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Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

La quimica es necesariamente una ciencia experimental: sus conclusiones se
extraen de los datos y sus principios estan respaldados por la evidencia de los
hechos” (Michael Faraday)

l. Introduccion

El Manual de Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis (QUC 407L)
recoge la experiencia de la Catedra de Quimica Analitica a lo largo de méas 30 afios
en la docencia del andlisis instrumental. Este manual esta dirigido a personas
estudiantes de la carrera de Licenciatura en Quimica Industrial con salida lateral de
Bachillerato, sin embargo, puede servir como documento de referencia para otras
personas estudiantes de carreras afines (ej., Ingenieria en Bioprocesos Industriales,
Ciencias Ambientales, entre otras). Este curso se ofrece unavez al afio en el primer
ciclo (febrero a junio) como curso presencial semanal. Las experiencias de
laboratorio deben completarse con éxito a lo largo de las 16 semanas del curso. El
curso se desarrolla en el segundo piso del Edificio de Nuevos Procesos Industrial,
en el Laboratorio de Docencia de Quimica Analitica de la Escuela de Quimica.

Los requisitos de ingreso son la aprobacion de los cursos de Quimica Analitica
Cuantitativa (QUC 403) y Laboratorio de Quimica Analitica Cuantitativa (QUC 403L).
En este curso, sin embargo, la persona estudiante es retada a tener un rol méas
protagdnico en el desarrollo de las experiencias de laboratorio, tomando como base
la experiencia acumulada en otros cursos experimentales, no solo de la Catedra de
Quimica Analitica, sino en otras areas de la quimica. La persona estudiante debera
trabajar siguiendo el orden establecido en el programa del curso y los
procedimientos descritos en cada una de las practicas de laboratorio. Es obligacion
de cada persona estudiante conocer la teoria correspondiente, la cual se expondra
en la Instruccién de Laboratorio. Cada persona estudiante debe llevar un cuaderno
o libreta de laboratorio (ej., libro de actas o cuaderno cosido de tapa dura) en el que
debera anotar las observaciones y datos de los experimentos individuales y donde
debera registrar los célculos y resultados obtenidos para cada experiencia de
laboratorio.

Para profundizar en la teoria y controlar el aprendizaje, la persona estudiante debera
realizar evaluaciones escritas sobre los aspectos tedricos vistos en la Instruccion de
Laboratorio, pero debera ademas sistematizar sus resultados mediante la
preparacion de informes de laboratorio. Todas las personas estudiantes deben traer
su propia gabacha de laboratorio (de manga larga y con cierre delantero) y usar
ropa y calzado adecuados. Mas informacion al respecto se puede encontrar en el
programa del curso. Un maximo de 12 personas estudiantes es supervisado por el
profesor(a) de grupo de laboratorio. Todos los experimentos se llevan de forma
individual. Cada persona estudiante debera completar una pequefia evaluacion
inicial antes de cada experiencia de laboratorio, el cual deberd completarse antes
del inicio de la sesién correspondiente. Esta evaluacion se basard en preguntas

1



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

seleccionadas relacionadas con puntos clave de cada experiencia de laboratorio.
La asistencia a cada una de las experiencias de laboratorio es obligatoria. El
profesor del curso registrard la asistencia a cada una de las experiencias de
laboratorio y evaluara el trabajo diario mediante una rdbrica. Si una persona
estudiante se retrasa en mas 30 minutos con respecto a la hora de inicio, esa sesion
de laboratorio se registrard como una ausencia.
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Il. Normas generales de trabajo en el laboratorio

El desarrollo de andlisis quimicos implica riesgos si la persona no posee
conocimiento de la naturaleza de los materiales y reactivos a utilizar y si no guarda
cuidado en la manipulacién de estos. La mejor precaucion para minimizar cualquier
accidente es cumplir ciertas normas de conducta en el laboratorio, asi como tener
presente las medidas de seguridad en todo momento. Entre las normas de conducta
estan:

- Estudie previamente el experimento a realizar para comprender los principios
basicos del método y las técnicas.

- ldentifique los principales peligros y las medidas de precaucién a tener con
cada sustancia quimica con la que trabajara en cada experiencia.

- Asista puntualmente a cada sesion de laboratorio.

