V, v =
0.100 V s™.
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Figura 29. Curva de calibracion de AA en concentraciones iguales a 1200, 1499,
1799, 2099, 2399, 2699 y 2923 uM, en DBF 0.1 M, pH = 4.5. ER de plata/cloruro de
plata en KCl(ac) 3 mol dm-y CE de grafito. Eo =-0.03 V, Er=0.85 V, EE = 0.005 V,
v=0.100V s,
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La ecuacion de regresion lineal para el intervalo de concentraciones de 117 a 254
UM es ipa =0.0272 £0.0014 C-0.4973 £ 0.2679, siendo el error tipico igual a 0.0659
y r2 = 0.998. Con esto, se calcularon los valores de limite de deteccion y

cuantificacion, que se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Limites de deteccion y cuantificacion para AA con voltamperometria de
barrido lineal, empleando el EPC, calculados segun las ecuaciones del anexo
(Shrivastava y Gupta, 2011), mostradas en la seccidén 11 del presente escrito.

Limite de deteccidén Limite de cuantificaciéon

7.27 uM 24.23 uM

El limite de deteccion es del mismo orden de magnitud de aquellos encontrados en
la literatura. Por ejemplo, Vedenyapina, Kazakova y Skundin (2019) reportaron un
limite de deteccion igual a 1.87 uM, utilizando un electrodo de diamante dopado con
boro con voltamperometria de onda cuadrada. Pisochi et al. (2011) obtuvieron un
limite de deteccion de 75 uM con un electrodo de platino y otro de 20 uM con un
electrodo de pasta de carbono, mientras que los limites de cuantificacion resultantes
con los mismos electrodos fueron 250 y 18 uM, respectivamente, empleando
voltamperometria diferencial de pulsos. De acuerdo con esto, el EPC construido en

este trabajo es eficiente para determinar AA en bajas concentraciones.

La ecuacion de regresion lineal para la curva de calibracion de la Figura 29, cuyo
intervalo de concentraciones es de 1200 a 2923 uM es ipa = 0.026 + 0.001 C — 3.8
+ 2.1, siendo el error tipico igual a 0.5813 y r> = 0.998. Al ser un intervalo de
concentraciones mas amplio, se eligié para realizar la cuantificacion del analito en

tabletas comerciales (seccién 9.2).
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9.5. Aplicacién del EPC para la determinacion de AA en un producto
comercial (Rosavit C)

Antes de tratar de realizar una determinacion de AA en la muestra de Rosavit C, se
realizd un ensayo para determinar si los otros componentes de la formulacion, como
el extracto de rosa canina o residuos del excipiente generaban alguna clase de
interferencia. En la Figura 30 se muestran los voltamperogramas obtenidos para
una disolucion de la muestra de Rosavit C, de acuerdo con la cantidad de la muestra
utilizada y la magnitud de la corriente de pico esperada segun las curvas de
calibracion obtenidas previamente. De estos resultados se concluye que no hay
interferencia alguna del resto de los componentes de la formulacion en la sefial

debida la electrooxidacién de la vitamina C.

En la Tabla 10 se muestran los resultados de la cuantificacion de AA en la muestra
de Rosavit C, de acuerdo con lo mencionado en la seccion 8.4 (numeral 48 de esta
lista). Tras el analisis, se encontr6 que la muestra contiene en promedio 501.4
(promedio) + 0.2 (desviacion estandar de una determinacion por triplicado) mg de
AA por tableta. El fabricante indica en el marbete que el contenido de la sustancia
por tableta es igual a 500 mg. Al realizar una prueba t utilizando la ecuacion del
anexo (Miller y Miller, 2002), usando como referencia este ultimo valor y la
desviacion estandar del resultado experimental de 0.2, se concluye que hay
diferencia significativa (P = 0.05, n = 3). Sin embargo, cabe sefialar que utilizar como
referencia el valor indicado por el fabricante puede ser no adecuado, puesto que la
cantidad real de AA presente en la muestra pudiese ser mas cercana a la
determinada por el método electroquimico, lo cual se podria corroborar al cuantificar
la sustancia por un método oficial. A pesar de esto, el resultado indica que el
fabricante cumple con la especificacion de la Farmacopea Mexicana, la cual sefiala
gue la cantidad de AA no deber ser mayor al 160 % del principio activo indicado en

el marbete.
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Figura 30. Voltamperogramas obtenido para una muestra de Rosavit C (3 réplicas).
DBF 0.1 M. ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm-3y CE de grafito. Eo =
OV,Ef=0.85V, EE=0.005V,v=0.100 V s™.

