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Presentacion

El presente manual tiene como objetivo apoyar el curso teérico-practico de la Unidad de Ensefianza Aprendizaje de Métodos
Instrumentales que se imparte en séptimo trimestre de la licenciatura en Biologia Experimental. El material estd elaborado pen-
sando en el sistema trimestral de la Universidad Autonoma Metropolitana.

En este manual se abordan los temas de cromatografia de liquidos tradicionales, cromatografia de gases, cromatografia de
liquidos de alta resolucion, electroforesis, espectrofotometria y radiactividad.

El texto se compone por 8 précticas, estructuradas con objetivo, introduccion, material y reactivos, técnicas, tratamiento de
datos experimentales, cuestionario y bibliografia.

Para la obtencion e interpretacidn de los resultados, se recomienda relacionar los conceptos teoricos con las actividades
experimentales.

Cabe mencionar que el manual también contiene 3 capitulos relacionados con las instrucciones generales de laboratorio,
matematicas basicas en el laboratorio y estadistica en el laboratorio.

Los autores
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Instrucciones Generales de Laboratorio

Seguridad en el Laboratorio
1.1 Reglas de seguridad

El laboratorio debe ser un lugar seguro para trabajar, los accidentes se pueden originar por negligencia en la prevencion, descui-
dos, bromas o por circunstancias fuera de control. La seguridad es un conjunto de medidas técnicas, educacionales, médicas
y psicoldgicas empleadas para prevenir accidentes, tendientes a eliminar las condiciones inseguras del ambiente y a instruir o
convencer a las personas acerca de la necesidad de implementar practicas preventivas (Verde y cols., 2013).

Para garantizar seguridad en el laboratorio se deberdn tener siempre presentes los posibles peligros asociados al trabajo con
reactivos quimicos y conocer las medidas de seguridad que se aplican a estos lugares de trabajo.

Todas las personas que se encuentran en un laboratorio quimico deben conocer y observar las siguientes reglas (Shugar &
Ballinger, 1990).

1. Nunca trabaje en el laboratorio solo o sin la supervision de su profesor. En caso de ocurrir un accidente necesitara el
auxilio de alguna persona.

2. Nunca realice un experimento sin conocer las reglas de seguridad y procedimientos que se aplican al trabajo del labo-
ratorio. Es conveniente investigar el potencial dafiino de los materiales quimicos a utilizar en los experimentos, esto se
puede hacer en los manuales apropiados sobre productos quimicos, equipo y procedimiento.

3. Nunca realice un experimento sin utilizar la ropa y accesorios de proteccion personal. En los laboratorios de quimica
es comun el uso de la bata, lentes de seguridad, guantes de diferentes materiales, mascarilla y zapatos apropiados. Las
caracteristicas de estos elementos de seguridad se indican a continuacion.

Bata. Debe ser de algodon, de manga larga, 1 6 2 tallas mas grande de la talla habitual que usa el alumno y debe contar con
todos los botones para mantenerla cerrada (Fig. 1).

Figura No. 1. La bata de laboratorio es obligatoria.
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Lentes de seguridad. También llamados gafas, “goggles”, o anteojos panordmicos, deben proteger toda la superficie frontal y
lateral de los ojos y ser de un material transparente que permita una completa visibilidad (Fig. 2).

Figura No. 2. Lentes de seguridad para el manejo de sustancias corrosivas como los &cidos fuertes.

Mascarilla. Protege las vias respiratorias de polvos y/o vapores tdxicos o corrosivos. Las hay con diferentes filtros, para polvos
finos, vapores organicos y dcidos (Fig. 3).

Figura No. 3. Mascarilla protectora contra polvos y/o vapores toxicos o corrosivos.

Guantes. Los hay de diferentes materiales, de latex 0 neopreno para el trabajo habitual de laboratorio, de asbesto para sujetar
objetos calientes y de neopreno para manejo de dcidos (Fig. 4).

Para objetos calientes Para manejo de acidos

Figura No. 4. Diferentes tipos de guantes para uso en el laboratorio.

Zapato. Se recomienda usar zapato cerrado, de suela antiderrapante. La zapatilla de tacon alto, las sandalias y en general los
zapatos abiertos no se consideran adecuados para trabajo de laboratorio.

4. Se recomienda traer el cabello recogido, evitar el uso de anillos, pulseras y gorras, y en el caso de las mujeres, las unas
largas no son apropiadas para el trabajo de laboratorio y no se recomienda el uso de medias.

5. Nunca trabaje sin conocer la localizacion y operacion de todos los equipos de emergencia de los laboratorios. Los equi-
pos de emergencia son: disolucion para lavar los ojos, depdsito de agua, extinguidores, alarmas de incendio, salida de
emergencia, aparato para administrar respiracion artificial, etc. Es importante conocer cudl es la forma de obtener ayuda
durante las emergencias, los procedimientos de evacuacion y sistemas de alarmas.

8 Temall
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6. Toda herida o quemadura, aun los pequefos cortes, que se produzcan durante una practica deben ser informados
obligatoriamente al docente y deberdn ser tratadas inmediatamente. En el caso de salpicaduras de cidos sobre la piel
lavar inmediatamente con agua abundante, teniendo en cuenta que en el caso de dcidos concentrados la reaccién con el
agua puede producir calor. Es conveniente retirar la ropa de la zona afectada para evitar que el corrosivo quede atrapado
entre ésta y la piel.

7. No consuma alimentos o bebidas, ni corra, fume, se maquille o manipule lentes de contacto en el laboratorio, atin
cuando no se estén realizando practicas.

8. No pipetee las soluciones con la boca. Use una propipeta o un aspirador que proporcione el vacio, como una jeringa de
plastico conectado a la pipeta por una manguera de pléstico.

9. No se permiten juegos o bromas. Nunca se debe distraer a otras personas que estén trabajando en el laboratorio o hacer
bromas con los compresores de aire, reactivos quimicos, etc.

10. Mantenga su area de trabajo limpia y ordenada. No se deben colocar libros, abrigos y mochilas sobre las mesas de
trabajo. Se deberd verificar que la mesa esté limpia al iniciar y al terminar el trabajo realizado.

11. No se permite el uso de audifonos durante la practica.
12. Las visitas no estdn permitidas.

1.2 Normas particulares de trabajo

Las normas que se deben seguir en los laboratorios de quimica (Verde y cols., 2013) son.
1. Las balanzas deben dejarse en ceros y perfectamente limpias después de su uso.

2. Cerca de las balanzas sélo deberdn estar los estudiantes que en ese momento se encuentren pesando (uno por bal-
anza).

3. Las pipetas con reactivo residual, se deberdn colocar con la punta hacia abajo sobre la tarja de cada mesa de trabajo y
los alumnos no deberdn trasladarlas de un lado a otro para evitar riesgos de salpicaduras a sus comparneros.

4. Siempre que trabaje con algun reactivo toxico o corrosivo (como los dcidos fuertes), deberd realizar la operacién en la
campana de extraccion, con la luz y el extractor encendidos, y el vidrio protector abajo dejando un espacio para poder
manipular el reactivo.

5. Siempre que diluya un dcido fuerte con agua deberd hacerlo de la siguiente manera. Coloque en el matraz volumétrico
o recipiente de vidrio donde va a llevar a cabo la dilucidn, la mitad del volumen total de agua indicado en la preparacion
del reactivo, afiada el dcido manteniendo el recipiente receptor en un cierto dngulo que asegure que la boca del recipi-
ente sefiale hacia el lado contrario de su cara o la de su compafiero. iNunca afiada agua al 4cido!

Elisa Vega Avila/José Ramén Verde Calvo/Frida Pura Malpica Sanchez/Maria del Carmen Pérez César 9



m Universidad Auténoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Se debera etiquetar todo el material de vidrio con el nombre del reactivo, la concentracidn a la que esté preparado, fecha
y nombre o ntimero de equipo.

Los frascos de los reactivos deben cerrarse inmediatamente después de su uso, durante su utilizacion los tapones o las
tapas deben colocarse siempre boca arriba sobre la mesa.

No deben manipularse jamés productos o disolventes inflamables en las proximidades de un mechero encendido o de
la flama de un encendedor.

Al agitar moderadamente un tubo de ensayo golpee con la punta del dedo la base del tubo. Cuando requiera una agi-
tacién vigorosa por inversion del recipiente, tapelo con un tapdn de rosca, nunca lo haga con la mano.

. Si algtn reactivo se derrama, debe retirarse inmediatamente dejando el lugar perfectamente limpio. Las salpicaduras de

sustancias bésicas deben neutralizarse con un dcido débil (por ejemplo con dcido citrico) y las de sustancias acidas con
una base débil (por ejemplo con bicarbonato sodico).

. No deben verterse residuos sdlidos en los fregaderos, para ello deben emplearse los recipientes para residuos que se

encuentran en el laboratorio.

12. No calentar nunca enérgicamente una disolucion. La ebullicion debe ser siempre suave, si hay necesidad utilice perlas

de vidrio para conseguir una ebullicién homogénea y suave.

13. El mechero debe cerrarse una vez utilizado, tanto de la llave del propio mechero como de la toma del gas de la mesa.

14.

15.

16.

17

Las disoluciones y recipientes calientes deben manipularse con cuidado. Para la introduccidn y extraccion de recipientes
de muflas, hornos y estufas deben utilizarse pinzas largas (como las que se usan para el manejo de crisoles en las mu-
flas) y/o guantes para manejo de objetos calientes. No meter material de pléstico ni material volumétrico.

No se deben oler directamente los vapores de sustancias volétiles, cuando se requiera dirija los vapores con las manos
hacia la nariz para percibirlos.

Después de haber tomado la cantidad deseada de un reactivo, deberd tapar inmediatamente el recipiente.

Nunca regrese reactivos (sélidos o liquidos) al recipiente original, a menos que esté seguro de su buen manejo y de que
no estan contaminados.

1.3 Reactivos quimicos en el laboratorio

Las substancias quimicas que se emplean en el laboratorio, son de diversos grados:

Grado técnico o comercial

Su calidad no esté garantizada y por ello no se utilizan para analisis quimico, pueden usarse en experimentos cualitativos donde
no se requiere cuantificar ni obtener resultados exactos.

Grado USP (United States Pharmacopeia)

Cumplen con las especificaciones que exigen las norma de la Farmacopea de Estados Unidos en cuanto a contenidos méximos
de contaminantes dafinos a la salud. Pueden contener contaminantes no peligrosos, pero que interfieren en determinados
procesos analiticos por lo que su uso no es aconsejable para estos propdsitos.

Temal
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Grado reactivo

Estas sustancias cumplen las especificaciones del Comité de Reactivos Quimicos de la Sociedad Quimica Americana (Reagent
Chemical Committee of the American Chemical Society) y son los indicados para el trabajo analitico. Se identifican por las siglas
en inglés ACS que aparecen en la etiqueta, la cual ademas declara el porcentaje maximo de impurezas permitido por dicho
Comité internacional, asi como el porcentaje de las impurezas que contiene.

Grado estandar primario

Los reactivos estdndar o patron primario son compuestos de elevada pureza, que han sido examinados exhaustivamente (Skoog
y cols., 2005).

1.4 Simbologia para denotar los riesgos de los reactivos quimicos

La adecuada organizacion, acomodo y rotulado de los compuestos quimicos que se utilicen en el laboratorio, es de gran im-
portancia, pues permite reconocer la naturaleza quimica de una disolucion o reactivo de una manera rdpida vy eficiente. Uno
de los sistemas empleados es aquel que utiliza rojo para compuestos inflamables, amarillos para agentes oxidantes, azul para
tdxicos, blanco para corrosivos y naranja para materiales relativamente no peligrosos. Ademas, se utilizan pictogramas o dibujos
para indicar las substancias que reaccionan con el agua asi como materiales carcinogénicos (Munchausen & Corkern, 1991).
Otros sistemas convencionales que usualmente se emplean para dar a conocer mediante simbolos los riesgos de las sustancias
quimicas (Verde y cols., 2013) son:

Numeros de riesgo de la Organizacion de Naciones Unidas (ONU).

Diamante de la National Fire Protection Association de los Estados Unidos (NFPA).
Sistema del Departamento de Transporte de los Estados Unidos (DOT).

Codigos de riesgo de empresas fabricantes de reactivos quimicos, como Merck y Baker.

De los sistemas anteriores el mas comtn es el de NFPA cuyo simbolo es un rombo (Fig. 5) que representa visualmente la infor-
macion sobre tres categorias de riesgo: salud, inflamabilidad y reactividad; identificadas y dlasificadas en una escala del 0 al 4,
dependiendo del grado de peligro que presenten. Adicionalmente, sefala riesgos especificos como poder oxidante, corrosividad,
si se trata de un compuesto radiactivo (4®) , su reactividad con el agua y si tiene cardcter acido, bésico o neutro (Harris, 2004,
Shugar & Ballinger, 1990).

Elisa Vega Avila/José Ramén Verde Calvo/Frida Pura Malpica Sanchez/Maria del Carmen Pérez César 1
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Nivel de riesgo Inflamabilidad

4 Mortal 4 Debajo de 25°C
3 Muy peligroso 3 Debajo de 37°C
2 Peligroso 2 Debajo de 93°C
1 Poco peligroso 1 Sobre 93°C

0 Sin riesgo 0 No se inflama

Inflamabilidad

Reactividad

Riesgo

especifico

OX -Oxidante

COR-Corrosivo
Radiactivo

W No usar agua

ALC -Alcalino

Riesgo especifico .
Reactividad

0 Estable

1 Inestable si se calienta.

2 Inestable en caso de cam-
bio quimico violento.

3 Puede explotar en caso de
choque o calentamiento.

4 Puede explotar.

Figura 5. Simbolo en forma de rombo o diamante de la National Fire Protection Association (NFPA).

En cuanto a los simbolos de riesgo empleados por las empresas fabricantes de reactivos quimicos, algunos se encuentran ejem-

plificados en la Fig. 6. Finalmente, la Fig. 7 presenta algunos simbolos de riesgo empleados en laboratorios e industrias.