- Los objetos personales que no son requeridos durante la practica de
laboratorio deben mantenerse en un lugar especifico alejados de la mesa de
trabajo.

- Utilice gabacha de manga larga, abotonada, guantes y anteojos de seguridad
en todo momento dentro del laboratorio.

- Mantenga limpio y en orden la mesa de trabajo, la de las balanzas y el equipo
de trabajo. La limpieza y el orden son indispensables para realizar analisis
quimicos satisfactorios.

- No entable conversaciones con sus compafieros de clase a menos que sea
estrictamente necesario, mantenga un comportamiento serio y de estudio en
todo momento durante la practica.

- Manipule responsablemente el material de laboratorio provisto. Si
eventualmente llega a dafar algun material reportelo inmediatamente al
responsable del laboratorio.

- Evite trasladar los reactivos a las mesas de trabajo. Asegurese de
mantenerlos ordenados en los espacios asignados para estos.

- No destape mas de un frasco de reactivos al mismo tiempo, ya que se pueden
confundir las tapas y contaminar los reactivos, ademas nunca coloque las
tapas boca abajo para evitar derrame de liquidos contenido en esta y la
contaminacion de este.

- Unavez que termine de utilizar el frasco del reactivo tapelo inmediatamente.

- No introduzca ningun objeto dentro de los frascos de los reactivos, trasvase
la cantidad a utilizar a recipientes de menor volumen.

- Al finalizar cada sesion limpie, ordene y acomode todo lo utilizado tal como
lo encontro al inicio del laboratorio.
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Medidas de seguridad

- No ingiera bebidas o alimentos dentro del laboratorio.

- Conozca la ubicacion y el funcionamiento de los equipos de proteccion que
se encuentran en el laboratorio, asi como las salidas de emergencia.

- Lea cuidadosamente las etiquetas de los reactivos antes de ser utilizados y
revise muy bien la concentracion en la que se encuentran.

- Comunique cualquier incidente que ocurra por mas leve que sea.

- No saboree, ni huela directamente cualquier reactivo quimico. Si ingiere
accidentalmente alguna sustancia, enjuaguese la boca inmediatamente y
comuniquelo.

- Sile cae accidentalmente un reactivo en los 0jos, lavese inmediatamente con
abundante agua y notifiquelo al profesor o al responsable del laboratorio.

- Si algun liquido se derrama sobre su piel, lave con abundante agua el area
afectada y si fuera necesario utilice una disolucion saturada de bicarbonato
de sodio, para &cidos y una disolucién diluida de acido acético para bases.

- Al manipular sustancias que generen gases tdxicos, que sean irritantes,
venenosos o corrosivos, hagalo en una capilla de extraccion.

- Utilice los reactivos racionalmente, emplee solo la cantidad necesaria. Nunca
regrese el exceso al frasco original para evitar contaminacion.

- Utilice siempre la pera si requiere pipetear. Nunca succione con la boca.

- Al diluir un &cido concentrado, realice la accion en una capilla de extraccion
de gases y afiada el 4cido al agua de forma lenta y con agitacion continua.

- Si calienta alguna sustancia o manipula algun equipo caliente, utilice pinzas,
guantes para calor o cualquier equipo apropiado para evitar quemaduras.
Nunca coloque directamente sobre la mesa de trabajo los objetos calientes.

- Si calienta alguna sustancia o lleva a cabo alguna reaccion en un tubo de
ensayo, no dirija la boca hacia usted o hacia algun compafiero, para evitar
cualquier salpicadura.

- Si requiere realizar algun tipo de calentamiento, asegurese que el material
del objeto a calentar resista las temperaturas a las que sera sometido.

- Si debe introducir algun objeto de vidrio dentro de un tapon de hule o de
corcho, lubrique el objeto con agua enjabonada para facilitar el
desplazamiento. Envuelva una parte del objeto en un pafio o una toalla, de
tal forma que las manos queden protegidas. Gire el objeto cuidadosamente
hacia un lado y hacia otro, para introducirlo dentro del tapdn o corcho, realice
los movimientos de forma lenta, sin esforzar mucho el objeto, para evitar que
se quiebre.
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Disposicion de residuos

Escuela de Quimica, Universidad Nacional

- Al desechar residuos solidos o liquidos coloéquelos en los recipientes
asignados segun la clasificacion de residuos. Nunca deseche reactivos en
pilas o en otros lugares que no son para este fin. Si tiene dudas consulte con
su profesor o el responsable del laboratorio.