Tabla 10. Resultado experimental para la determinacion de AA en la muestra de
Rosavit C por VL utilizando el EPC.

Ecuacion de la recta de calibracion (n =7) | ipa = 0.0026 + 0.0013 C —3.59 + 2.72

X de la sefial de la muestra 61.98 uA + 0.02
Resultado 501.4 + 0.2 mg / tableta
Cantidad indicada por el fabricante 500 mg / tableta

9.6 Aplicacion del EPC a la cuantificacion de PN en muestras comerciales y
comparacion de los resultados voltamperométricos con los de un método

de analisis cromatografico no validado, basado en el recomendado por la

USP
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Una vez que se sabe que el EPC construido en este trabajo permite observar las
sefiales de electrooxidacion de tres analitos de interés farmacéutico o alimenticio,
se decidid poner a prueba el analisis voltamperométrico de PN en una muestra
farmacéutica, comparandolo contra un método desarrollado (que por motivos de la
pandemia ya no nos fue posible validar) en nuestros laboratorios con el apoyo del
M. en C. Juan Rolando Vazquez y del Departamento de Quimica Analitica de la
Facultad de Quimica de la UNAM, que permiti6 el uso de los equipos
cromatograficos con que se cuenta en el laboratorio 3E del Edificio A de la misma.
Para desarrollar este método se partié de las indicaciones que da la USP, que
recomienda llevar a cabo la determinacion de la piridoxina usando 1-
hexanosulfonato de sodio como un reactivo de par ionico, sustituyendo este
compuesto (que no teniamos disponible en el laboratorio) por dodecil sulfato de

sodio, como se sefal6 en la seccion 8.2.

En la Figura 31 se muestra un cromatograma obtenido para una disolucion de
clorhidrato de piridoxina en una concentracion igual a 0.34 mM en las condiciones
empleadas en este trabajo. A pesar de que estas no son las mismas que las de la
farmacopea mexicana o la USP, en donde se utiliza hexanosulfonato de sodio como
reactivo de par ionico, la forma del pico cromatografico y su tiempo de retencion son
muy similares (Scielc Technologies, 2002-2018). El coleo de la sefial cromatografica
también se ha observado cuando se us6 dodecilsulfato de sodio con acetonitrilo,
acido acético y tetrahidrofurano como fase mévil (Al Jallad et al., 1999), y cuando
se utilizé &cido heptanosulfonico, trietilamina y metanol (Amidzic et al., 2005). De
acuerdo con esto, es muy dificil reducir el factor de coleo de la piridoxina, incluso

cuando se utiliza un reactivo de par ionico.
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Figura 31. Cromatograma obtenido para piridoxina en concentracion igual a 0. 34
mM. Fase movil compuesta de una proporcion 95:5 de fase acuosa/organica, con

un flujo de 0.8 mL min.

Debido a los objetivos particulares de este trabajo, se decidié continuar con las
condiciones de trabajo cromatograficas ya descritas y no se optimizaron mas alla
para reducir el factor de coleo indicado por el software, con un valor de 1.7, ya que
como se mostrara en los parrafos siguientes, es un paradmetro que no afecta en las

determinaciones realizadas.

9.6.1 Evaluacién del tiempo de retencion

Para estimar la reproducibilidad del método cromatogréafico, se registraron los
tiempos de retencidn de piridoxina por sextuplicado en tres dias diferentes. En la
Tabla 11 se muestran los resultados para este experimento. Se observa que el
tiempo de retencion fue practicamente igual para los tres dias, con coeficientes de

variacion menores al 0.5 %.
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Tabla 11. Tiempos de retencion para piridoxina en concentracion igual a 300 uM

por sextuplicado, en tres dias diferentes. fase mévil compuesta de una proporcion

95:5 de fase acuosa/organica, con un flujo de 0.8 mL min-t,

Inyeccion | Dial/tr (min) Dia2/tr (min)  Dia 3/tr (min)

4.998
4.998
4.998
4.998
4.990
4.990
4.995
0.004
CV (%) 0.083

NiXio o~ wN ik

9.6.2 Linealidad

4.957
4.957
4.965
4.957
4.948
4.957
4.957
0.005
0.109

4.965
4.965
4.940
4.948
4.965
4.998
4.964
0.020
0.402

En la Figura 32 se muestra la curva de calibracion por estandar externo para

piridoxina, en un intervalo de 0.097 a 0.438 mM. La ecuacion de la regresion lineal
es A=12172239 + 297832 C -12845 + 86347, con un valor de r> = 0.9994 y un error

tipico de 38406.9.