W

Corrosivo Irritante - Toxico Muy Téxico Inflamable
Corrosive C Irritant XI Toxic T Very Toxic T+ Flammable F
Corrosif Irritant Toxique Trés Toxique Inflammable

Explosivo Comburente Nocivo Peligroso
Explosive E Oxidising O Harmful Xn para el Medio N

Explosif Comburant nocif Ambiente

Figura 6. Algunos simbolos de riesgo empleados por las compaiiias fabricantes de reactivos quimicos.
Tema 1
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A\ | £

ATENC'ON ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO
DE INCENDIO DE EXPLOSION DE CORROSION DE TOXICO DE RADIOACTIVIDAD DE ELECTROCUCION
ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION RIESGO ATENCION HOMBRES ATENCION MATERIAL ATENCION GAS
DE RESBALAR CAIDA DE OBJETOS VEHICULOS INDUSTRIALES GARGAS SUSPENDIDAS TRABAJANDO COMBUSTIBLE ENVASADO

ATENCION MAQUINAS RIESGO CHOQUE ATENCION ATENCION MATERIAL ATENCION PUESTA
EN MOVIMIENTO ELECTRICO PEATONES INFECCIOSO ATIERRA

Figura 7. Otros simbolos de riesgo empleados en laboratorios, plantas piloto e industrias.

Finalmente es importante también conocer o familiarizarse con el cddigo de colores que se emplean de forma general en algu-
nas normas tanto institucional como en el sector industrial.

1.5 Codigo de colores para tuberias de servicios en los laboratorios de docencia e investigacion.

También es importante mencionar que en los laboratorios de nuestra universidad existe otro tipo de sefializacion por colores y
ésta se refiere a las tuberias de la siguiente manera:

Color de la instalacién Significado
Amarillo Gas
Blanco Vacio
Telefonia
Eléctrico

Red de computo

Aire comprimido

Elisa Vega Avila/José Ramén Verde Calvo/Frida Pura Malpica Sanchez/Maria del Carmen Pérez César 13
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Matematicas basicas en el laboratorio
2.1 Sistema internacional de unidades

El Sistema Internacional de Unidades (SI) rige como se deben expresar las unidades en el campo cientifico. Este sistema se
compone de siete unidades basicas (Shugar & Ballinger, 1990) que se muestran en la Tabla 2.1. De ellas se derivan muchas otras
unidades como el voltio, herzio, culombio y joule (Skoog y cols., 2005).

Tabla 2.1. Unidades basicas del Sistema Internacional

Cantidad fisica Nombre de la unidad Abreviatura
Masa Kilogramo Kg
Longitud Metro m
Tiempo Segundo
Temperatura Kelvin K
Cantidad de una sustancia Mol mol
Corriente eléctrica Amperio A
Intensidad luminosidad Candela Cd

Las unidades base no siempre se pueden usar debido al tamafo de la muestra medida y para adecuarlas a las necesidades
reales se usan prefijos, multiplos y submultiplos de 10. Por ejemplo, el prefijo kilo significa mil veces (10%) la unidad basica y se
simboliza por k.

En quimica analitica es comtn determinar el volumen de liquidos y se miden con las unidades denominadas litro (L). El
litro, es la unidad del volumen de SI, y se define como 10* m. El mililitro se define como 10® m o 1 cm?® (Skoog y cols., 2005).

A continuacion se muestran las abreviaturas que se emplean con més frecuencia en los cursos de quimica (Verde y cols., 2013).

Abreviaturas Mas Usuales en Quimica

L litro

mL mililitro

L microlitro

Kg kilogramo

g gramo

mg miligramo

ug microgramo

°C grados Celsius

K grados Kelvin

°F grado Fahrenheit
m/v masa sobre volumen
% Alc. Vol por ciento de alcohol en volumen a 20°C
N normalidad

M molaridad

m molalidad

15
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2.2 Cifras Significativas

El nimero de cifras significativas en una medida en el laboratorio es el niimero de digitos que se conocen con seguridad, mas
uno que es incierto o dudoso. Por ejemplo, la balanza analitica tiene la capacidad de medir 6 cifras (por ejemplo 13.5217 g)
mientras que la balanza granataria reportard el mismo dato con sélo 4 cifras (13.52). En el caso de la masa obtenida con la
balanza analitica se puede reportar como 13.5217 # 0.0001. La notacion + (se lee méds o menos 0.0001) es la forma Util de ex-
presar la incertidumbre de una medicion (Vega & Konigsberg, 2001). El niimero de cifras significativas en una medida se cuenta
comenzando con el digito no cero y termina después de incluir el tltimo nimero dudoso (Shugar & Ballinger, 1990). Los ceros
no siempre son cifras significativas ya que se pueden usar para ubicar el punto decimal, 0 sea que 13.52 g se puede expresar de
las siguientes formas:

13.52 g = 0.01352 kg = 13.52 X 10° mg
En cualquiera de las expresiones anteriores se tienen sélo 4 cifras significativas.

El nimero de cifras significativas en una cantidad medida se puede determinar empleando las siguientes reglas (Shugar &
Balllinger, 1990):

1. El concepto de cifras significativas sdlo se aplica a las cantidades medidas y a las cantidades obtenidas a partir de calculos.
2. Todas las cifras significativas incluirén al final el primer digito dudoso que no sea cero; 0.75 (dos cifras significativas).

3. Todas las cifras significativas incluiran al final al primer digito dudoso encontrado, incluyendo al cero; 21.00 (4 cifras
significativas).

4. la localizacion del punto decimal o unidades de medidas usadas no tendrdn ninglin efecto sobre el nimero de cifras
significativas usadas; 0.0020 g (2 cifras significativas).

5. Los ceros finales de un dato entero no son significativos (500), si se desea expresar que son significativos, se convierte
el dato afadiendo un punto (500.0) o se expresa en notacion de mantisa y potencias de diez (5.00 x 102). Tres cifras
significativas.

6. Larespuesta en un problema de division o multiplicacion se redondearé de tal manera que tenga el mismo ndmero de
cifras significativas que el nimero menor de cifras significativas utilizadas en la operacion.
Ejemplo 1:
a) (1.25 cm) (24.68 cm) = 30.8 cm?
b) 1.53 mmol +60.85 mL=0.025 M

7. Enel caso de la respuesta en un problema de adicion y sustraccion, el Ultimo digito que se retiene en la suma'y la resta
se determina por la posicion del primer digito dudoso.
Ejemplo 2:

a) 258745 g+ 5.8 g=2593.2 (observe que aunque 5.8 solo tiene dos cifras significativas, el resultado tiene cinco pero
tnicamente un digito dudoso).

b) 8.70 g— 3.9275g = 4.77 (el resultado solo tiene un digito dudoso).

Redondeo de las Cifras Significativas

Un aspecto importante al reportar el resultado de operaciones mateméticas con niimeros obtenidos de mediciones es el redon-
deo de cifras, el cual debe hacerse para expresar dicho resultado correctamente. Las reglas de las cifras significativas muestran
donde se debe redondear. Las convenciones para ello son:
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8. Siel nimero que se va a eliminar es menor de 5, el nimero que le precede no cambia; 13.25 se redondea a 13.2.

9. Cuando la cifra que se va a eliminar es mayor a 5, el niimero que le precede se incrementa en 1; 21.76 se redondea a
21.8.

10. Si la cifra siguiente a la que se ha de redondear es exactamente 5, la cifra por redondear se aumenta en una unidad s/
es impar, o se deja como tal si es par. Por ejemplo, al redondear a 4 cifras significativas el nimero 701350 el resultado
es 7014, y al redondear a 2 cifras significativas el nimero 3.4500, el resultado es 3.4.

11. Asimismo, el niimero de cifras decimales en el resultado de operaciones de adicion o sustraccién estd determinado por
el sumando con el menor nimero de decimales.

Ejemplo 3:
043 g+ 1321 g - 18.46 g+ 0.0021 g - 35.49 g=78.5821 g

El valor debe redondearse a 78.6 g ya que el sumando 132.1 g es el que posee el menor numero de decimales y el resultado
debe tener, por tanto, un solo decimal (Verde y cols., 2013).

1.1 Resolucion de Ecuaciones simultaneas con dos incégnitas

El sistema de ecuaciones simultdneas es un conjunto de dos o mds ecuaciones que tienen idéntica resolucion. Para encontrar
el valor de dos incognitas es necesario tener dos ecuaciones ya que el numero de ecuaciones requeridas es igual nimero de
incdgnitas. Son cinco los métodos que se emplean para resolver este tipo de sistemas (Becerra, 2014) y en este manual no se
incluird la resolucion por el método gréfico. Los cinco métodos son:

a. método de suma y resta
b. método de igualacion
¢ método de sustitucion
d. método de determinantes
e. método gréfico

2.3.1 Método de suma y resta

Este método se basa en la propiedad de las igualdades, lo que significa que las operaciones algebraicas se hacen en ambos lados
de la ecuacion a fin de conservar la igualdad. En primer lugar se multiplica una o las dos ecuaciones por aquella(s) cantidad(es)
que al sumarse con la otra ecuacion se elimine una de las dos incognitas. Después se sustituye el dato de la primera incognita
en cualquiera de las dos ecuaciones originales y se despeja la segunda incdgnita.

Ejemplo 4. Encuentre los valores de “x" y “y” para el siguiente sistema de ecuaciones:
X+Yy =2.000 M
15225 X + 2.4276y = 4.000 (2)

Solucién: La ecuacion 1 por (-1.5225) se tiene la ecuacion 1.1

-1.5225x 15225 y = -3.045 an
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un

Las ecuaciones 2 y 1.1 se suman y de esta manera se elimina “X" y se obtiene la ecuacion 3:
0.9051 y = 0.955 )

El valor de “y" se obtiene al despejar esta incognita de la ecuacion 3.

0.955 . _ . . . .,
Y=500m1 1.05. El valor de “x" se obtiene al sustituir el valor obtenido de “y" en la ecuacion 1y se obtiene la ecuacion 3.1
X+ 1.055 = 2.000 31)

El valor de "X" se obtiene al despejar dicha incdgnita de la ecuacion 3.1
X=2.000 —1.055 = 0.945.
2.3.2 Método de iqualacion

En este método se despeja una de las incognitas en ambas ecuaciones. Dado que el valor que tiene la incognita es el mismo en
ambas ecuaciones por lo que se procede a igualar ambas ecuaciones y asf se obtiene una sola ecuacion. El valor de la incognita
se obtiene al despejar ésta de la ecuacion.

Ejemplo 5. {Cudles son los valores de “x"y “y" para el siguiente sistema de ecuaciones simultaneas?
X +y=0.7100 ec(1)

X+ 0.6916y = 0.6318 ec ()

El valor de “X" se despeja de ambas ecuaciones y se obtiene:

x=0.7100 -y ec(2.1)

x=0.6318 -0.6916y ec(22)

Se igualan las ecuaciones 2.1y 2.2 y se obtiene la ecuacion 3:

0.7100 -y = 0.6318 -0.6916y ec (3)

La ecuacion 3 se reordena y se factoriza:

0.7100-0.6318 =y (1 - 0.6916) ec (3.1)

El valor de "y" se obtiene al despejar ésta incognita de la ecuacion 3.1

_ (07100 - 0.6318) _
(1-0.6916)

El valor de “X" se obtiene al introducir el valor de “y" en la ecuacion 2.1

0.2535 ec (32)

x = 0.7100 - 0.2535 = 0.4565
2.3.3 Método de sustitucion

En éste método se despeja “x” de la ecuacion 1y se sustituye en la ecuacidn 2, con lo que se logra obtener una ecuacion con

un u

solo una incognita y resolviendo ésta ecuacion se obtiene el valor de “y". El valor de “X" se obtiene al sustituir el valor de “y” en

un

la ecuacion que tiene “x" despejada.
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Ejemplo 6. Encuentre los valores de “x"y “y" en el siguiente sistema de ecuaciones
X +y=06240 ec(l)
0.7806x +0.7506y = 0.4830 ec(2)
La incognita “x” se despeja de la ecuacion 1

x=0.6240-y ec(1.1)

El valor de “X" (ec 1.1) se sustituye en la ecuacion 2

0.7806 (0.6240 -y) + 0.7506y = 0.4830 ec (1)
0.4870 -0.7806y + 0.7506y = 0.4830 ec (2.2)
y (0.7506 - 0.7806) = 0.4830 — 0.4870 ec (2.3)

El valor de "y” se obtiene al despejar ésta incognita de la ecuacion 2.3.

(04830 - 0.4870)

V= 07506 - 0.7806) 01333 ec (2.4)

un

El valor de “X" se obtiene al introducir el valor de “y” en la ecuacion 1.1.
X=0.6240-0.1333 = 0.4907 ec(2.4)
2.3.4 Método de determinantes

Un determinante es la ordenacion de niimeros o cantidades, dispuestos en igual niimero de filas que de columnas. Su simbolo
son dos lineas verticales que abarcan ambas cantidades. Un determinante de segundo orden es aquel que tiene dos filas y dos
columnas y la ordenacion cuadricular de los 4 nimeros y el desarrollo es de la siguiente manera:

|a
c

g|=ad—cb

Se resuelve un sistema de ecuaciones simultaneas con dos incognitas por determinantes siempre y cuando ambas ecuacio-
nes estén ordenadas de la siguiente forma:

ax+by=c ec (1)
dx+ey=f ec(2)
Donde a, b, ¢, d, e, y f representan niimeros:

Esto significa que en las columnas deben estar las mismas incognitas y después del signo igual deben estar en columna todos
los términos independientes, es decir los ntimeros que no tienen incégnita.

Para obtener el valor de cualquiera de las incognitas se calcula el valor del denominador, al cual designaremos como delta
"A", estard formado por los coeficientes de las incdgnitas en el orden que estan.

El numerador es el determinante por el coeficiente de las dos incdgnitas en el orden que estén, en el que se sustituye la columna
de los coeficientes de la incognita por la columna de los términos independientes. Al numerador se designara como Ax 6 Ay.

Ejemplo 7. Encuentre los valores de «X» y «Y» en el siguiente sistema de ecuaciones.
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16440 X + 3870 Y = 0.957 ec (1)
3990 X + 6420 Y = 0559 ec (2)
A= ;g:zo zzg = (16440)(6420) - (3990)(3870) = 90103500
Ax= |822; 63330 = (0.957) (6420) - (0.559) (3870) = 3980.610
= % = ;3%2;’8% = 0.0000442 = 4.42 x 10°

El valor de “y” se obtiene al sustituir el valor de “X" en cualquiera de las dos ecuaciones.
Y =[0.957- (16440)(4.42 x10°))/3870 = 5.96 x 10°.