- Para residuos de vidrio, coloque los mismos en los recipientes adecuados
para este fin. Nunca coloque vidrios en el basurero comun, ni en ningan otro
lugar donde se pueda ocasionar alguna cortadura a usted mismo u otra

persona.

- Disponga de cualquier residuo ordinario y/o reciclable generado durante la
experiencia en los contenedores correspondientes, procurando mantener

limpio y ordenado el espacio de trabajo.

lll. Gestion de los residuos quimicos en el Laboratorio de
Métodos Instrumentales de Analisis

DIAGRAMA DE PRIORIDADES
SEGREGACION DE RESIDUOS QUIMICOS
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Figura 1. Diagrama de prioridades de segregacion de residuos quimicos.

Por favor refiérase a cada experimento para acceder a informacion especifica
sobre la gestion de los residuos generados. Se incluyen ademas etiquetas
paralos recipientes que cada persona estudiante debe utilizar para almacenar
sus residuos durante cada experiencia de laboratorio-
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SECCION I. TRATAMIENTO DE DATOS

EXPERIMENTO 1
CALIBRACION DE EQUIPO VOLUMETRICO

1. Contenidos

1.1. Introduccion al proceso de calibracion de material volumétrico de
laboratorio.

1.2. Estudio de los factores que afectan el proceso de calibracién de material
volumétrico.

1.3. Demostracion de la influencia del grado de limpieza de los instrumentos
de laboratorio en el volumen entregado por éstos.

1.4. Estudio de la influencia del tiempo de escurrimiento en el volumen
entregado por el instrumental volumétrico.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debera tener un manejo adecuado de la técnica de pipeteo, y en
general, del uso de material volumétrico en el laboratorio.

3. Introduccioén

Ademas de la balanza analitica, existen tres instrumentos de precisién en el
material volumétrico que son imprescindibles, basicos y de uso comun en las
determinaciones analiticas: la pipeta, la bureta y el balon aforado. En la actualidad
se produce material volumétrico en masa, por lo que el fabricante no lo puede
examinar con detenimiento a excepcién del material calibrado, que es vendido a un
alto costo y que tiene una certificacion para cada instrumento de medida. Cuando
se desea hacer mediciones de alta precision en trabajos de investigacion o en
procesos de acreditacion por la norma ISO/IEC 17025-2005, por ejemplo, se
requiere que se calibren los instrumentos. En la mayor parte del trabajo analitico de
rutina no suele ser tan imperativa la necesidad de la calibracion.

Ademas, como parte de los requisitos generales de los laboratorios de ensayo,
segun la norma ISO/IEC 17025-2005, se encuentran los reglamentos técnicos entre
los cuales esta la trazabilidad de las mediciones, las que estan asociadas con la
exactitud y fiabilidad de los analisis. Por lo tanto, los instrumentos de medicién
ligados con el quehacer analitico del ensayo a realizar, tales como pipetas, balones,
buretas, espectrofotometros, pH metros y otros mas, deben ser calibrados en un
laboratorio debidamente acreditado para esta labor.
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La calibracién de materiales volumétricos se realiza al comparar la medida de
un patron de referencia trazable con la medida del mensurando. Al calibrar los
materiales volumétricos estamos aportando niveles de fiabilidad y seguridad en los
procesos donde la medicion resultante del uso del instrumento tenga lugar.
Igualmente, al calibrar los materiales volumétricos podremos generar los registros
pertinentes para poder documentar un Sistema de Gestion de la Calidad y tomar las
medidas oportunas para poder asegurar la calidad de los productos y servicios.

En la calibracion del material volumétrico, se utiliza equipos y patrones del area
mecanica debidamente certificados y trazables al NIST. Como resultado de la
calibracion del material volumétrico, se emite un certificado incluyendo la
informacion necesaria para poder reproducir la calibracion y una etiqueta para
adherir al material volumétrico y dejar visible su estado de calibracién en todo
momento.