6.E+06 -
5.E+06 -
4.E+06 -

3.E+06 -

Area cromatogréafica

2.E+06 -

1.E+06 -

0.E+00 \
0 100

200 300 400

Concentracion / pM

Figura 32. Curva de calibracion obtenida por CLAR para piridoxina en
concentraciones iguales a: 97.3, 145.9, 194.6, 243.2, 291.8, 340.5, 389.1 y 437.7

UM, en agua. 95:5 de fase acuosa/organica, flujo de 0.8 mL min-.
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Los valores del limite de deteccion y cuantificacion se muestran en la Tabla 12.
Como se observa, tanto el limite de deteccién como el de cuantificacion son del
mismo orden que aquellos obtenidos con voltamperometria y el EPC construido en

este trabajo, los cuales se presentaron en la Tabla 4.

Tabla 12. Limites de deteccion y cuantificacidon para piridoxina en el método CLAR
calculados segun las ecuaciones del anexo (Shrivastava y Gupta, 2011).
Limite de deteccion Limite de cuantificacién
9.47 uM 31.55 uM

Al realizar la prueba t para la ordenada al origen, se concluye que ésta es
estadisticamente igual a 0, por lo que es viable realizar calibraciones por estandar
externo con un solo punto, es decir, calibraciones por factor de respuesta.
Asimismo, al realizar este tipo de calibracion, el tiempo requerido para llevar a cabo
el analisis de piridoxina en una muestra determinada disminuye drasticamente, ya

gue sélo se requiere utilizar una disolucion estandar y la muestra.

Asi, para calcular el factor de respuesta Fr de piridoxina con una disolucion
estandar, esta se debe inyectar un nimero n de veces en el cromatégrafo y al

obtener el &rea cromatogréfica se emplea la ecuacion:

F Area cromatografica
T

Concentracibén del estandar

Obteniendo asi un factor de respuesta promedio con su correspondiente intervalo
de confianza o coeficiente de variacion. En el caso de las concentraciones del
estandar utilizadas, siempre se procuré que fueran cercanas a la mitad del intervalo

de concentraciones utilizado, es decir, 0.3 mM.

Una vez que se prepara la muestra, su concentracion en la disolucion que se inyecta
en el cromatogramo se calcula utilizando las areas de las sefiales y el factor de

respuesta:
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Area cromatografica
Fr

Concentracioén del estandar =

Y conociendo el procedimiento realizado para preparar la muestra, se calcula la

concentracion de piridoxina en la muestra original.

9.6.3 Variacion de flujo

Para verificar si una ligera variacion de flujo afectaba el desempefio cromatografico
del método implementado, se evalud el porcentaje de recobro de una disolucion
estandar en tres experimentos en los cuales se varié el flujo, con valores de 0.7, 0,8

y 0.9 mL min-t. Cada experimento se realizé en tres dias diferentes.

En las Tablas 13, 14 y 15 se muestran los resultados del porcentaje de recobro para
los valores de flujo iguales a 0.7, 0.8 y 0.9 mL mint, respectivamente. Asimismo, en
las Figuras 33, 34 y 35 se presentan los cromatogramas obtenidos para piridoxina

en concentracion aproximada de 300 uM, en los respectivos flujos ya mencionados.

Como era de esperarse, el tiempo de retencion promedio disminuy6 conforme el
valor de flujo incrementaba, existiendo una diferencia de tiempo de retencién igual
a 1.4 minutos entre el flujo de 0.9 y el de 0.7 mL min*. Sin embargo, se deduce que
para muestras relativamente sencillas, como las farmacéuticas, es viable utilizar
cualquiera de estos tres valores de flujo, en especial en aquellas donde la vitamina

Be es el unico principo activo.