En los libros de texto de quimica analitica y métodos instrumentales comtinmente resuelven este tipo de ecuaciones por el
método de sustitucion (Willard y cols., 1991,, Skoog y cols., 2005) y determinantes (Harris, 2004).
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Estadistica en el laboratorio

3.1 Introduccion

La estadistica es absolutamente necesaria en el laboratorio quimico para determinar la calidad de los datos cuantitativos, ya
que por lo general los datos que se obtienen, no estan del todo libre de errores o de incertidumbres. Al combinarse dichas
incertidumbres producen una dispersion de resultados. No obstante, es posible evaluar la magnitud del error de una determi-
nada medicion dentro de un cierto nivel de probabilidad si se definen los limites entre los cuales esta el verdadero valor de una
cantidad medida. Para ello habra que estimar la exactitud y la precision de los datos experimentales (Vega & Konigsberg, 2001).

3.2 Precision y Exactitud

En ingenieria, ciencia, industria y estadistica los términos exactitud y precision no son sinénimos y por lo tanto, no son equiva-
lentes. A continuacion se definen ambos términos (Verde y cols., 2013).

Precision

Se refiere a la dispersion del conjunto de valores obtenidos de mediciones repetidas de una magnitud. Cuanto menor es la
dispersion mayor la precision. Una medida comun de la dispersion o variabilidad de los datos es la desviacion estandar, la cual
se utiliza para describir la reproducibilidad de los resultados experimentales. Se puede definir como el nivel de similitud entre los
valores numéricos de varias medidas de la misma propiedad, realizadas bajo las mismas condiciones experimentales.

Exactitud

Se refiere a que tan cerca del valor real se encuentra el valor medido. En términos estadisticos, la exactitud esta relacionada con
el sesgo de una estimacion. Cuanto menor es el sesgo més exacto es la estimacion. La Fig.8 ilustra ambos conceptos.

Alta exactitud, pero baja precision.

Alta precision pero baja exactitud

Figura 8. Tiro al blanco para ilustrar la diferencia entre exactitud y precision.

En la Fig. 8 aparece el resultado de varios tiros con arco hacia un objetivo. La exactitud describe la proximidad de las flechas al
centro del objetivo, las flechas que llegaron mds cerca del centro se consideran mds exactas. Cuanto mds cerca estan las medidas
a un valor real o aceptado, més exacto es el sistema de medicidn.
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La precision, en este ejemplo, es la distancia entre los impactos de las flechas, es decir, que tan distantes quedaron unos de
otros; cuanto mas cercanos entre si hayan quedado estos impactos, mas precisos fueron los lanzamientos. Similarmente, entre
més cercanos estén los resultados de varias mediciones efectuada, mas preciso serd el sistema de medicion. En si, se puede decir
que la precision es el grado de repetitividad del resultado.

Hay que notar que el hecho de que las flechas estén muy cercanas entre si es independiente al hecho que esté cerca del
centro del objetivo. Resumiendo, se puede decir que exactitud es el grado de veracidad, mientras que precision es el grado de
reproducibilidad.

Ejemplo 1. Un reloj analogico, de manecillas, desplaza su minutero “sélo de minuto en minuto”, si bien lo hace en absoluta
sincronia con el horario oficial o “real” (el objetivo en el tiro al blanco). Un segundo reloj utiliza minutero, segundero e incluso
esta dotado de un sistema de medicion de décimas de segundo, sin embargo observamos que su horario no coincide plenamen-
te con el horario oficial o real (que sigue siendo el objetivo). Por lo tanto, concluiremos que el primer reloj es altamente exacto,
aunque no sea preciso, mientras que el segundo, es altamente preciso, aunque no se muestra exacto.

3.3 La Media Aritmética

En un experimento se obtiene un resultado, al realizar el mismo experimento en varias ocasiones se obtienen resultados con va-
lores distintos, {qué valor se reportard como resultado del ensayo? El resultado numérico representativo de una serie de pruebas
es la media aritmética de los resultados individuales, la cual se encuentra dividiendo la suma de los resultados entre el nimero
de determinaciones en serie y se expresa mateméaticamente (Miller & Miller, 1993) como sigue:

X

X= ec (3.1
- (51)
Donde x se refiere a cada uno de los datos. El simbolo X significa suma. Por lo tanto X, x,=x; + X2 + x5 +... +x,. El nimero

n se relaciona con el niimero total de valores. A la media también se le conoce como promedio y es la suma de todos los valores

dividida entre el nimero total de valores n.

Ejemplo 2. Los porcentajes de sobrevivencia celular obtenidos en una serie de experimentos fueron: 68.5; 66.65; 66.65;
64.15; 66.65; 60.65; 76.35. Calcule la media aritmética.

Solucion:

o _ (B8.5+6665 +6665 +64.;5 +66.55 +60.65 +7635) _

Para evitar el redondeo de las medias y la desviacion estandar, es comun conservar una cifra significativa adicional a las que
se encuentran en los datos iniciales (en este caso el cero escrito como subindice es la cifra adicional).

3.4 Error Experimental

La exactitud de un resultado se expresa mediante el error experimental que es la diferencia entre el valor real o aceptado (me-
dicién correcta) y el obtenido experimentalmente. El error puede expresarse en por ciento de la medicién correcta o también
como un porcentaje de todo el rango de medicién del instrumento utilizado.

E (%) =

valor obtenido-dato verdadero
X 100 ec (3.2)

dato verdadero

Otra forma de expresar el error experimental es mediante el error absoluto que es la diferencia entre el valor experimental
y el valor verdadero.

Ea = Valor verdadero o correcto - Valor experimental ec (3.3)
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3.5 Desviacion estandar

La precision de un resultado se puede expresar mediante la desviacion estdndar. La desviacidn estandar, s, expresa qué tanto se
agrupan los datos alrededor de la media (Miller & Miller, 1993).

Desviacion estindar =s =~/%, (X, - X?/(n - 1) ec (3.4)

Ejemplo 3. Como parte de los trabajos sobre las diferencias en los valores publicados del peso atémico del galio, se ha
medido la razén del niimero de &tomos de los isétopos *Ga y "Ga en muestras de diferentes origenes. Los resultados para 6
muestras fueron los siguientes:

Muestra %Ga/"Ga Muestra %Ga/"Ga
1 152660 4 152894
2 152974 5 152804
3 152592 6 152685

a. Encuentre la media de ®Ga/"Ga
b. Calcule la desviacion estandar

Solucion

a. Media aritmética.

1.52660 + 1.52974 + 1.52592 + 1.52894 +1.52804 +1.52685
6

X:

X =152768,

b. Desviacion estandar

2
s _A\/ (1.52660-1.527681)? + (1.52974-1.527681) +(1.52592-1.527681)% + (1.52894-1.527681)* + (1.52804-1.527681)* + (1.52685-1.527681)
5

s=0.00147;

El promedio y la desviacion estdndar deben terminar en el mismo decimal (Vega & Konigsberg, 2001). Para X = 1.52768, el valor
de s=0.00147 es el correcto.

3.6 Minimos cuadrados

Frecuentemente se busca trazar la “mejor” linea recta que pase a través de una serie de puntos experimentales. Una solucion
a este dilema es “a buen 0jo” y con ayuda de una regla trazar la mejor linea que tenga en ella el mayor nimero de datos. Una
mejor opcion es el utilizar la estadistica para definir la mejor linea recta. Una linea recta deberd relacionarse con la ecuacion de la
recta: y = mx + b, donde “y” representa la variable dependiente y X" se refiere a la variable independiente, “m” la pendiente de
la curva y “b” representa la ordenada al origen (eje de las y). Se ha determinado matemdticamente que la mejor linea recta que
pasa a través de una serie de puntos es una linea en la cual la suma del cuadrado de las desviaciones de los datos es minima,

esto se conoce como el método de los minimos cuadrados.
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Cuando se usa el método de los minimos cuadrados para generar una curva de calibracion, se supone que los errores en
los valores tomados como ordenadas (valores y) son mayores que los valores en los errores de las abscisas (valores x). Una
segunda suposicion es que las incertidumbres (desviaciones estdndar) de todos los valores de las ordenadas son similares entre
si. En muchos casos si existe una relacion lineal entre la cantidad en (x) y la respuesta en (y), o sea que la gréfica es una recta y
se puede aplicar la funcidn: y = mx + b, donde " m"es la pendiente y “b" es la ordenada al origen.

También se considera que los valores de x (podrian ser las concentraciones de los estandares) estan libres de error. Se supo-
ne que los datos experimentales que no coincidan exactamente sobre la linea se deben por completo a errores indeterminados
en las lecturas de instrumento y. La suma de los cuadrados de las desviaciones de las lecturas reales del instrumento y los valores
correctos, son minimizados al ajustar los valores de la pendiente, “m”, y la ordenada al origen, “b”. Para encontrar los valores de
my de b que minimizan la suma de los cuadrados de las desviaciones verticales se emplean las siguientes ecuaciones:

m= ec (3.5)
ILD .
K &0 JVIENE] .

[ <D >

n se relaciona con el nimero de puntos. El problema de saber cuéntas cifras significativas se deben asociar con my b se realizara
después de calcular la incertidumbre en la pendiente y la ordenada al origen.

Para obtener las incertidumbres (expresadas como desviaciones estandar) en la pendiente y ordenada al origen, es necesario
efectuar un andlisis de incertidumbres con las ecuaciones 3.6 y 3.7. Para determinar la desviacion estandar de las desviaciones
verticales, se usa la ecuacion:

s, []s = L

nl]2 ec (3.7)

Donde; di=y:[Jy = y:[(mx: +b) ec (3.8)

Para obtener la varianza (el cuadrado de la desviacion estdndar) de la pendiente y la varianza de la ordenada al origen se
usan las ecuaciones:

2
Syn
Sm2=
D
ec (3.9)
2 ~
2 S Déz,
Sy =————
D ec (3.10)

on = Desviacion estandar estimada para la pendiente.

0» = Desviacion estandar estimada para el origen.

n = numero de datos.

0=[] D MG
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Al combinar las ecuaciones 3.6, 3.7, 3.8 y 3.9 podemos escribir las incertidumbres como una desviacion estandar:
pendiente =m + Oy,

Ordenada al origen =b + 03

La eleccion de la dltima cifra significativa de la pendiente y la ordenada al origen depende de la posicién decimal del
primer digito de la desviacion estdndar.

Ejemplo 4: Un procedimiento comtn para determinar proteinas es utilizar el método colorimétrico de Bradford. En este
método, un colorante se une a la proteina y su color cambia de castafo a azul. La intensidad de color azul es proporcional a
la cantidad de proteina presente. En la siguiente tabla se muestran datos que relacionan la absorbencia de la muestra con el
contenido de proteina:

Concentracion de proteina (ug) 0.00 9.36 18.72 28.08 3744

Absorbencia a 595 nm 0.466 0.676 0.883 1.086 1.280

Por el método de minimos cuadrados, determine la ecuacion de la mejor recta que pase por estos puntos. Utilice la desvia-

cion estandar de la pendiente y la ordenada al origen para expresar la ecuacion en la forma y = [m + (Om )[x + [b * (Ob)] con
una cantidad razonable de cifras significativas.

. Represente grdficamente los datos experimentales y la recta definida en el inciso (a).

d.  Una muestra problema de proteina tuvo absorbencia de 0.973. Calcule la cantidad de proteina (en pg) presente en la
muestra problema y estime la incertidumbre (expresandola como desviacion estandar).

Solucion:

a. Construir una tabla que contenga los datos que se incluyen en las ecuaciones 3.5y 3.6

X; (pg de proteina) y; (Absorbencia) Xy, X2
0.00 0.466 0.000 0.00
936 0.676 6.327 87610
18.72 0.883 16.530 360.438
28.08 1.086 30.495 788.486
3744 1280 47923 1401.754
[] x = 9360 []y=4391 | Qxp=101275 | []x’ =2628.288

a.1 Aplicar la ecuacion 3.5 para obtener el valor de la pendiente.

K"y" EDD x[] v _ 401275 SB[PCG91 W60 > 95377
[ € DA Y 628283 WPG60 > ~ 438048

m=0021773 g’

=0.021773
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. 2 r . . . . L
a. Eltérmino |:| (xHn[l g_lo podemos denominar D, a fin de facilitar las operaciones aritméticas ya que este
se incluye en los divisores de las ecuaciones necesarias para obtener la ordenada al origen (b), en el cuadrado de la

desviacion estandar de la pendiente (On?) y en el cuadrado de la desviacion estdndar de la ordenada al origen (ov?).

D =4380.48

a.2) Obtener el valor de la ordenada al origen.
- [ @DD x| ] x _ €628288 4B91 [P4G.60 4B1.275 2061473
) i @D D 438048

b = 0.4706

La ecuacion de la mejor linea recta que pasa por los puntos es:

y=0.021773x + 0.4706

a.3) Para obtener la desviacion estandar de las desviaciones verticales, construir una tabla con los datos necesarios, e intro-
duir los valores de m =0.021773 y b = 0.4706.

X; Y, mx; d,=y;- mx;-b d?
0.00 0.466 0.000000 -0.004600 212 x 10°
9.36 0.676 0.203796 0.001604 2.58 x10°®
18.72 0.883 0.407591 0.004809 231 x 107
28.08 1.086 0.611386 0.004014 1.61 x 10°
3744 1.280 0.815181 -0.005781 334 x 107
2 d?=964 x 107

a.3.1) Obtener las desviaciones estandar de las desviaciones verticales.

/ « 1‘ 64 X105
Sy D Sy = D = 9 6 0 = 0.00567
n[] 3

a.3.2) Obtener la desviacion estandar de la pendiente.

, s.’n_ 400567 123

n = = ) X108
® D 438048 6696 X10

On=192x10"
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a.4) Obtener la desviacién estdndar de la ordenada al origen, G.

S»

s 0 €.
D

400567 TM628.288

Ob

O =0.0044

438048

>

=1929X1

o

Métodos Instrumentales

Combinando los resultados anteriores podemos escribir lo siguiente: (recuerde que la eleccion de la dltima cifra significativa de
la pendiente y la ordenada al origen depende de la posicion decimal del primer digito de la desviacion estdndar).

pendiente =m =
desviacion estandar om =
m =0.0218 + 0.0002
Ordenada al origen=b =
desviacion estandar o =

b=0.471 £ 0.004

0.021773
0.000192

0.47060
0.0044

Asi que la ecuacion se puede expresar como:

y = [(0.0218 + 0.0002)]x + [0.471 % 0.004)]

b)

Absorbancia

Representacion grafica de los datos
experimentales y la recta definida en el inicio

a)

9.36

18.72 28.08

Concentracion (ug)

3744

a. Los datos con que contamos para obtener la cantidad de proteina (x) presente en la muestra y la incertidumbre en el

resultado son:

Absorbencia (y)

M

Oy

Om

0.973

0.0218

047

0.005,

0.0001,

0.004,

Despejando x de la ecuacion de la recta, tenemos que:
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LY G, DG, L0973 «0.0057 [JD»71 €0.0044
m€s., » 0.0218 €0.00019

c.1) Evaluar la diferencia colocada entre paréntesis, utilizando incertidumbres absolutas.