Es importante que antes de hacer el proceso de calibracién de un instrumento
volumétrico, se realice un proceso apropiado de limpieza con las sustancias que en
ese momento convengan. Después de haberlo realizado y para verificarlo, se debe
enjuagar el material con agua desionizada. Cuando la superficie de vidrio esta limpia
y libre de grasa, el agua se extiende y deja una pelicula invisible. Si el agua no la
humedece uniformemente, se debe repetir el proceso de limpieza.

3.1. Tolerancias de materiales volumétricos

El NIST, National Institute of Standard and Technology, es una agencia federal
gue forma parte del Departamento de Comercio de los EE.UU. La mision de este
Instituto consiste en elaborar y promover patrones de medicion, estdndares y la
tecnologia con el fin de mejorar la productividad, facilitar el comercio entre los paises
y mejorar la calidad de vida de las personas.

Algunas caracteristicas presentes en un reporte de calibracion de un balén
aforado de 100 mL, una bureta de 50 mL calibrada a diferentes volimenes y una
pipeta aforada, se muestran en el cuadro 1:
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Cuadro 1. Reporte de calibracién de un balon aforado de 100 mL, una bureta de 50
mL calibrada a diferentes volimenes y una pipeta aforada

Material Volumen Volumen Correccién en | Incertidumbre
volumétrico nominal obtenido de la | mL expandida
indicado, mL | calibracion
Balon aforado | 100 100.046 +0.046 0.019
Bureta50 mL | 10 9.989 -0.011 .0.021
20 19.973 -0.027 0.020
30 29.971 -0.029 0.020
40 39.973 -0.027 0.020
50 49.978 -0.022 0.021
Pipeta aforada | 10 9.959 -0.041 0.007

Tomado de la calibracion realizada en el LACOMET, Laboratorio Costarricense de Metrologia, SCM Metrologia
Laboratorios S.A., y del Laboratorio de Metrologia PROCAME, respectivamente.

Factor de cobertura k=2 para un nivel de confianza de un 95%. La incertidumbre estandar se determind
conforme a la “Guide to Expression of Uncertainty in Measurement, BIPM-IEC-IFCC-ISO-IUPAC-IUPAP-OIML.

En el anexo 2 encontrara documentos con calibraciones para pipeta, bal6n aforado,
bureta y balanza analitica, y algunos valores de densidades del agua a diferentes
temperaturas y tolerancias permitidas para cierto tipo de material volumétrico.

4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones

- Agua destilada

4.2. Materiales

- Termémetro 0-100 +0,5°C

- Erlenmeyer de 125 mL. Tapo6n de corcho y recubrimiento de papel de aluminio
- Pipeta aforada de 5 mL

- Bureta de 50 mL con llave de teflon
4.3. Instrumentacion requerida
- Balanza analitica

- Cronémetro

4.4. Muestras para analisis

No aplica
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45. Procedimiento

4.5.1. Efecto del grado de limpieza de la pipeta aforada de 5 mL

1. Utilice la pipeta sucia, tal y como la encontr6 en su gaveta o como se le suministro.

2. Mida la masa de un erlenmeyer de 125 mL limpio y seco con su correspondiente
tapén. No lo manipule directamente con las manos. Solicite instrucciones a su
profesor de laboratorio.

3. Llene la pipeta por arriba del nivel de aforo con agua desionizada a la temperatura
escogida. Seque con papel absorbente o un pafio, la superficie externa que estuvo
en contacto con el agua y realice el aforo correcto de la misma.

4. Vierta el contenido de la pipeta en el erlenmeyer, apoyando su extremo inferior
en la pared de éste. Deje escurrir durante 5 segundos posteriores al vertido del
contenido.

5. Tape el erlenmeyer con el tapon y mida la masa inmediatamente en la balanza
analitica. Anote el resultado en el cuadro correspondiente. Calcule la masa del agua
vertida por la pipeta y posteriormente el volumen respectivo, tomando en cuenta el
valor de la densidad a la temperatura del agua.

6. Repita la operacion de calibrado 3 veces mas, utilizando como masa inicial del
erlenmeyer, la Gltima masa determinada.