En cuanto a los porcentajes de recobro, para el flujo de 0.7 mL min'! se obtuvo un
valor de 103.3 %, para el de 0.8 mL min* uno de 103.4 %, y para el flujo de 0.9 mL
mint se obtuvo 100.6 %. Estos resultados demuestran que la variaciéon de flujo no
tuvo efecto en la precision del método. Ademas, los coeficientes de variacion para
las areas cromatograficas y los tiempos de retencion fueron menores al 3.1 %, tanto

en las disoluciones estandar de trabajo como en los estandares de recobro.
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Tabla 13. Porcentaje de recobro de clorhidrato de piridoxina empleando un flujo de

0.7 mL min1,

. — _ Recobro
Estandares Area X CV (%) | tr X (min) CV (%) )
0
Trabajo (300.6 uM) = +370988.6 1 54 5601 | 1.1
Recobro (296.7 uM) | #7843 g9 5521 | 0.2 103.3

Tabla 14. Porcentaje de recobro de clorhidrato de piridoxina empleando un flujo de

0.8 mL min1.

o — _ Recobro
Estandares Area X CV (%) | tr X (min)  CV (%) %)
0
Trabajo (201.8 uM) = 7422151 1 55 4877 03
Recobro (292.8 uM) 38805333.1 1.7 4.882 0.6 103.4

Tabla 15. Porcentaje de recobro de clorhidrato de piridoxina empleando un flujo de

0.9 mL min-t,

i _ CcVv —
Estandares Area X %) tr X (min) | CV (%) Recobro (%)
0
Trabajo (293.0 uM) 3368442.9 ' 46 4.206 0.1
Recobro (307.9 uM) 35603393 54 4.209 0.3 100.6

Por otra parte, se observa una aparente correlacion entre el area promedio
cromatogéfica y el flujo, puesto que se obtuvieron valores mayores de area para el
flujo de 0.7 mL mint. Esto podria ser de importancia en cuanto a la sensibilidad del
método se refiere, por ejemplo, en una determinacion de piridoxina a niveles traza.
Es por esto que para los experimentos subsecuentes se utilizo el flujo intermedio
(0.8 mL min-?).
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En este trabajo se decidi6 calcular el porcentaje de recobro usando estdndares en
lugar de muestras fortificadas, como cominmente se realiza en la literatura. La
razon de esto fue para eliminar la variable de la preparacion de la muestra y una
posible interfencia de la matriz. Con ello se demostrd que el método cromatografico
implementado tiene precision, reproducibilidad y es eficiente para los fines de este
trabajo. Como se vera mas adelante, el método funcion6 para analizar una muestra
farmacéutica adecuadamente, para compararse con el método electroquimico de

principal interés.
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Figura 33. Cromatograma obtenido para piridoxina en concentracion igual a 300.6
uM. Fase mévil compuesta de una proporcion 95:5 de fase acuosa/orgénica, con un

flujo de 0.7 mL min.
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Figura 34. Cromatograma obtenido para piridoxina en concentracién igual a 291.8
uM. Fase moévil compuesta de una proporcion 95:5 de fase acuosa/organica, con un

flujo de 0.8 mL min™.
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Figura 35. Cromatograma obtenido para piridoxina en concentracion igual a 293
uM. Fase mévil compuesta de una proporcion 95:5 de fase acuosa/orgénica, con un

flujo de 0.9 mL min.

64



Debido a la presencia de meclizina en la muestra farmacéutica analizada, se realiz6
un ensayo para determinar si dicha sustancia actia como interferente en los dos
métodos. En las Figuras 36 y 37 se tiene el cromatograma y el voltamperograma,
respectivamente, de la muestra tratada de acuerdo con las condiciones particulares
de cada método. Se observa Unicamente la sefial correspondiente a la piridoxina en
ambos casos; ademas, la magnitud tanto de la corriente de pico como del area
cromatografica se correlacionan con la concentracién esperada de piridoxina, de
donde se desprende que la meclizina no generé una sefial que se estuviera
traslapando con la producida por la piridoxina en ninguno de los dos métodos de

analisis usados.
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Figura 36. Cromatograma obtenido para una muestra de Meclison. Fase movil
compuesta de una proporcién 95:5 de fase acuosa/orgénica, con un flujo de 0.8 mL

min-L.
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Figura 37. Voltamperograma obtenido para una muestra de Meclison. DBF 0.1 M.
ER de plata/cloruro de plata en KCl(ac) 3 mol dm2y CE de grafito. Eo = 0.3 V, Ef =
1.2V,EE=5mV,v=100 mV s

En la Tabla 16 se muestran los resultados de la cuantificacién de clorhidrato de
piridoxina por CLAR, en el cual se obtuvo un resultado de 52.4 + 0.45 mg/tableta.
En la Tabla 17 se tiene la determinacibn de la misma sustancia por
voltamperometria de barrido lineal, utilizando el EPC, en donde el resultado fue de
51.18 + 1.10 mg/tableta. Si bien la desviacion estandar es menor utilizando
cromatografia, al usar el estadistico F, conforme se indica en el anexo, se concluye
gue no hay diferencia significativa en el contraste de las varianzas (F < Fz2, P =
0.05). Ademas, de acuerdo con la Farmacopea Mexicana, las tabletas de clorhidrato
de piridoxina no deben contener menos del 95 % y no mas del 115 % de la sustancia
indicada en el marbete, por lo cual se sabe por ambos métodos que el fabricante

cumple con esta especificacion.