0.973 €Q.0057 [[m71 €0.0044 =502 &7

La incertidumbre en el resultado se obtiene a partir de las incertidumbres absolutas, de la siguiente forma:

x = €0057 D> €044 > 0.0072
Asi que: 0.973 €0.0057 [0.471 €0.0044 30.502 €0.0072

¢.2) Convertir las incertidumbres absolutas en incertidumbres relativas:

% incertidumbre relativa = (incertidumbre absoluta /valor medido) X 100

Puesto que:
% incertidumbre relativa en el dividendo = 0.0072 [J100 =143
0.502
% incertidumbre relativa en el divisor =M []100 = 0.87
0.0218

. 0502(x1.43%)
~0.0218(x0.87%)

7=\ €G3 D> QT D167

Y el valor de x=23.0, + 1.67 %

=230, 7

. . 1.67
La incertidumbre absoluta en el resultado es: 23.0, 00 = 0.38

El resultado con el nimero de cifras significativas adecuadas es: x =23.0 % 0.4 jig

Existen en el comercio muchas calculadoras o programas para calculadoras que realizan en forma automética el ajuste de curvas
por minimos cuadrados. Recuerde que si no se grafican previamente los datos, no se tiene la oportunidad de excluir los que son

claramente defectuosos.
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Fundamentos de Cromatografia.
Practica 1. Separacion de Colorantes por Cromatografia de Placa Fina y Columna
Objetivo

El alumno se relacionara con los fundamentos y conceptos bésicos de la cromatografia, en este caso desarrollard una cromato-
grafia en capa fina (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography) y planteard las condiciones para separar por cromatografia en
columna (CC) la misma muestra.

Introduccion

La cromatografia es un conjunto de métodos de separacion, purificacion e identificacion de compuestos que se basa en la
interaccidn de los componentes de la mezcla con dos fases inmiscibles entre si, una movil y otra estacionaria. Las interacciones
son del tipo de fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno, transferencia de carga y arreglo de los enlaces tales como la
estructura de los isomeros o quiralidad (Rubinson & Rubinson, 2000).

Los componentes de la mezcla son retenidos por la fase estacionaria y arrastrados por la fase mavil. La fase estacionaria,
como su nombre lo indica, no se mueve y puede ser un solido o bien un liquido soportado; en cambio la fase movil puede ser
un liquido o un gas (Skoog y cols., 2008).

Entre més fuerte es la interaccion con la fase movil, el compuesto recorrerd mayor distancia o avanzard mas rapido durante
la cromatografia y no lo hard si la interaccion mas fuerte es con la fase estacionaria. Esta diferencia de interacciones es la respon-
sable de la separacion de los compuestos de la mezcla (Garcia-Segura y cols., 2008).

La cromatografia requiere cantidades muy pequefas de los compuestos a analizar y tiene diferentes aplicaciones, entre
ellas separar los componentes de una mezcla y en algunos casos cuantificar su concentracion relativa; purificar un compuesto,
separandolo de sus contaminantes o bien identificar un compuesto comparando su corrimiento con un estandar o comparando
su Rf (Day & Underwood, 1989) o su tiempo de retencion (Skoog y cols., 2008).

Para la cromatografia en capa fina y papel se emplea Rf, que es la relacién que existe entre la distancia recorrida de un
compuesto (medida en cm desde donde se colocd la muestra, origen, hasta el centro de la mancha) y la distancia recorrida con
el disolvente también tomada desde el origen (Day & Underwood, 1989). Para la cromatografia en columna se emplea otro tipo
de pardmetro que es el tiempo de retencion, es decir el tiempo que permanece el compuesto dentro de la columna (Skoog vy
cols., 2008).

La cromatografia en placa fina (o TLC, por sus siglas en inglés), es una cromatografia plana en la cual la fase estacionaria se
encuentra adherida a un soporte que puede ser una placa delgada de vidrio, aluminio o plastico, pueden ser preparadas en el
laboratorio o bien compradas a alguna casa comercial, siendo la silica gel, aliimina o celulosa las mas utilizadas. La fase movil
puede ser un disolvente o una mezcla de disolventes y se mantiene su composicion durante toda la cromatografia. Esta fase
movil asciende por capilaridad a lo largo de la fase estacionaria (Day & Underwood, 1989).

A continuacion se ejemplifica como medir el Rf para una mezcla, figura 9.
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frente de
disolvente

distancia de A

Origen — O A

Mezcla

Figura 9. Datos empleados para la obtencion del Rf.

EI Rf del compuesto A, se calcula por la siguiente formula:

B Distancia de A en cm
2™ Frente del disolvente en cm

De donde podemos ver que 0< Rf > 1.

En la cromatografia en columna o CC la fase estacionaria estd contenida en una columna. El tamafio y grosor de la columna
varfa, y esto depende del tipo y tamafio de la muestra a separar, por lo que se puede emplear desde una pipeta Pasteur hasta
columnas de 1.0 m de altura y 15 cm de didmetro.

La fase movil debe disolver a la mezcla de manera que la pueda “acarrear” a lo largo de la fase estacionaria. Y se adiciona
desde la parte de arriba de la columna y se recoge en la parte baja de ella, puede llevar una llave para controlar el flujo de la fase
movil o ser continua. Es muy importante que la fase movil siempre esté por encima de la fase estacionaria, pues si se llega a secar
la fase estacionaria, podria cuartearse haciendo imposible continuar con la separacion (Day & Underwood, 1989).

Dentro de las ventajas de la CC sobre la TLC estan el que la composicion de la fase movil se puede variar durante la croma-
tografia y el que se puede separar una mayor cantidad de muestra.

La fase estacionaria que se empleard en esta practica es el gel de silice, y en este caso la interaccion se establece entre los
grupos Si-OH y Si-O-Si y los grupos funcionales de los compuestos organicos. Con respecto a los eluyentes empleados, éstos
deben ser menos polares que la fase estacionaria, de forma tal que los compuestos menos polares sean los que se desplazan
con mayor velocidad.

La polaridad de un compuesto estd dada por el nimero y naturaleza de los grupos funcionales presentes y una clasificacion
de la polaridad de los solutos se muestra en la Tabla 1. (Harris, 2004).

Y qué es la polaridad? En este caso se refiere a la polaridad de las moléculas. El momento dipolar () molecular es un
indicador de la polaridad general de una molécula. Su valor depende de la forma en que se enlazan los dtomos asi como la
distribucion de los enlaces (geometria molecular). Por ejemplo, en la molécula CCl, tiene cuatro enlaces C-Cl de tipo polar (u
del enlace C-Cl=1.56D). Sin embargo estos enlaces estan distribuidos de forma simétrica por lo que se cancelan los momentos
dipolares de los enlaces individuales y el momento dipolar resultante de la molécula es cero (u= 0), y como consecuencia el
Cdl, es un compuesto no polar que no se mezcla con el agua. La polaridad molecular general es el resultado de sumar las po-
laridades de los enlaces individuales, mas la contribucion del par de electrones sin compartir de la molécula (Mc.Murray, 2001).
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Tabla 1. Polaridad de solutos

No polar Polaridad intermedia débil Polaridad intermedia fuerte Polaridad fuerte
Hidrocaburos saturados | Eteres Alcoholes Polihidroxialcoholes
Hidrocarburos olefinicos | Cetonas Acidos carboxilicos Aminoalcoholes
Hidrocarburos arométicos | Aldehidos Fenoles Hidroxiacidos
Haluros de alquilo Aminas terciarias Aminas primarias y secundarias Acidos polipréticos
Mercaptanos ;Z:r;p(jestos nitro, sin 4tomos Oximas Polifenoles
Sulfuros Nitritos, sin dtomos o Compuestos nitro, con dtomos de H o
cs, Nitrilos, con dtomos de H o

Tomado de Harris (2004).

Material Reactivos

3 Placas para cromatografia de 3.0 cm de ancho X 8.0 cm de alto. Etanol al 96%
1 Vaso de Koplin Acetona
3 Pipetas graduadas de 5 mL Disolucién de anaranjado de metilo al 1.0 %
2 Capilares de vidrio Disolucion de azul de metileno al 1.0 %
1 Mechero Disolucién de rojo neutro al 1.0 %
4 Vasos de precipitado de 50 mL Silica gel
1 Matraces volumétricos de 10 mL Sulfato de sodio anhidro

1 Piseta con agua destilada

1 Pedazo de manguera

1 Columna para cromatografia
1 Soporte universal

1 Agitador de vidrio

1 Pinzas para bureta

10 Tubos de ensaye

1 Pinzas Mohr

1 Gradilla para tubos de ensaye

1 Pedazo de algodon

Parte experimental

Cromatografia en capa fina

En esta parte el alumno determinara cudl es el mejor sistema de disolventes para la separacion de una mezcla de colorantes.
1. Active las placas en la estufa a 110 °C por 30 minutos.

2. Marque muy finamente una raya a 0.5 cm, del inicio de la placa, con un lépiz teniendo cuidado de no rayar la fase
estacionaria (silica gel).
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3.

Con la ayuda de los capilares aplique las muestras en cada placa seglin se muestra en el siguiente diagrama. Deje 0.5
cm de separacion entre una mancha y la siguiente. Figura. 10.

& O 0 O

1 2 3 4

Figura 10. Colocacion de las muestras en la placa de cromatografia

En el punto 1, coloque el anaranjado de metilo.

En el punto 2, aplique la mezcla de los tres colorantes.
En el punto 3, coloque el azul de metileno.

En el punto 4, aplique el rojo neutro.

4.

Recuerde aplicar la muestra tres veces en cada punto, deje secar la muestra entre una aplicacion y otra.

Introduzca cada placa en el vaso de Koplin que contenga cada una de las mezclas de los disolventes. La primera placa se
desarrolla en etanol. La segunda en una mezcla etanol- acetona (2:1), y la tercera en una mezcla etanol-acetona (1: 2).

Saque las placas cuando el frente del disolvente este a 0.5 cm, del final, de la placa. Secar las placas a la temperatura del
laboratorio y observe con cual fase mévil se obtiene una mejor separacion.

Cromatografia en columna

Una vez establecida la fase movil dptima, se procede a realizar la cromatografia en columna utilizando el disolvente o la mezcla
de disolventes elegidos previamente.

Método

32

En la parte final de la columna se coloca un poco de algodon empapado en etanol para evitar que se salga la fase esta-
cionaria y adicione 10 mL de la mezcla de disolventes elegida como fase movil.

Coloque en un vaso de precipitado de 100 mL, 20 g de silica gel y 50 mL del disolvente que empleard como fase movil.

Agite la suspension con la varilla de vidrio para sacarle el aire y comience a agregar dicha mezcla a la columna. Dar
pequefos golpes en la columna para que se empaque homogéneamente la misma. Tenga cuidado de que siempre se
encuentre el disolvente por encima de la silica gel, para evitar cuarteaduras.

Cuando se tengan unos 15 cm de columna empacada, deje que el disolvente baje hasta casi quedar tocando la superficie
de la fase estacionaria.

Adicione sulfato de sodio anhidro suavemente dentro de la columna, aproximadamente 1 cm (este quedara como capa
superior de la columna para absorber toda la humedad de los eluyentes y muestra a purificar).
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6. Aplique la mezcla de los tres indicadores previamente utilizados en la TLC.
7. Agregue la fase movil seleccionada y tenga cuidado de que no se seque la columna.

8. Colecte en los tubos de ensaye las fracciones a la salida de la columna, sepérelas por color.

Informe de la préctica

Cromatografia en capa fina.

1. Dibuje un esquema de cada una de placas, indicando los puntos de aplicacién y movimiento de los indicadores asi
como el frente del disolvente.

2. Calcule el Rf para cada indicador en cada fase mévil (un total de 9).

3. Identifique en cada placa, cada uno de los indicadores en la mezcla y analice qué tan buena fue la separacion.

4. Con base a andlisis del punto anterior, decir cudl es la fase mévil adecuada para la separacion en columna.
Cromatografia en columna

1. Reporte como se observo la separacion en la columna

2. {Cuantas fracciones se lograron separar? {Qué color tenia cada una de ellas?

3. {Qué color tenia la fraccion que sali primero? (Cuadl es la fraccion més polar?
Cuestionario

1. Mencione 3 diferencias entre CCy la TLC.

2. (Cudl es la estructura quimica de cada uno de los colorantes? Con base a dichas estructuras, justifique el orden de
retencion en la columna.

3. {Cémo se vera una cromatografia en columna y en capa fina, si dos de los compuestos a separar tuvieran valores de Rf parecidos.

4. Sino se contara con un lapiz, ise podria marcar la linea del origen con pluma? Explique su respuesta.
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Cromatografia de gases

Practica 2. Determinacion de etanol en tequila/bebida alcohdlica destilada,
empleando el método de estandar externo.

Objetivo

Que el alumno conozca y maneje el cromatégrafo de gases con detector de conductividad térmica y aplique el método del
estandar externo.

Introduccion

La cromatografia de gases es la técnica mas utilizada entre los métodos instrumentales de analisis ya que separa de manera
rapida y sencilla una mezcla en sus componentes, el tinico requisito para su implementacion es que las sustancias a separar sean
estables a la temperatura necesaria para mantenerlas en estado gaseoso (Hernandez & Gonzélez, 2002).

Los componentes importantes del cromatdgrafo de gases son:

a. Columna. Pueden ser empacadas o capilares, en las primeras el soporte se encuentra empacado en tubos de acero
inoxidable o vidrio que cominmente tienen un didmetro de 3 a 6 mm y de uno a cinco metros de longitud. En las co-
lumnas capilares la longitud es mucho mayor, pudiendo llegar hasta 100 metros y con un didmetro entre 0.1 a 0.3 mm.

b. Horno, es el encargado de mantener la temperatura de la columna. La temperatura elegida deberd estar en funcion de
los compuestos que se deseen separar y deberd ser cuando menos el del punto de ebullicion del componente menos

volatil.