4.5.2. Calibracién de una pipeta aforada de 5 mL

1. Lave cuidadosamente la pipeta aforada de 5 mL que utilizé en la parte A.

2. Llénela por arriba del nivel de aforo con agua desionizada a la temperatura
escogida. Séquela con papel absorbente o un pafio y realice el aforo de la misma.

3. Vierta el contenido de la pipeta en el erlenmeyer, apoyando el extremo final en la
pared de éste. Deje escurrir durante 5 segundos posteriores al vertido del contenido.

4. Tape el erlenmeyer y mida su masa en la balanza analitica. Anote el resultado en
el cuadro correspondiente. Calcule la masa del agua vertida por la pipeta y
posteriormente el volumen respectivo, tomando en cuenta el valor de la densidad y
la temperatura del agua.

5. Repita la operacion de calibrado 7 veces mas, utilizando como masa inicial del
erlenmeyer, la Ultima masa determinada.

4.5.3. Efecto del soplado en la calibracion de la pipeta

1. Repita todo el procedimiento realizado en el punto 11.B, asegurandose que una
vez que ha dejado de escurrir el agua por la pipeta durante 5 segundos, ésta se
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sople manteniendo apoyado la punta de la pipeta en la pared del erlenmeyer.
Realice la anterior operacion 3 veces mas.

4.5.2. Calibracién de la bureta a 30 mL

1. Use una bureta limpia y seca cuya llave sea de teflén. Lavela apropiadamente si
es necesario.

2. LIénela con agua desionizada a la temperatura convenida hasta la marca de cero
y al cabo de unos 30 segundos vuelva a leer el nivel del menisco. Asegurese que
no queden burbujas en la punta.

3. Durante ese tiempo de espera, mida la masa al 0.1 mg de un erlenmeyer de 125
mL con su tapon.

4. Vierta 30.0 mL de agua desde la bureta al erlenmeyer y tapelo. Mida la masa de
éste con el agua y anote el valor en su cuaderno. Repita la operacion dos veces
mas. Procure que la velocidad de vertido sea igual en las dos repeticiones.

5. Calcule la masa y volumen de agua vertido en cada oportunidad, tomando en
cuenta el valor de la densidad y la temperatura del agua.

4.5.3. Precision de la bureta a diferentes voliumenes. (1y 10 mL)

1. (1 mL). Repita el procedimiento utilizado en la calibracion de la bureta, (punto
[I.D), solo que en esta oportunidad depositara 1.0 mililitro en el erlenmeyer
comenzando siempre en la marca de cero mL. Efectle esta operacién dos veces
mas.

2. (10 mL). Realice los mismos pasos del inciso anterior, pero en esta ocasion en
su defecto mida 10 mililitros empezando siempre de cero mL. Efectle esta
operacion dos veces mas.

3. Calcule la masa y el volumen vertido de agua en cada caso y anételo en su
cuaderno, tomando en cuenta el valor de la densidad y la temperatura del agua.

5. Tratamiento de datos

Los datos deben presentarse tal como se muestra en el cuadro 2.

10
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Cuadro 2. Calibracién de una bureta de 50 mL a 20,0 + 0.2 °C, entregando
voliumenes de 50,00 mL

M Masa inicial Masa final Masa del Volumen del
Erlenmeyer Erlenmeyer agua vertido
(x 0.0001) (£ 0.0001) (£ 0.0002) (x 0.0001)
1 60.5740 110.3970 49.8230 49,9135
2 60.5820 110.4080 49.8260 49,9164
3 60.5430 110.3700 49.8270 49,9170

Densidad del agua a 20,0°C: 0.9982

Con el volumen calculado para los puntos II.LA 11.B, 1I.C y II.D del procedimiento,
determine para cada caso:

a. el valor promedio del resultado con la incertidumbre expandida.

b. la mediana y el ambito.

c. la desviacién estandar para la pipeta limpia.

d. la repetibilidad solo para la pipeta limpia expresada como % RSD.

e. El error relativo del volumen medido (en %). Asuma como correcto el valor dado
por el fabricante.

Para la parte 11.B, pipeta limpia, aplique el criterio Q de rechazo, en el caso que lo
amerite, para determinar si el valor mas alejado de la medida de tendencia central
debe ser aceptado o rechazado. Una vez evaluado el criterio Q, entonces calcule
los valores definitivos con la incertidumbre expandida.