Tabla 16. Resultados experimentales para la determinacion de piridoxina en la
muestra de Meclison por el método CLAR.

i _ CcVv _
Disoluciones Area X %) tr X (min) | CV (%) Resultado
0
Estandar (291.8 uM) S 422110 o5 4877 03 | 524+045
Muestra 39824558 0.9 4.901 0.4 mg/tableta
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Tabla 17. Resultados experimentales para la determinacién de piridoxina en la
muestra de Meclison por el método electroquimico usando el EPC.
Ecuacion de la recta de calibracion (n =7) | ipa=0.080 + 0.007 C + 0.66 + 0.40

X de la sefial de la muestra 5.10pA £0.112
Resultado 51.18 + 1.10 mg/tableta

De acuerdo con la comparacion realizada, el electrodo de pasta de carbono
presenta un buen desempefio para realizar determinaciones electroquimicas en
muestras farmacéuticas, ya que los datos de la cuantificacion en la muestra de
Meclison son equiparables. Lo anterior se demuestra al realizar la comparacion de
dos medias experimentales cuyas desviaciones estandar, expresadas en los
resultados de las Tablas 16 y 17, son significativamente iguales. El valor calculado
del estadistico t es igual a 1.78, y es menor que el valor critico de t4 que es 2.78 (P
= 0.05). Las ecuaciones empleadas para este contraste se muestran en el anexo,
tomadas de Miller y Miller (2002). Ademas, los valores previamente mostrados de
los limites de deteccion y cuantificacion para el método electroquimico y el de CLAR

son del mismo orden de magnitud, siendo menores los del primero.

En la Tabla 18 se presenta una breve comparacion de las caracteristicas
principales de cada técnica, tales como costo de los equipos y tiempo de analisis
empleados en este experimento. De acuerdo con ésta, utilizar la técnica
electroquimica para desarrollar un método de analisis en el que se utilice un EPC
de construccion sencilla puede tener multiples ventajas frente aquellos que emplean
la técnica cromatografica, ya que utilizar instrumentacion de bajo costo y equipos

menos complejos facilitan el analisis de ciertas sustancias.
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Tabla 18. Comparacién de las principales caracteristicas de las técnicas utilizadas

para la determinacion de piridoxina en la muestra de Meclison.

Técnica Voltamperometria CLAR
Comatégrafo marca Thermo
Scientific, modelo Uitimate 3000:
$ 1 000 000
Agua para fase movil: 475 mL
Metanol para fase maovil: 25 mL
Agua para reactivo de par iénico:

Costo aproximado Potenciostato: $ 70
del equipo 000

Agua para electrolito

soporte y estandares:
Volumen de P y

. o 150 mL
reactivos utilizado AQua para muestra: 80 20 mL
guap mL ' Agua para estandar: 100 mL

Agua para muestra: 100 mL
Tiempo de
preparacion o
acondicionamiento

Electrodo de pasta de

carbono: 10 min Columna: 60 min

Curva de calibracion y

Tiempo de analisis .
muestra: 25 min

Un estandar y muestra: 90 min

Tiempo
preparacion 45 min 45 min
muestra

El método cromatografico implementado en este trabajo fungié como una referencia
para contrastar los resultados obtenidos con voltamperometria y el electrodo de
pasta de carbono y, conforme lo obtenido para la muestra farmacéutica analizada,
puede decirse que, en este caso, fue mas conveniente desde diferentes aspectos
realizar la determinacion con la técnica electroquimica. Ya se han realizado otras
comparaciones entre técnicas electroquimicas y cromatograficas (Erk y Biryol,
2003), llegando a la misma conclusion. Sin embargo, la cromatografia es de amplio
uso en la investigacion y, sobre todo, en la industria debido a su especificidad y
capacidad de discriminacion por el hecho de ser una técnica de separacion, lo cual
podria ser una de las razones por las que es la técnica mas usada con fines de
cuantificacion en los rubros ya mencionados. Es por todo lo anterior que un
profesional de la quimica debe poseer los conocimientos pertinentes para evaluar y
proponer las técnicas y metodologias mas convenientes segun las necesidades y

recursos disponibles, en el ambito donde se desarrolle.
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10. Conclusiones

A través del estudio voltamperométrico realizado para acido ascérbico,
piridoxina y galato de propilo, se puede decir que las metodologias de analisis
gue puedan desarrollarse para estudio y cuantificacion de dichas sustancias,
y que impliquen el uso del electrodo de pasta de carbono, son una alternativa

sencilla, eficaz, de bajo costo y facil empleo.