¢ Los gases empleados con mayor frecuencia son: nitrégeno, helio, hidrégeno y argén. La velocidad de flujo del gas
acarreador, varia segtin el andlisis y el tipo de columna, para columnas empacadas se recomiendan flujos entre 40-100
mL/min, que deberdn regularse con una precision mayor de 1 mL/min, y las capilares requieren flujos de 1 a 3 mL
dependiendo del didmetro interno y la longitud de la columna.

d. Detector de conductividad térmica. Su funcionamiento se basa en la capacidad de enfriamiento y en la facilidad que tiene
para transferir el calor que absorbe, cualidad representada por su valor de conductividad térmica. Entre més grande sea
el valor, la capacidad para transmitir el calor sera mejor (Verde y cols., 1999).

En el andlisis cuantitativo se pueden utilizar cuatro métodos:

1. Normalizacion

2. Calibracién absoluta

3. Estdndar externo

4. Estandar interno

Método de Estandar Externo

Este método tiene la caracteristica de poder utilizar el mismo compuesto que se quiere cuantificar como estdndar y consiste en
inyectar en el cromatégrafo volimenes constantes de disoluciones de concentraciones conocidas del compuesto que se desea
cuantificar. Con los datos de las dreas o alturas de los picos (si estas casi no tienen base) se puede construir una grafica de drea
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o altura vs concentracidn del analito, debiéndose obtener una linea recta. A partir de ella es posible realizar la cuantificacion en
una muestra desconocida por interpolacion gréfica o matematica del pico obtenido en la recta (Figura 11).

El principal problema que plantea este método es la reproducibilidad de la inyeccion, o bien el control estricto de las cantidades
inyectadas, aunque tomando las debidas precauciones la exactitud alcanzable es notable.

Area

0

altura

del pico

Concentracion
Figura 11. Curva para estandares externos

Materiales Reactivos
Cromatografo de gases Gow Mac -350 Muestra de Tequila o bebida alcohdlica destilada
Columna empacada con Carbowax 20 M de 1.2 m Alcohol etilico
Medidor de Flujo de Burbuja

Cronometro

Jeringa para cromatografia de gases de 50 pL
5 Tubos de ensayo de 10x50 mm con tapon de baquelita
5 Vasos de precipitado de 50 mL
5 Pipetas volumétricas de 1 mL

1 Propipeta

Las instrucciones para el manejo del Cromatografo de Gases Gow-Mac, modelo 350 (Figura 12), estdn en la parte experimental.
Parte experimental
Preparacion de soluciones:

1. De una muestra comercial de tequila, filtre 15 mL de la muestra. Guardelos en recipientes cerrados.
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2. Preparar 50 mL de soluciones estandar al 20, 30, 40 y 50% (v/v) de alcohol etilico.
3. Seinyectan 2 pL por separado tanto la muestra problema como cada una de las soluciones estandar.
Las condiciones del cromatdgrafo son:

Tabla No. 1 Condiciones experimentales del cromatdgrafo de gases:

Temperatura de columna 130 °C
Flujo de Gas 80 mL/min
Corriente del detector 200 mA (si el gas es helio)
100 mA (si el gas es nitrégeno)

Procedimiento de encendido del cromatografo Gow-Mac 350.

1. Tome en cuenta que el equipo requiere al menos de dos horas de calentamiento previo para estabilizar la linea base

1.1 Abrir el gas helio.

1.2 Encender el cromatégrafo (power). Figura 12.

1.3 Las perillas controlan el porciento de corriente que pasa a través de ellas, girelas hasta 40 del lado izquierdo del
panel se encuentran como detector, inyector, detector y columna.

1.4 Después de 1 h, encender el detector para dar tiempo a que la corriente se estabilice, reflejandose en una linea base
horizontal.

CHROMATOGRAPH

AMAL CONDUCTIVITY DETECTOR

FLOW ADJ. &

Figura 12. Cromatdgrafo de gases Gow Mac
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2.

Verifique el flujo del gas en la columna a utilizar con el medidor de flujo de burbuja.

Adquisicion de datos cromatograficos

1.

2.

3.

Encienda la computadora.

Se da click en el icono “clarity”.

Se da click en login 350 TCD

En la siguiente ventana que se abre se da click en “OK" (sin cambiar ninguna informacion).

Aparece el diagrama de operacion del equipo, al posicionarse en la imagen del cromatdgrafo la figura se divide en cuatro
imagenes, hacer clic en la imagen de la columna.

En la nueva pantalla, en donde dice “Method Setup” se escribe el nombre del método, abajo aparecen los datos sobre
el tipo de columna, fase mavil, el flujo, la presion, el detector y la temperatura de trabajo (los cuales ya estan predeter-
minados para los propésitos de esta prdctica, no se deben modificar). Se da click en OK.

Se da click en el dibujo de la jeringa, en donde se escribe la identificacion (ID) de la muestra y su nombre, posterior-
mente se da click en OK.

Desarrollo de la préctica

38

1.

Con una microjeringa, inyectar 2 UL de la muestra y de las soluciones estandar presione el botdn que esté en el extremo
del cable controlador de la captura datos, figura 13. En pantalla se puede observar el desarrollo de la corrida cromato-
gréfica, al terminar se oprime el mismo botdn para indicar que detenga la colecta de datos.

Repetir el punto 12 con cada una de las soluciones estandar. (Se recomienda realizar por triplicado la inyeccién de la
muestra y las soluciones estandar).

Se da dclick en donde dice “data acquisition” (adquisicion de los datos).

Y aparece la siguiente pantalla, en donde se observa el movimiento de la linea base y la consecuente aparicién de los
picos experimentales.

Al terminar de salir los picos se vuelve a apretar el boton del extremo del cable para que el programa deje de tomar datos
y se genera el reporte correspondiente con las tablas de dreas, los tiempos de retencidn, etc.

Para imprimir el cromatograma se da un click en “File”, seleccidnelo y posteriormente elija “Print”.

Para apagar el equipo se coloca en “off” el detector, y se giran las perillas de los controles de temperatura de la columna,
inyector y detector hasta que se apaguen los focos indicadores por Ultimo dejar enfriar la columna (aproximadamente
40 min) y una vez que baje la temperatura oprimir el botén de encendido/apagado general (power) en posicidn “off”.

Se cierra la llave del gas.
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Figura 13. Cable controlador

Reporte

1. Con la ayuda de los tiempos de retencion del estandar de etanol, identifiquelo en el cromatograma de la muestra pro-
blema.

2. Calcule el porcentaje del alcohol etilico, utilizando el método de estandar externo.
a. Construya una gréfica de drea vs. concentracion de alcohol.

b. Para conocer la concentracidn del alcohol en la muestra problema obtenga la ecuacidn de la recta y recuerde que
solo se pueden hacer interpolaciones en este tipo de curvas patrones.

Cuestionario
1. {Cudl es el fundamento del detector de conductividad térmica?
2. Mencione los diferentes tipos de columna y expliquelos brevemente.
3. {Cudl es el (los) criterios para la eleccion del gas acarreador?

4. En un cromatdgrafo Gow Mac 510 con detector de ionizacion de flama (FID), se corre una muestra de tequila, en una
columna de Carbowax 20 M, se hacen dos anélisis en la primera se inyectan los estdndares de los compuestos de interés
yen lasegunda la muestra problema.

Los resultados se muestran en la tabla 2.
Tabla 2. Resultados cromatograficas de una muestra de tequila.
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Concentracion : . Area del
Compuesto , Area del estandar
del estandar g/L problema
Metanol 05 12356 10587
Etanol 385 45219 4425
Alcohol isoamilico 11 15483 11254

a) Calcule, con base en el drea el % de la muestra problema.
b) Calcule, el % p/v de la muestra problema.

) Discuta, icudl de los dos cdlculos es mds confiable y por qué?

Bibliografia
Herndndez, H.L., Gonzélez P.C. (2002). Introduccion al andlisis instrumental. Ariel, S.A. Barcelona.

Principios de cromatografia. (s.f). Recuperado el 15 de mayo de 2013 de_ www.mncn.csic.es/docs/repositorio// es. . ./principios_
de_cromatografia.pdf.

Verde, CJR, Escamilla, HM.L,, Reyes, D.A., Malpica, S.F. (1999). Manual de précticas de quimica analitica Il. México, D.F. Universidad
Auténoma Metropolitana. Cap. 1.
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Tema VI
Cromatografia de HPLC

Practica No. 3. Determinacion de dcido gélico empleando el método de estandar interno
Objetivo

Que el alumno conozca y maneje el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion high performance liquid chromatography
(HPLC) y aplique el método del estandar interno.

Introduccion

El cromatégrafo de alta resolucion consta de cuatro mddulos: el sistema de bombas encargado de mantener constante el flujo
de la fase mévil; el sistema de inyeccién que permite introducir la muestra a trabajar; la columna que tiene la funcién de separar
los componentes de la muestra y el sistema de deteccion de los solutos eluidos, el cual manda una sefial al sistema de registro
(Verde y cols.,1999).

El Método de Estandar Interno estd disefiado para compensar posibles errores derivados de la manipulacidn de la muestra.
Este método consiste en afiadir una cantidad conocida de un compuesto patron a la muestra a analizar teniendo que hacerlo
con ciertos cuidados experimentales como son: la pureza del estdndar, el uso de material volumétrico, la seleccion adecuada del
solvente tomando en cuenta la solubilidad del estandar y teniendo la precaucién de filtrarlos con membranas de nylon o teflon
de 0.45 pm antes de inyectarlos en el cromatdgrafo (Verde y cols., 1999).

En el cromatograma aparecerdn los picos correspondientes a los componentes de la muestra y el del compuesto patrdn.
Para aplicar el método se prepara una mezcla de concentraciones conocidas del estdndar y de la muestra problema, después se
obtiene el cromatograma para obtener las dreas correspondiente y poder calcular el factor de respuesta con la formula propuesta
(Hernandez & Gonzalez, 2002).

El factor de respuesta esta definido por la relacion:

I

I

-
>|.=

=

Donde

[ = concentracion de soluto (m/v)
[P] = concentracion de patrén (m/v)
As = Area del soluto
A = Area del patrén

Posteriormente en una segunda corrida cromatogréfica se inyecta la mezcla del estandar interno de concentracion conocida
con una muestra problema. Y utilizando la misma formula se calcula ahora la concentracion de la muestra problema.

Para el Método de Estandar Interno el estdndar debe cumplir los siguientes requisitos:
a) Elpico del patrén debe dar un pico bien resuelto.
b) El pico del patron debe estar situado en cuanto a tiempo de retencién, en las proximidades de los picos de interés.

¢) Durante el proceso de andlisis debe tener un comportamiento similar al de los compuestos a cuantificar.

41



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

d) Enninglin caso debera estar presente en la muestra a analizar.

e) Debe ser quimicamente estable.

Materiales Reactivos
1 Cromatografo HPLC Acido gdlico
Columna Spherisorb ODS C,, 250 mm x 4.6 mm de didmetro Acido p-hidroxibenzoico
1 Jeringa para cromatografia de liquidos de 50 pL Metanol grado HPLC
5  Tubos de ensayo de 10x50 mm con tapdn de baquelita Acido acético grado HPLC
5 Vasos de precipitado de 50 mL Agua destilada grado HPLC

2 Pipetas volumétricas de 1 mL

1 Propipeta

Parte Experimental

1. Las condiciones del cromatdgrafo son:

Dimensiones de columna Columna Spherisorb ODS C,, 250 mm x 4.6 mm de didmetro
Presion maxima 3500 psi

Fase Movil Metanol-dc. acético-agua (50:2:48)

Flujo 0.8 mL/min

Volumen de inyeccion 20 pL

Preparacion de soluciones:
Soluciones estandar
Preparar 10 mL de 4cido gélico de concentracién 10 ppm.
Preparar 10 mL de &cido p-hidroxibenzoico de concentracion 10 ppm.
Mezclar T mL de cada una de las soluciones e inyectar 20 pL en el cromatdgrafo.
Solucién problema
Mezclar 1 mL de dcido gdlico con 0.5 mL del estdndar interno dcido p-hidroxibenzoico. Inyectar 20 pL en el cromatografo.

Realizar cada determinacion por triplicado.
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Procedimiento de encendido para el cromatdgrafo de liquidos.

1. Encienda los mddulos de la bomba binaria (Fig.14) y del detector (Fig.15).

Figura 14. Modulo de bomba binaria, para separaciones isocraticas.

2. Suba el flujo de 0.1 mL en 0.1 mL hasta llegar a 0.8 mL/min. Y déjelo correr durante 10 minutos para que la fase mévil
desplace al solvente de guardado de columna. Verificar que el sistema no tenga fugas de la fase movil, en caso de pre-
sentarse avisar al profesor responsable.
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specrroMonitor ® 3200

Figura 15, Médulo del detector.

3. En el modulo del detector seleccione la longitud de onda de méxima absorbancia del 260 nm. Antes de iniciar cualquier
corrida asegurese de oprimir el boton de auto cero para ajustar el detector.

4. Encienda la computadora.
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Adquisicion de datos cromatogréficos

1.

Se da clic en el icono “clarity”.
Se da dlic en login HPLC.
En la siguiente ventana que se abre se da clic en “ok” (sin cambiar ninguna informacion).

Aparece el diagrama de operacion del equipo, al posicionarse en la imagen del cromatdgrafo la figura se divide en cuatro
imdgenes, hacer clic en la imagen de la columna.

En la nueva pantalla, en donde dice Method Setup se escribe el nombre del método, abajo aparecen los datos sobre el
tipo de columna, fase movil, el flujo, la presidn, el detector y la temperatura de trabajo (los cuales ya estan predetermi-
nados para los propositos de esta practica, no se deben modificar). Se da dlick en OK.

Se da clic en el dibujo de la jeringa en donde se escribe la identificacion (ID) de la muestra y su nombre y posteriormente
se da clic en OK.

Desarrollo de la préctica

1.

Con una microjeringa de punta roma se inyectan 20 ul y se presiona el boton rojo que esta a la izquierda del sitio de
inyeccion.

2. Se da dlic en donde dice “data acquisition” (adquisicion de los datos) y aparece la pantalla, en donde se observa el
movimiento de la linea base y la consecuente aparicion de los picos experimentales.

3. Alterminar la corrida del cromatograma se vuelve a apretar el botdn rojo que estd a la izquierda del sitio de inyeccion,
para que el programa deje de tomar datos y se genera el reporte correspondiente con las tablas de dreas, los tiempos
de retencion, etc.