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.

7. Bibliografia especializada

- Johnson, C.R. 1940. Calibration of Volumetric Apparatus. Journal of
Chemical Education, 7(12), 582-583. DOI: 10.1021/ed017p582.

- Harris, G.L. 2012. NISTIR 7383: Selected Procedures for Volumetric
Calibrations (12 ed.). SOP 24-1U: “Gravimetric Calibration of Volumetric Ware Using
an Electronic Balance”. National Institute of Standards and Technology, EE.UU.

- Solis-Montiel, E., Fernandez-Araya, J.F. 2016. Manual de Laboratorio de
Analisis Instrumental. Escuela de Quimica, Universidad Nacional.
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Cuadro 3. Gestion de residuos de la practica de calibracion de material volumétrico

Ndmero Prioridad o
Proceso Reactivos | de de E’s_tado Reglplente de
. fisico residuos
prioridad | mezcla
Lavado de |[KOH en |, 3 auido Material 0\‘
cristaleria etanol g recuperable ¥ -

Observaciones

Debe reutilizarse cuando se utilice cristaleria previamente lavada.
Los remanentes del lavado deben retornar al envase original (siempre
y cuando esté limpio), Los residuos de esta sustancia no utilizados o
contaminados deben disponerse en el recipiente de desechos #3
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EXPERIMENTO 2

INTRODUCCION AL LENGUAJE DE PROGRAMACION R:
ESTADISTICA BASICA Y ANALISIS DE REGRESION

1. Contenidos

1.1. Introduccion al uso de R y R Studio

1.2. Estadistica basica usando R

1.3. Regresion lineal simple

1.4. Parametros y andlisis estadistico

1.5. Manejo de datos

1.6. Estimacion de incertidumbre de la regresion usando R

2. Conocimientos previos requeridos

Para realizar este laboratorio se requiere que el estudiante este familiarizado con
la aplicacion de pruebas estadisticas basicas (ejemplo., prueba de rechazo Q) y el
andlisis de regresion lineal (ejemplo, calibracion instrumental realizada en el curso
de Quimica Analitica Cuantitativa).

3. Introduccioén
3.1. ¢QuéesR?

El uso del lenguaje R es cada vez mas generalizado en las ciencias exactas y
naturales. R puede ser descrito como un ambiente de computacion estadistica y
grafica que forma parte de la Fundacién de Software Libre (o Free Software
Foundation). Se puede considerar como un conjunto de herramientas de alta calidad
para trabajar con datos, estadistica y graficos. Es ademas, un lenguaje de
programacion simple y efectivo con los recursos necesarios para desarrollar
cualquier tipo de analisis. Por ejemplo, para los pasados Juegos Olimpicos en Rio
de Janeiro, el periédico el Washington Post publicé un analisis de la influencia que
tuvo el carril asignado a un nadador sobre sus tiempos de ida y vuelta en
competencias de natacion de 800 o] 1500 metros
(www.washingtonpost.com/news/wonk/wp/2016/09/01/these-charts-clearly-show-
how-some-olympic-swimmers-may-have-gotten-an-unfair-
advantage/?noredirect=on&utm_term=.1459698e214e)

El uso de R requiere el desarrollo de habilidades basicas de programacion, lo
cual lo diferencia del uso de paquetes estadisticos disponibles mediante la compra
de licencias comerciales. A diferencia de estos paquetes de software comerciales,
R es un lenguaje de programacion que requiere una previa interpretacion de la
informacion por parte del usuario. Esto significa para obtener un resultado en R, es
necesario escribir una orden en un lenguaje de programacion. La utilidad de este
resultado depende ademas de la informacion proporcionada por el usuario. R es
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ademas un lenguaje vectorial, lo que significa que las operaciones se realizan a la
vez para todo un vector o una matriz de datos. Es por ello que la informacion que
se incluyen en R debe tener un formato adecuado. Aunque su uso inicialmente
puede parecer intimidador, el usuario de R utiliza las funciones ya desarrolladas por
otros usuarios mas avanzados (programadores en R), lo cual simplica mucho el
andlisis de datos. Estas funciones se denominan “paquetes”, y han sido
desarrolladas para un numero relativamente grande de tematicas.