El electrodo de pasta de carbono es eficiente como instrumento de trabajo y

de menor costo frente a otros materiales como el oro o platino.

Se establecieron bases metodoldgicas para la cuantificacion de AA y
piridoxina en muestras de caracter farmacéutico y alimentario, usando

voltamperometria de barrido lineal y el electrodo de pasta de carbono.

Se comparo el resultado obtenido con el electrodo de pasta de carbono frente
al obtenido con el método cromatografico (basado en el oficial de la
farmacopea), en la cuantificacion de piridoxina en muestras farmacéuticas,

concluyéndose que estadisticamente son iguales.
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11. Anexo

11.1 Calculo de los errores en la pendiente y en la ordenada al origen de las

curvas de calibracioén

En primer lugar se calcula el estadistico Sy, que estima los errores aleatorios en la
X

direccion y:

n—2

A
RI<
I

Donde y; son los puntos sobre la recta de regresion calculada previamente con el
método de los minimos cuadrados, correspondientes a los valores individuales de

X, es decir, los valores de y ajustados.

Se procede entonces a calcular la desviacion estandar de la pendiente m:

Sy

_ x

[N S—
V2i(x; — )2

Donde x es el promedio de los valores x; utilizados para calcular la recta de

regresion.

La desviacion estandar de la ordenada en el origen b es:

Sp, =S
b %n
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11.2 Calculo de los limites de deteccion y cuantificacién

Para calcular ambos limites, se utilizé el estadistico Sy. El limite de deteccién se
X
estimo de acuerdo con:

w
(9%)
RIR

LD =

Donde m es la pendiente de la recta de regresion. De manera muy similar, el limite
de cuantificacion se calcul6 segun:

11.3 Calculo del error aleatorio de la concentracién en la curva de calibracion

Para estimar el error aleatorio de una concentracién que se obtuvo al despejarla de
la ecuacion de regresion, se empled la siguiente ecuacion:

P A S O C 7 )
o oom p n m?2Y(x;—x)?

Donde p es el numero de determinaciones realizadas de y,, el cual es el valor

experimental de y a partir del cual se calcula la concentracién con la ecuacién de
regresion. Ademas, x y y son los promedios de los valores x; y y;.

11.4 Comparacién de una media experimental con un valor conocido

Para comparar una media, x, obtenida a partir de datos experimentales con un valor

de referencia, u, se calcula el estadistico t usando la siguiente ecuacion:

t_(f—u)x/ﬁ
B S
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Donde s es la desviacion estandar muestral y n el tamafio de la muestra. El valor
absoluto de t se compara con el valor critico de dicho estadistico obtenido de tablas

para un nivel de significacion concreto, utilizando n — 1 grados de libertad.
11.5 Comparacion de dos medias experimentales

Para este caso se tienen dos media muestrales, x; y X,, cuyas desviaciones
estandar son significativamente iguales, las cuales se contrastan con el estadistico
t de la siguiente manera:

(X, — X3)
’1 1
T Tl_1+Tl_2

Donde r considera los grados de libertad y la desviacion estdndar de cada conjunto

muestral:

_ (ny — Dsf + (n, — 1)s3
B (Tll + le - 2)

El valor calculado de t se compara con el valor critico obtenido de tablas para un

nivel de confianza concreto, utilizando n, + n, — 2 grados de libertad.

11.6 Prueba F para la comparaciéon de desviaciones estandar

Para comprobar si la diferencia entre dos valores de s muestrales es significativa,

se calcula el valor de F de acuerdo con la siguiente manera:

2
S1
F=—
S
2

Los valores de las varianzas deben ser dispuestos tal que F > 1. Los grados de
libertad del numerador y denominador son n, — 1y n, — 2, respectivamente. El
valor de F calculado debe ser menor al valor critico para un cierto nivel de confianza,

el cual se obtiene de la tabla correspondiente.
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