4. Para imprimir el cromatograma se da un click en “File”, selecciénelo y posteriormente elija “Print”.

5. Al término de la préctica se deberd enjuagar con agua destilada y filtrada durante 15 min la columna, posteriormente
cambiar la fase mavil a una solucién de guardado de columna por una mezcla 1:1 de metanol-agua y dejarla correr 15
minutos, transcurrido este tiempo se va disminuyendo el flujo de 0.1 en 0.1 mL hasta llegar a 0.00 mL para poder apagar
el equipo.

Reporte
1. Calcule el factor de respuesta utilizando las areas de la corrida de la mezcla de estandares.
2. Calcule la concentracion del dcido gdlico con las dreas de la corrida de la muestra problema.
Cuestionario

1. Mencione tres diferencias entre el Cromatégrafo de gases y el HPLC.

2. Mencione las caracteristicas de la columna para HPLC.

3. {Cuéles son los criterios para la eleccién de la fase movil?

4. Calcule el porcentaje del componente analizado por el método de normalizacion.
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Bibliografia
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Principios de cromatografia. (s.f). Recuperado el 15 de mayo de 2013 de www.mncn.csic.es/docs/repositorio// es. . ./principios_de_
cromatografia.pdf.

Verde, CJR, Escamilla, H.M.L, Reyes, D.A,, Malpica, S.F. (1999). Manual de précticas de quimica analitica Il. México, D.F. Universidad
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Tema VI

Electroforesis
Practica 4. Separacion de aminodcidos en zumo de frutas
Objetivo

Mostrar la utilizacion de la electroforesis en papel para la separacion e identificacion de aminoécidos. Mostrar que las moléculas
sin carga, como los azUicares no se separan mediante electroforesis.

Introduccion

Se denomina electroforesis al transporte de particulas cargadas en un campo eléctrico (Skoog et al., 2008). La electroforesis es
una forma incompleta de la electrolisis, en la que los productos deseados, no se liberan en los electrodos, sino que sus distintos
movimientos quedan detenidos en un punto intermedio entre los electrodos (Smith & Feinberg, 1979).

Si se aplica un campo eléctrico a una mezcla de moléculas cargadas, éstas migraran al electrodo de polaridad opuesta.
Cuando una molécula de carga q se encuentra en un campo eléctrico de magnitud E, la fuerza (F) que provoca la aceleracion de
la particula sera F=gE. Dicha molécula serd arrastrada por una fuerza friccional f dando una velocidad resultante v, de forma
que: q=fv

Al aplicar la ley de Stokes para una molécula esférica de radio r que se mueve a través de un medio de viscosidad n, se tiene:
f=6mnr

A partir de las expresiones anteriores se obtiene: qE = 67tnrv

La movilidad electroforética V de una molécula se define como la migracion por unidad de campo de fuerza de manera que:
v_49__49
V _____

Por lo tanto, la movilidad electroforética depende de la carga de las particulas y del coeficiente de friccién f, que es depen-
diente del tamano de la molécula, de su forma y de la viscosidad del medio (Meloan & Kiser, 1973).

Dentro de las técnicas electroforéticas se encuentra la de zona. En esta técnica, la muestra se desplaza sobre un soporte s6-
lido de papel, celulosa o gel. Las substancias a separar se aplican como una mancha o una raya de la solucién sobre un soporte
relativamente amplio. El medio empleado como soporte es, por lo general, papel filtro, membrana de acetato de celulosa, gel de
almidon, gel de agarosa y gel de poliacrilamida (Rubinson & Rubinson, 2000).

{Por qué electroforesis en papel?

El papel filtro es barato, de facil manejo, no representa riesgo para los estudiantes y es posible obtener el «electroforetogra-
mad’" en el tiempo asignado en la sesion de laboratorio (3 h). En la préctica, la muestra se aplica sobre una tira de papel filtro, bien
sea en el centro o en cualquiera de los extremos del papel, dependiendo de las sustancias a separar y del pH del amortiguador.
El revelado se realiza empleando los mismos métodos que en cromatografia en papel, mediante la accién de colorantes (Smith
& Feinberg, 1979).

{Y en donde se aplica la electroforesis en papel?

Se emplea principalmente en la separacion de aminoécidos, péptidos, nucledtidos y moléculas cargadas de peso molecular
pequerio, aunque también se ha usado para separar proteinas de suero (Smith & Feinberg, 1979).
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Materiales

Reactivos

Equipo de Electroforesis horizontal

Fuente de poder
Hoja de papel Watman # 1, para Cromatografia

Vasos de precipitado de 25 mL.

Papel filtro para filtrado rdpido, empleado para separa-
ciones cualitativas

Embudo

Potenciometro

Charola de inmersion
Micropipeta de 10 - 100 pL
Micropipeta de 25 a 1000 pL

Puntas desechables
Regla

Tijeras o cuter
Estufa

Balanza analitica

Alumnos

Traer guantes de cirujano por cada alumno
Secadora de pelo

Limon por grupo

Naranja por grupo

Jitomate por grupo

Acido aspértico, 10 mg en 1.0 mL de isopropanol al
10% V/v.
Leucina 10 mg/ mL.

Lisina 10 mg/ mL.
Piridina.
Disolucidn amortiguadora de referencia de pH 7.

Disolucion amortiguadora, pH 6.1: (10.0 mL de piridina +
0.80 mL de &cido acético glacial + agua hasta completar
250 mL). También se puede emplear como buffer de co-
rrimiento disoluciones de &cido acético 0.10 M 0 amoniaco
0.10 M.

Acetona.

Ninhidrina: (se disuelven 200 mg en 100 mL de acetona).
Nitrato de plata.

Hidroxido de sodio.

Etanol.

Agua destilada.

Revelador de carbohidratos: (Se mezcla 1 volumen de la
disolucion saturada de nitrato de plata en agua con 200
volimenes de acetona. Hidréxido de sodio al 0.5 % en
etanol).

Parte experimental

48

1.

Se exprime el jugo fresco de una naranja, del limén y del jitomate, manteniéndolos por separado. Se filtran unos pocos
mililitros.

Se cortan las tiras de papel de acuerdo al tamafio de la cdmara. Trace una linea suave con lapiz a la mitad del papel. So-
bre la linea pueden indicarse los origenes con 2.0 cm de separacion. Marque con el signo + el extremo que Se orientara
hacia el electrodo positivo. Nota: En docencia existen tres diferentes tamafos de camaras de electroforesis horizontal
(Figura 16), y se recomienda que el largo del papel sea tal que ambos extremos queden inmersos en los compartimentos
de la cdmara. En tanto, que el ancho no debe de exceder el soporte que separa ambos compartimentos.

Se baria la tira de papel en la disolucion amortiguadora, y se seca. Aplique 10 -15 pL de la muestras problemas asi como
de los compuesto de referencia (Figura 17).
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E

Coloque el papel dentro de la cdmara y llene los depdsitos con la disolucion amortiguadora (Fig. 18).
5. Monte el aparato y aplique la corriente eléctrica. Se aplican 0.26 mA por cm del ancho de la tira de papel (Figura 19).

6. Realice el “electroforetograma” durante el tiempo conveniente. Apague la corriente eléctrica y desconecte los cables de
latoma de corriente y quite los electrodos de la cdmara.

~

Retire el papel de la cdmara de electroforesis y se seca lo més rapido posible empleando un secador de pelo o bien
colocéndolo en la estufa entre 60 a 110 °C.

8. Vierta el reactivo de ninhidrina en la bandeja de inmersién vy barie el papel en el reactivo.
9. Caliente el papel durante dos minutos en el horno a 100-105°C.

10. Observe las manchas coloreadas de cada uno de los zumos, de la mezcla de aminodcidos y de las muestras de refe-
rencia. Marque con lapiz la posicién de los aminodcidos.

11. Sumerja la tira de papel en la disolucién saturada de nitrato de plata. Deje secar a la temperatura del laboratorio y luego
sumérgela en la disolucidn de hidréxido de sodio al 0.5 % en etanol.

Figura 17. Aplicacion de las muestras

Figura 18. Orientacion del signo positivo Figura 19. Electrodos de la cdmara conectados a la fuente
de poder
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Reporte de la practica
1. Incluye en el informe una fotografia del electroforetograma.

2. Indique que compuestos tiene presente en a) la mezcla; b) en el zumo de naranja; b) zumo de limon y ¢) jugo de
jitomate.

3. Indique el sitio donde se localizan los aztcares.
Cuestionario
1. {Cudl es la razon por la cual se impregna el papel en la solucién amortiguadora?
2. {Cudl es la razon de anotar el signo de los electrodos en el papel?
3. (Se pueden separar los azticares libres mediante electroforesis en papel?

4. A una mezcla de aminodcidos, cuyos valores de pKa se indican entre paréntesis, se someten a electroforesis en papel
a pH de 6.3. Alanina (2.34, 9.69), serina (2.2, 9.2), arginina (2.2, 9.0, 11.25) y dcido aspértico (2.1, 3.9, 9.8). {Cual (es)
migraran al cdtodo? (Cual (es) migraran al dnodo?
Bibliografia

Meloan, CE., Kiser, RW. (1973). Problemas y experimentos en anélisis instrumental. Editorial Reverté Mexicana, S.A. México, D.F.
Cap 28.

Skoog D.A, Holler FJ., Crouch S.R. (2008). Principios de andlisis instrumental. 62 Edicion. CENGAGE Learning Editores, S.A. de C\V.
México. Cap 30.

Rubinson, J., Rubinson, K. (2000). Quimica analitica contemporéanea. Prentice Hall Hispanoamericana, S.A. Mexica. Cap 13.

Smith |, Feinberg, 1. (1979). Cromatografia sobre papel y capa fina. Electroforesis. Editorial Alhambra, S.A. Espafia. Seccion Segunda.
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Tema VIII

Espectrofotometria
Practica 5. Determinacion de nitrito en agua.

Objetivo

Obtener el espectro de absorcion para elegir la longitud de onda adecuada en la medicion de nitrito. Determinar la concentra-
cion del NO, en una muestra de agua.

Introduccion

Algunos métodos quimicos emplean el desarrollo de color para detectar la presencia de compuestos quimicos por lo que se
puede considerar a la espectrofotometria como una extensidn de la inspeccién visual que integra un estudio més detallado de
la absorcion de la energfa radiante por las especies quimicas y proporciona una mayor precision en su caracterizacion y cuanti-
ficacion (Day & Underwood, 1989).

En algunos casos, las sustancias que deseamos cuantificar no presentan color por lo que deben convertirse a substancias
coloridas haciéndolos reaccionar de manera selectiva con reactivos que generen productos coloridos. Para que dichas reacciones
se puedan aplicar, de manera satisfactoria, requieren que la reaccion en la que se forma el color sea casi completa. Si la cantidad
de producto esté limitada por el analito, entonces la absorcion del producto es proporcional a la concentracién del analito (Skoog
y cols., 2008).

La absorcion de la energia también dependera de la distancia que recorre la radiacion a través de la solucion. La reaccion
entre la concentracion de la especie absorbente, la distancia que recorre la radiacion y el grado de absorcién se describe en la
ecuacion (1) que combina las leyes de Lambert y Beer (Harris, 2004).

A=abc 0 A=tbc ec(1)
Donde A= Absorbancia

C es la concentracion del soluto y se emplean con frecuencia dos unidades diferentes, gramos/litro y mol/litro. Es claro que
la constante de proporcionalidad depende del sistema de concentracion que se use. Cuando ¢ estd en gramos/litro, la constante
de absortividad es a; y si esta en mol/litro, la constante se denomina coeficiente de absortividad molar cuyo simbolo es E.

b = paso optico
Una gréfica de la Absorbencia contra la concentracion (g/L) serd una linea recta con pendiente igual a ab.

La determinacion del ion nitrito en agua es importante para evaluar el grado de contaminacién y el proceso de purificacion
del agua se puede juzgar por la cantidad que contiene de dicho ion. El ion nitrito se puede determinar en el agua utilizando
la reaccion de este ion con las aminas (diazotizacion). El cido 4-aminobencensulfonico se diazotiza de acuerdo a la siguiente
reaccion.

/ \ +NO, + 2H——» 4<=>ﬁ5 +2H.0
HO,S NH; 2 HO,S N=—I 2
~ - \ /
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La sal de diazonio se acopla con la 1-naftilamina para formar el producto de color rosa.

ool = é\j{_’ﬂ e
\ /

Para que la reaccion sea completa. La solucion se alcaliniza un poco con acetato de sodio.

Materiales

Reactivos

Matraces volumétricos de 25 mL

Micropipeta Ependorff de 1000 ul

Pipetas volumétricas de 10 mL.

Probeta de 20 mL
Piseta con agua destilada
Puntas para la micropipeta

Espectrofotémetro

Celdas para el espectrofotometro.

Vasos de precipitado de 100 mL

Disolucién de écido sulfanilico al 0.8 % en écido acético.
Disuelva 0.2000 g de écido sulfanilico (dcido 4-aminoben-
censulfonico) en 70 mL de &cido acético glacial y afore la
disolucion a 25 mL con agua destilada.

Disolucién de 1-naftilamina al 0.5 % en dcido acético. Di-
suelva 0.1250 g de 1-naftilamina en 7.0 mL de dcido acéti-
co glacial y afore a 25 mL con H,0 destilada.

Disolucién de acetato de sodio 16.88 %. Disuelva 7.000 g
de acetato de sodio trihidratado en agua y afore a 25 mL.

Pese con exactitud 0.0150 g de nitrito de sodio grado re-
activo, disuelva la sal en agua y afore a 100 mL. Mida 10.0
mL de esta disolucién y adicione agua hasta un volumen
final 100 mL. Esta nueva disolucién contiene 0.010 mg de
nitrito/mL, y es la que empleard para realizar la curva de
calibracion.

Parte experimental
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1.

Prepare la serie de disoluciones que se indican continuacion.

Matraz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NaNO,, (mL) 0.0 | 0250 | 0.500 | 0.750 | 1.00 1.5 2.0 2.5 0.0 0.0
Muestra problema (mL) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 2.0
H,0 destilada, (mL) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Ac. sulfanilico, (pL) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
Deje reposar los matraces 5 minutos

1-naftilamina, (L) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
Acetato de sodio, (L) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Afore con H,0 destilada hasta la marca del matraz de 25.00 mL.