En general, un usuario de R debe desarrollar destrezas que incluyen el conocer
los diferentes métodos disponibles para realizar una tarea (ejemplo, conocimientos
estadisticos), seleccionar entre las diferentes opciones el método mas adecuado y
manejar los formatos de programacion en R necesarios para obtener la informacion
requerida. El objetivo de este experimento es el desarrollo de habilidades basicas
para el uso de R. El estudiante aprendera a realizar analisis estadistico basico
usando R, incluyendo el andlisis de regresion, ampliamente usado en la calibracién
de instrumentacion analitica.

3.2. Regresion lineal

Un andlisis de regresion lineal tiene como objetivo estimar un modelo
matematico que pueda utilizarse para predecir el valor que una variable de
respuesta (0 dependiente) puede tomar en funcion del valor de una variable
explicativa (o independiente). La ecuacion general para un modelo de regresion es:

Y=fX)+€e()

, donde Y es la variable de respuesta, f es una funcién que sustenta el modelo, para
el cual hay infinitas posibles soluciones, X es la variable explicativa (es decir, los
datos) y € es un término de error o ruido. Si el modelo anterior es un modelo de
regresion lineal, entonces Y es una variable cuantitativa, f es un sencillamente una
linea, X es una Unica variable cuantitativa y € es aproximadamente a un valor N
(0,0¢), en donde ce es un valor fijo, asociado a la estimacion de la variable de
respuesta en ausencia de la variable explicativa o de una sefial analitica.

4. Seccién experimental
4.1. Reactivos y disoluciones

No aplica

4.2. Materiales
- Computadora personal (laptop)
4.3. Instrumentacion requerida

No aplica
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4.4. Muestras para andlisis

En este laboratorio no se utilizan “muestras para analisis”, pero se trabajara con
datos reales proporcionados por el profesor.
4.5. Procedimiento

45.1. Instalacion de R Studio.

1. Ingresar a la pagina web de R Studio (www.rstudio.com).

2. Descargar R y RStudio.

3. Ejecutar el archivo desde la carpeta en la cual fue descargado y seguir las
instrucciones de instalacién. Una vez hecho esto, se instala la version gratuita de R
Studio. Cuando se requiera utilizar R, solamente es necesario abrir R Studio.

4.5.2. Manejo basico de R

A continuacién, se presenta un ejemplo del uso basico de R como calculadora. Este
primer contacto servira para familiarizarse con el uso de R. En R, los comentarios o
notas al margen aparecen marcados usualmente con el simbolo #, mientras que los
comandos (instrucciones) aparecen sin este simbolo. Las salidas o resultados se
muestran a continuacion en letra negra, mientras que los errores de salida se
muestran en letra roja.

45.3. Usando R como calculadora

Para utilizar el lenguaje de programacién R como calculadora, los simbolos que
utilizaremos son: suma (+), resta (-), divisén (/),multiplicacion (*) y exponente (")

6.2.1.1 Operaciones basicas
8+7 #sumar

##[1] 15

8-7 #restar
##[1] 1

8/7 #dividir

## [1] 1.142857

8*7 #multiplicar (notar que no se utiliza la x)
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## [1] 56

8*7.1 #Notar que se utiliza el punto como separador decimal (no se acepta la coma)

##[1] 56.8

2744 elevar a la potencia

## [1] 16

sqrt(4) #raiz cuadrada. En R se debe tener cuidado con el uso de minusculas y mayusculas
##[1] 2

#(hay distincion de las mismas) ya que SQRT(4) brindaria un error porque la funcion "sqrt"
#esta mal escrita

47 (1/2) # otra forma de indicar raiz cuadrada de 4

##[1] 2

8" (1/3) #raiz cubica de 8

##[1] 2

10g10(8)# logaritmo en base 10

## [1] 0.90309

log(8)# logaritmo en base e (logaritmo natural)