Tema Vil




Métodos Instrumentales

2. Obtenga el espectro de absorcién midiendo la absorbencia del tubo cinco empleando el tubo 1 como blanco a diferen-
tes longitudes de onda en el intervalo de 400 a 600 nm. Tome la lectura como se indica.

Anm [400 [430 |[460 [490 [500 |510 |520 |530 |540 |550 |560 |570 |580 |600

A

3. Seleccione la longitud de onda en la cual obtuvo la absorbencia mas alta y emplee dicha longitud de onda para medir la
absorbencia de las disoluciones estandar y de la muestra problema.

Informe de la practica

1. Grafique la absorbencia contra la longitud de onda y una los puntos para obtener el espectro de absorcion. Indique la
longitud de onda seleccionada.

2. Grafique la absorbencia contra la concentracion de NOJ (ppm) y verifique si obedece la ley de Lambert-Beer.
3. Calcule el coeficiente de absortividad y la ecuacién de la recta.
4. Calcule la concentracion de nitrito en ppm (mg/L) en la muestra de agua analizada.
Cuestionario
1. {Cudles son las causas de las desviaciones de la Ley de Lambert-Beer?
2. (Existe diferencias entre el método empleado y el aprobado por la norma oficial mexicana?

3. Cuando el compuesto organico 3-ciano-5-metilpiridina (masa molar de 118.14 g/mol) se disuelve en etanol presenta
una banda de absorcién ultravioleta en 272 nm. Una solucién que contiene 0.274 mg de este compuesto en 10.0 mL
de etanol dio una absorbencia de 0.700 en una celda de 1.00 cm. Calcule a) la absortividad y b) la absortividad molar
del compuesto a 272 nm.

4. Después de un accidente automovilistico se llevo al laboratorio a una persona para realizarle una prueba de alcohol en
la sangre, para lo cual se le tomd una muestra de sangre y separd por centrifugacion el plasma de las células y se extrajo
200 L del plasma con una micropipeta y se colocd en un matraz volumétrico de 25 mL. Posteriormente adiciond un
amortiguador de fosfatos de pH 7.00 seguido de un exceso de NAD+y un poco de la enzima alcohol deshidrogenasa.
Después de unos minutos, la solucion se aford a 25 mL y se midid la absorbencia en una celda de 1.00 cm. El valor
de absorbencia fue de 0.986. Calcule la concentracion de alcohol (masa molar de 46 g/mol) en mg por cada 100 mL
de plasma sanguineo. Considere que el coeficiente de absortividad molar de NADH a 340 nm es de 6220 M™.cm™ vy la
reaccion redox:

CH,CH,OH + NAD* » NADH + CH,CHO + H*

Bibliografia

Day, Jr RA., Underwood, A.L. (1989). Quimica analitica cuantitativa. 5 Edicion. Prentice Hall Hispanoamericana, S.A. México. Cap. 14.
Harris, D.C. (2004). Andlisis quimico cuantitativo. 22 edicion. Editorial Reverté, S.A. Espafia. Cap. 19.

Skoog D.A,, Holler F.J., Crouch S.R. (2008). Principios de andlisis instrumental. 6° Edicion. CENGAGE Learning Editores, S.A. de C\V.

México. Cap. 14.
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Practica 6. Espectrofotometria

Andlisis de mezclas

Objetivo

Corroborar la hipétesis de que la absorbencia de una mezcla a una longitud de onda dada es aditiva.
Determinar la composicion de los componentes de la mezcla.

Introduccion

Con frecuencia se requiere conocer la concentracion de dos o més sustancias en una mezcla y si dichas sustancias absorben luz,
es posible analizar la mezcla sin tener que separar lo compuestos de interés (Meloan & Kiser, 1973).

Las caracteristicas que deben de presentar los compuestos susceptibles de ser analizados por este método es el que sus es-
pectros presenten longitudes de onda de absorcién méxima diferente y que los coeficientes de absortividad (a) en sus méximos
de absorcion también sean diferentes (Harris, 2004).

Dado que la absorbencia (A) de una disolucién a una longitud de onda es la suma de las absorbencias de cada una de las
especies en la disolucién a una determinada longitud de onda (Skoog y cols., 2008) por lo que la absorbencia de la mezcla es:

Al — i
A =3 A" ec (1)
Donde: AM es la absorcion total de la muestra a la longitud de onda 1.
A ¥ es la absorcion de cada una de las especies en la disolucion a la longitud de onda 1.

En esta practica se analizard una mezcla con dos indicadores a los que denominaremos Ry V. Dado que los colores que
presentan por separado los compuestos R y V son diferentes, por lo que las longitudes de onda (\) en las que presentan la
méxima absorbencia es diferente (Garcia-Segura y col, 2008). Si denominamos a A, y A, como las longitudes de onda donde la
absorbencia de Ry V son méximas, y dado que los compuestos siguen la Ley de Lambert-Beer, podemos escribir las absorben-
cias a las longitudes de onda a X, y A, (Harris, 2004; Willard et al,. 1991) como:

Al a'

mezcla

J[RI+ @' [V] Longitud de onda 1 ec (2)

A L=a R+ @[V Longitud deonda2 ec (3)

Donde los coeficientes de absortividad (a) se aplican a cada especie para cada longitud de onda. Dichos valores se obtienen
al realizar curvas de calibracién por separado de cada uno de los colorantes a las longitudes de onda 1y 2 con concentraciones
suficientes de la disolucidn patron para estar seguros de que se cumple la ley de Lambert-Beer en un intervalo de absorbencia

que incluya la absorbencia de la muestra (Skoog y cols, 2008).

Las concentraciones de Ry V en la mezcla se obtiene al resolver las ecuaciones (2) y (3), y el resultado es:
(A, mezdla)(a,V) - (A, mezdla)(a,V)

[R] = @R@EY) - @R @Y) ec (4)
(@,R)(A Mezcla) - (a,R)(A mezcla)
M= @R@V) - @R @) ec (5)
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NOTA: Las ecuaciones (2) y (3) representan un sistema de ecuaciones simultaneas y en el capitulo Il de este manual, se incluye
diferentes métodos para encontrar el valor de las incognitas, que en este caso son Ry V.

Materiales

Reactivos

2 Matraces volumétricos de 100 mL
4 Pipetas graduadas de 5 mL

1 Piseta con agua destilada

1 Espectrofotémetro

4 Celdas para el espectrofotdmetro.
1 Gradilla

12 Tubos de ensaye

3 Vasos de precipitado de 50 mL

Disolucion R: Rojo neutro 0.010%. (Disuelve 10 mg en 70 mL de
etanol. Aforar a 100 mL con etanol).

Disolucion V: Verde de bromocresol 0.010%. (Disuelve 10 mg
en 7.2 mL de NaOH 0.02 My afore a 100 mL con agua destilada).

Disolucion de NaOH 0.02 M.

Parte experimental

Obtencidn de los espectros de absorcion y corroboracion de la aditividad de la absorbencia.

1. Prepare las disoluciones que se indican a continuacion:

No. tubo Rojo neutro, mL, Verde de bromocresol, mL NaOH 0.020 M, mL H,0 mL
1 0.0 0.0 1.0 5.0
2 2.0 0.0 1.0 3.0
3 0.0 2.0 1.0 3.0
4 2.0 2.0 1.0 1.0
2. Obtenga el espectro de absorcion midiendo la absorbencia de cada uno de los compuestos y la absorbencia de la mezcla

empleando el tubo 1 como blanco a las diferentes longitudes de onda en el intervalo de 400 a 600 nm. Tome la lectura
como se indica.

A, nm

400

420

440

460

480

500 | 520

530

540

545 | 550

560

580

600

Ar

Av

mezcla

3. Con base a los datos anteriores seleccione la longitud de onda en la cual la absorbencia es maxima para el rojo neutro
y el verde de bromocresol. Estas son las longitudes con las que va a trabajar.
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Obtencion de datos para las curvas decalibracion

Métodos Instrumentales

1. Prepare la siguiente serie de disoluciones, empleando como stock la disolucién al 0.010 % y obtenga a absorbencia a
las longitudes de onda elegidas. Emplee el tubo 1 como blanco.

Tubo 1 2 3 4 5 6

mL de rojo neutro 0.0 1.0 20 3.0 40 5.0
mL de NaOH 0.020 M 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
mL H,0 5.0 40 3.0 2.0 1.0 0

AN

AR

2. Prepare la siguiente serie de disoluciones, empleando como stock la disolucidn de verde de bromocresol 0.010%, y

obtenga la absorbencia a las longitudes de onda elegidas. Emplee el tubo 1 como blanco.

Tubo 1 2 3 4 5 6
mL de verde de bromocresol 0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0
mL de Agua 5.0 40 3.0 20 1.0 0.0
mL NaOH 0.020 M 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
AN

AR

3. Prepare los tubos que a continuacién se indica para obtener la Absorbencia de la mezcla problema. Emplee el tubo 1

como blanco.
Tubo 1 2 3
mL de mezcla problema 0.0 20 4.0
mL de Agua 5.0 3.0 1.0
mL de NaOH 0.020 M 1.0 1.0 1.0
AN
A2

Informe de la practica

1. Construye los espectros de absorcion de las disoluciones de rojo neutro y verde de bromocresol en la misma gréfica.
También incluya en esta gréfica el espectro de la mezcla.

2. Indique las longitudes de onda seleccionadas.

3. Curvas de calibracion. Calcule la concentracidn en mg/mL del rojo neutro en cada uno de los tubos y grafiquelos contra
las absorbencias. Obtenga las ecuaciones de la recta y los coeficientes de absortividad a las dos longitudes de onda.
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4. Calcule la concentracion en mg/mL del verde de bromocresol en cada uno de los tubos y grafiquelos contra la absorben-
cia. Obtenga las ecuaciones de la recta y los coeficientes de absortividad a las dos longitudes de onda.

5. Encuentra la concentracion del rojo neutro y verde de bromocresol en la muestra problema.
Cuestionario
1. {Cudles son las formulas y las masas molares del rojo de neutro y verde de bromocresol?

2. Emplee los datos obtenidos en esta practica para que calcule los coeficientes de extincion molar a las dos longitudes de
onda del rojo neutro y verde de bromocresol.

3. {Cudntas longitudes de onda se deben emplear para analizar los componentes de una mezcla de 3 compuestos? (Cudn-
tas ecuaciones se necesita para obtener los componentes de la mezcla?

4. Una solucion 1x10* M de un medicamento tiene absorbencias de 0.400 y 0.019 a 272 nm y 345 nm respectivamente. La
solucién de su metabolito a una concentracion de 1x10* M presenta absorbencias de 0.000y 0.460a 272 nmy 345 nm
respectivamente. De una muestra de orina de un paciente se extrae el metabolito y el medicamento y posteriormente
se diluye a 100 mL y los valores de absorbencia obtenidos a 272 y 345 nm son de 0.325 y 0.78 respectivamente. Calcule
los nanomoles de metabolito y medicamento en la muestra de 100 mL. Considere b= 1 cm.

Bibliografia
Day RAr, Underwood A.L. (1989). Quimica analitica cuantitativa. 5° Edicion.Prentica-Hall Hispanoamericana. S.A. México. Cap. 14.

Garcia-Segura J.M., Gavilanes J.G., Martinez del Pozo A, Montero F, Ofiaderra M., Vivanco F. (2008).Técnicas instrumentales de
andlisis en bioquimica. 42 reimpresion. Editorial Sintesis S.A. Espafa. Cap. 2.

Harris D.C. (2004). Andlisis quimico cuantitativo. 2° Edicion. Editorial Reverté, S. A. Espana. Cap. 20.

Meloan, CE,, Kiser, RW. (1973). Problemas y experimentos en anélisis instrumental. Editorial Reverté Mexicana, S.A. México, D.F.
Cap. 2.

Willard H.H., Merritt L. LJr, Dean J. A,, Settle F. A. Jr. (1991). Métodos instrumentales de anlisis. 12 Edicion. Grupo Editorial Iberoamé-
rica, S.A.de CV. México. Cap. 7.
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Métodos Instrumentales

Practica 7. Espectrofotometria

Determinacion del pk_ del azul de bromotimol

Objetivo

Apreciar la utilidad de las técnicas espectrofotométricas y potenciométricas en la determinacion de constantes fisicoquimicas.

Conocer las implicaciones del equilibrio 4cido-base por medio de la determinacion de la constante de disociacion.

Introduccion

El azul de bromotimol es un &cido monoprético orgénico de tipo débil, que se emplea como indicador en las titulaciones dcido-
base, que presenta los colores amarillo (forma sin disociar) y azul (forma iénica) (Harris, 2004). Dado que el azul de bromoti-
mol es un dcido monoprdtico, se puede escribir la formula abreviada como Hin'y la ecuacion de ionizacién como:

Hin,,, > H o+ I ec(1)

La constante de equilibrio para esta disociacion es:
[H ][In"]

Ka= W ec (2)
. + _ ka[HIn]

Y equivale a [H'] —[In‘] ec (3)

Al aplicar la funcion “p" se tiene que

pH=pKa + IogM ec (4)

[HIn]

En la ecuacion 4 se observa que los cambios de pH provocan variaciones en el valor de la relacion [In] /[HIn], y por lo tanto

en el color de la disolucion por lo que esta relacion se puede determinar mediante espectrofotometria. Si el sistema obedece la
ley de Lambert-Beer, la absorbencia resulta proporcional a la concentracion y una gréfica de absorbencia en funcién del pH dara
los mismos resultados que una de concentracidn en funcion de pH (Meloan & Kiser, 1973).

Materiales Reactivos
7 Matraces aforados de 25 mL Disolucion de Azul de bromotimol al 0.2 %. Disuelva 20 mg en 100
2 Vasos de precipitados de 25 mL mL de etanol al 20%.
2 Pipetas graduadas de 2 mL Etanol al 20 %. Coloque 20.0 mL de etanol absoluto en un matraz
2 Pipetas graduadas de 10 mL volumétrico de 100 mL y afore con agua destilada hasta la marca.
2 Picetas (una con alcohol y otra con agua destilada) - Fosfato di dcido de sodio (NaH,PO, 0.200 M). Pese y disuelva 2.84
1 Espectrofotometro g de NaH,PO, en aguay aforaa 100 mL.
3 Celdas para el espectrofotémetro Fosfato mono écido de potasio (K,HPO, 0.200 M). Pese y disuelve
1 Potenciometro 3.46 g de K HPO, en agua y diluye a 100 mL.
1 Probeta NaOH 3.0 M. Pese y disuelve 3.00 g de NaOH y afore a 25 mL con

agua destilada.

Disolucion Buffer pH de 7.
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Parte experimental

a. Prepare las disoluciones que se indica a continuacion para obtener solo la forma disociada y la no disociada de
indicador, asi como proporciones diferentes de [In-]/[HIn] y apreciar la formacidn de varios colores.

Matraz Azul de bromotimol, mL NaH,PO,, mL K,HPO,, mL NaOH, mL

1 10 25 0
2 10 25 05
3 1.0 5.0 25
4 10 25 5.0
5 1.0 05 25
6 10 05 5.0 -

7 1.0 0 25 0.10

Mezcle y diluya cada disolucién hasta la marca.
b. Calibre el potenciometro y mide el pH de las siete disoluciones que contienen el indicador.

c.  Obtén el espectro de absorcion del azul de bromotimol a pH bajo (el espectro de HIn, matraz 1) y a pH alcalino
(I, matraz 7), desde 400 hasta 640 nm. Emplee el agua como blanco. Realice las lecturas en intervalos de 20 nm,
excepto alrededor de donde las absorbencias de los dos formas son cercanas, las lecturas se deben determinar en
intervalos de 5 nm.

d. Encuentre la absorbencia médxima de la forma bdsica (matraz 7) y con respecto a esa longitud de onda determine la
absorbencia de los matraces 2, 3, 4,5y 6.

Informe de la practica
1. Trace en una misma gréfica la absorbencia de las disoluciones (1y 7) contra la longitud de onda.

2. Grafique los valores de A (eje de las Y) contra el pH (eje x) a la longitud de maxima absorbencia de la forma bésica y
obtenga el pKa.

3. También obtenga la K. , haciendo las siguientes consideraciones:
Con los valores de Absorbencia obtenidos en la parte d) del método experimental, obtén la constante del indicador, empleando

la siguiente formula:

_[H1[n] _[HI[P-Q,]

nd " THin] [Q -R]
Donde:

Q, = Absorbencia de la solucién en los matraces 2,3 4, 5y 6 a la longitud de onda, en la cual la absorbencia de la forma basica
es maxima.

R = Absorbencia maxima de la forma bésica del indicador (matraz 1).
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P = Absorbencia de la forma 4cida del indicador (matraz 1) a la longitud de onda, en la cual la forma bésica tiene su méxima
absorbencia.

[H*]=Se calcula a partir del valor de pH de las soluciones en los matraces 2, 3, 4, 5y 6.
4. Compare la K. , experimental obtenida en la parte 3 y 4 y compdrelas con la reportada en la literatura.
Cuestionario

5. Explique el por qué el azul de bromotimol tiene espectros de absorcidn diferentes en las soluciones preparadas en la
parte a).

6. {Qué es el punto isosbéstica? {Qué significa su presencia?
7. INecesitan ser coloreadas las soluciones para poder realizar estudios cinéticos y de equilibrio? Fundamente su respuesta.

8. Laforma dcida de un &cido monoprdtico tiene una absorcidn méxima a 680 nm (log ®°€ = 6.82), mientras que la forma
bdsica no absorbe a esta longitud de onda. En una solucién amortiguada de pH de 4.9 la absorcién de una solucion 3.8
X 10° M de dcido fue de 0.301 a 682 nm. Calcule los valores de Ka y pKa.

Bibliografia
Harris, D.C. (2004). Andlisis quimico cuantitativo. 22 Edicion. Editorial Reverté S.A. Espana Cap. 12.
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Tema IX

Radiactividad (practica demostrativa)

Practica 8. Radiactividad natural presente en el ambiente

Objetivo

Medir la radiactividad natural presente en el ambiente. Estudiar los tipos de desintegraciones radiactivas.
Introduccién

En el esquema del dtomo, el nticleo estd en el centro y los electrones giran a su alrededor. El nticleo de cada dtomo esta formado
a su vez por protones (p+) y neutrones (n).Todos los dtomos de un mismo elemento tienen el mismo ndmero de protones
(nimero atomico, Z), y es el valor que distingue a los elementos quimicos. A los dtomos del mismo elemento que tiene el mismo
numero de protones pero diferente nimero de neutrones se les conoce como is6topos y se distinguen por el superindice que
indica el nimero de masa (protones + neutrones) (Rickards & Cameras, 1990). Por ejemplo, el Hidrégeno y el Carbono tienen
tres isotopos ('H, 2H, *H, C, ®C, “C), y solo el *H (tritio) y “C (14-carbono) son radiactivos. Ambos radioisétopos son emisores
de particulas B~ (beta) pero tienen tiempos de vida media diferentes (tV2 del *H =12.26 afios; t2 del “C = 5730 afios (Garcia-
Segura y cols., 2008).

Un radionticlido se caracteriza por: a) el modo de decaimiento, b) el tipo de energia de la radiacidn emitida en el decaimien-
to, y ¢) el tiempo de vida media (Willard y cols., 1991; Rickards & Cameras, 1990).

Un grupo importante de elementos pesados, (Z = 84) pueden decaer emitiendo particulas alfa (*o.,), que consta de 2 pro-
tones y dos neutrones y son idénticos a los ndcleos de Helio. Su carga es de +2 y su masa de 4.

2Rg, ——————— MRn_+'a, ec (1)

Hay dos tipos decaimiento beta (), el de la particula negativa (B_) y el de la particula positiva (.). La particula f.es un
electron con carga de -1y masa de cero y es indistinguible de los electrones de las capas atémicas. En cambio la particula .,
tiene carga de +1 y masa de cero. Cabe mencionar que en los decaimientos de tipo (3, se emite también un neutrino, que carece
de carga y de masa, y se omite su escritura en las reacciones debido a que no afectan el balance de dichas ecuaciones

H, ——— °He, +°B, ec (2)

22 _ 22 °
Na, Ne, +°B.,, ec (3)
En el decaimiento gamma (y), se emiten los rayos y que son fotones o paquetes de radiacion electromagnética, como lo

son los rayos X, luz ultravioleta, luz visible y luz infrarroja, las microondas y ondas de radio. No tienen masa ni carga y solamente
constituyen energia emitida en forma de onda.

En los procesos de captura electrdnica, el electron es atrapado por el nticleo, por lo general proviene de la capa K, dejando
un sitio vacante y para llenar dicho sitio, cae un electrén de la capa exterior (L, M, etc.), emitiendo de manera simultdnea un
foton de rayos X.

*Fe,, + % ——— *Mn, +X ec (4)

Hay otros procesos que implican decaimiento radiactivo, transmutacion de elementos y emision de alguna radiacion caracte-
risticas. Cabe mencionar, que en la gran mayoria de las fuentes radiactivas que se usan en la actualidad, la radiactividad ha sido
inducida por bombardeo de neutrones provenientes de un reactor nuclear.
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Con respecto a la energia emitida, se da por la diferencia entre los niveles involucrados en el decaimiento. En caso de que las
radiaciones o y y provengan de un solo tipo de decaimiento seran monoenergéticas. Sin embargo, las radiaciones 3 comparten
la energia disponible con el neutrino, por lo que tienen un espectro continuo de energia. La tercera propiedad se relaciona con
el tiempo de vida media de un nudlido radiactivo (t'2) que se define como el tiempo necesario para que se desintegre la mitad
de los dtomos radiactivos en una muestra (Skoog y cols., 2008).

La actividad A de un radionuclido se define como su velocidad de desintegracion.

dN
=— =k ec (5)
La actividad se expresa en unidades reciprocas de segundo (s-'). El becquerel (Bq) corresponde a 1 desintegracion por
segundo. 1 Bq = 1s". Otra unidad que aun se utiliza es el curie (Ci), que es igual a 3.700 x 10" desintegraciones (eventos de

decaimiento radiactivo) por segundo (dps), o sea que 1 Ci= 3.7 x 10° Bq.

En el laboratorio rara vez se miden actividades absolutas ya que la eficacia de los detectores no es del 100%. En su lugar, se
utiliza la velocidad de conteo R.

R= cA=cAN ec (6)

Donde ces una constante denominada eficiencia de deteccion absoluta, la cual depende de la naturaleza del detector, la
disposicion geométrica de la muestra y el detector y de otros factores.

La deteccion de la radiacion se basa en el efecto que produce dicha radiacion sobre la materia con la que interacciona. Los
diferentes tipos de radiactividad interaccionan con la materia de modo distinto, y también depende de la energia y del mate-
rial sobre el que se incide. En términos generales se puede decir que las radiaciones producen los fenémeno de: ionizacion,
transmiten energia al material, excitacion de dtomos, desplazamiento de atamos y cambios quimicos en los materiales. La placa
fotogréfica fue el primer método empleado y ésta ennegrece cuando la radiacion incide en ella. Los detectores que se emplean
para medir la radiactividad son:

1. Placa fotogréfica (rayos X, f, electrones)

2. Detectores de ionizacion de gases (Cadmaras de ionizacion, detectores proporcionales, detectores Geiger-Miiller) (detecta
particulas B y electrones)

3. Centelladores ( 'y, rayos X)

4. Semiconductores

5. Detectores quimicos, calorimétricos, termoluminiscentes de neutrones, etc.
En esta préctica se empleara un detector de ionizacién de gases (detector Geiger-Miller) que efectua el andlisis de corrientes
eléctricas producidas tras la formacion de los pares iénicos generados por una emisidn radiactiva. La parte esencial es la cdémara
de ionizacion, la cual es un recipiente cerrado con paredes protegidas por Plomo u hormigdn, para evitar que las emisiones
radiactivas atraviesen sus paredes. En el interior de la cdmara se encuentra un gas noble (p.ej He, Ar). Finalmente estas cdmaras
estan provistas de dos electrodos, uno central y otro en la pared. Las emisiones radiactivas de la muestra penetran en la cdmara a
través de la ventana, originando pares ionicos en el gas. Al establecer la diferencia de potencial, los iones positivos iran al cdtodo y
de esta manera se produce una pequefa corriente eléctrica, debida a la entrada de la emision radiactiva en la cdmara. El nimero
de iones generados por la radiacion dependera:

a. Deltipo de gas empleado v la presidn, que influyen en el potencial de ionizacion.

b. De la energia de las emisiones radiactivas, ya que a mayor energia mas iones.

¢. Delvoltaje existente en los electrodos.
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En los detectores G-M se trabaja con voltajes elevados para fomentar los fenomenos de ionizacién secundaria y la intensidad
de las corrientes producidas por cada particula radiactiva no depende de las radiaciones primarias, o sea que en este contador
solo se puede evaluar el numero de pulsos (corrientes eléctricas de corta duracién) pues todos son iguales. El detector G-M
es relativamente econdmico y sensible, tanto que a veces se usa en el laboratorio de bioquimica para detectar la presencia de
radiactividad (Garcia-Segura y cols., 2008).

Es comUn pensar que la exposicion a las radiaciones es consecuencia a desastres ocasionados por el hombre. Sin embargo,
la radiacion natural forma parte del medio ambiente y sus principales componentes son los rayos cdsmicos (12%), las proce-
dentes de los radiontclidos presentes en suelos y rocas, las que se encuentran presentes en los alimentos y bebidas y el aire,
por la produccion de energia, asi como a los que esta expuesto como consecuencia de algunos tratamientos médicos (17%).

Los elementos conocidos como “padres” o cabeza de las serie radiactivas son el 2°U, #2Th y #*U, y en cada una de estas
serie existe un isotopo de Rn que escapa del material natural y se incorpora a la atmosfera. Estos gases radiactivos son el °Rn,
22Rn y 7°Rn. La radiactividad debida al Rn constituye el 40 % (Bulbulian, 1989).

Materiales

1 Un contador Geiger-Miiller
Materiales débilmente radiactivos (barro, sal de mar, leche, madera recién cortada)
1 Placa de montaje del detector y la muestra

Materiales para estudiar la atenuacion (papel, ldmina de aluminio, lamina de plomo)

Parte experimental
Medida del fondo de radiacion natural
En esta parte se medird la radiactividad (cps) que hay en el ambiente.
1. Encienda con cuidado el interruptor principal del aparato y deje que se caliente unos minutos.

2. Realice con el detector 6 medidas de dos minutos de duracion cada una. Emplee un reloj pulsera o bien cuente doce
periodos de 10s.

3. Ponga a cero el reloj y el aparato contador antes de cada medicion.
4. Determine el nimero medio de cuentas (h/Ni) y la incertidumbre.

5. Determine las cps, dohi _ No tasa de recuento debida al fondo ambiental

dt

6. Para medir con mayor precisién, ponga en marcha el equipo contador y determine el nimero de pulsos durante 10
minutos (utilice el reloj de pulsera). Cuanto més largo sea el tiempo de recuento més preciso serd el valor obtenido.

NOTA: El valor no se usara en la siguiente seccion.
Estudio de la radiacion de algunos materiales
1. Retire la capucha de proteccién del tubo GM.

2. Coloque debajo de la ventana de tubo GM, el material elegido.
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3. Mida la cuentas durante 3 minutos.

4. Para cada uno de los materiales determine la tasa de recuento y la tasa neta de recuento (reste la radiacion de fondo).
Sila tasa neta es diferente a cero, indica que la muestra analizada es radiactiva
Caracterizacion del tipo de radiacion

Con base a la forma en que se atenué la radiacion por diversos materiales se puede diferenciar el tipo de radiacién emitida (c,

B, ).

1. Emplee la colombita para medir tres veces durante 100s, el nimero de cuentas. Esto se hace a una distancia fija, primero
directamente. En segundo lugar, interponga una hoja de papel y posteriormente cambie la hoja de papel por una ldmina
de aluminio y finalmente sustituya la ldmina de aluminio por una de plomo.

2. Determine la tasa de recuento neta (lectura promedio- lectura promedio de fondo).
Informe de la practica
{Cudl fue el valor promedio de cuentas (h/Ni) y la incertidumbre obtenida en la radiacion ambiental?
{Cudl de los materiales medidos fue el més radiactivo?
{Qué tipo de radiaciones emitia el material radiactivo?

Cuestionario

{Cudles son las normas que debemos de seguir para minimizar los riesgos derivados de uso de radioisétopos?

N

{Qué equipo de proteccién se emplea cuando se trabaja con muestras radiactivas?

3. {Cudles son los isotopos radiactivos que se emplean con frecuencia en la investigacion en procesos bioquimicos?

R

{Cudl es tipo de radiacion que se puede encontrar en las casas y a que radionticlido se debe?
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