## [1] 2.079442

exp(8.7) # antilogaritmo natural

## [1] 6002.912

En caso de obtener un error, R siempre provee una explicaciébn que describe y
permite idenficar la fuente del mismo. Usualmente se recomienda usar la web para
conocer mejor como manejar el error. Dentro de los stiios mas utilizados para ubicar
soluciones a estos errores se encuentran Stack Overflow, GitHub y R documentation
and manuals

La escritura de expresiones combinadas debe respetar un orden, las primeras
operaciones son las potencias, despues la multiplicacion y division, y por dltimo, la
sumay resta

8*(8+7) # R toma en cuenta los paréntesis

##[1] 120

8*8+7 # esta expresion no es la mismo que la anterior
##[1] 71

(9*3)" (1/3) #raiz cubica de 27

##[1] 3

6.2.1.2. Secuencia de numeros

1:50 # crea una secuencia de numeros del 1 al 50
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## [1] 1 2 3456 7 891011121314151617 1819 20 2122 23 24 25
## [26] 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

seq(2.5,10.5,2) # crea una secuencia del 2 al 10 donde el 3er argumento determina
##[1] 25 4.5 6.5 85105

#el intervalo entre los valores. "seq" es una funcién de R que indica realizar
#una tarea especifica. Los elementos dentro del paréntesis que siguen se llaman ARGUMENTOS
1: 10 # secuencia del 1 al 5

# (11 1234567 8910

4: 16 # secuencia del 2 al 4

## [1] 4 56 7 8 910111213141516

4:3 # Es importante que el primer nimero siempre sea menor al segundo, de lo contrario no tiene sentido.

##[1]4 3
4.5.4. Conocer y elegir el directorio de trabajo

Para poder importar bases de datos, scripts o inclusive para saber donde se esta
guardando nuestro trabajo, es muy importante gue conozcamos nuestro directorio
de trabajo, para lo anterior, podemos utilizar un comando denominado getwdy).

getwd()

## [1] "G:/Mi unidad/DOCENCIA UNA/MIA/MIA 2020/Nuevo Manual/Practica R"

El resultado que aqui se despliega, corresponde a la carpeta donde se estaran
almacenando los archivos que se generen (por ejemplo, figuras, documentos) o
bien, donde el lenguaje ira a buscar los archivos que posteriormente desee importar
para el andlisis respectivo. Cabe destacar que esta direccion sera diferente en cada
computadora puesto que dependera de la ubicacion previamente seleccionada por
el usuario.

De manera similar, puede utilizarse el comando setwd(), Sin embargo con este no
obtendriamos el directorio, si no que cémo argumento de la funcion, debemos
indicar el directorio donde queremos trabajar.

wd <- getwd() # Otra forma de manejar el wd es asignarlo como una variable
setwd <- (wd) # El wd queda establecido como una variable
list.files() # muestra lista de archivos en el directorio de trabajo

] "Clase_1la_Intro.R"

] "Clase_1b_lectura_datos.R"

] "Clase_1d_tipos_datos.R"

] "desktop.ini"

## [5] "Experimento_2_R_regresion_lineal.pdf"
] "Fluxtower.csv"

] "graficoaguas.JPG"
]"Intro_R_MTDs_Lab_2_20.pdf"

] "Introduccién-al-Lenguaje-R.docx"
"Introduccion-al-Lenguaje-R.html"
"Introduccion-al-Lenguaje-R.pdf"
"Introduccion-al-Lenguaje-R.Rmd"
"Introduccion al Lenguaje R.Rmd"

## [10
## [11
## [12
## [13

—_— e
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]
] "jugadores.txt"
] "Préctica R.Rproj"
## [17] "R Script-P.R"
] "Regresion lineal GW.JPG"
] "Regresion lineal S.JPG"
] "script reporte ejemplo.R"

Lo importante en el lenguaje R, es trabajar de manera ordenada y saber localizar
nuestros documentos, para lo anterior se recomienda:

1. Tenerun solo directorio de trabajo, no obstante, puede convertirse poco practico
dependiendo del volumen de informacidén que manejemos.

2. Sitrabajamos en R Studio, la opcion mas ordenada y facil es hacerlo mediante
proyectos, a continuacién, se comparte un video tutorial para la creacion de
proyectos en R studio.

4.5.5. Tipos de datos en R

En R se puede trabajar con i) vectores, ii) matrices, iii) arrays (arreglos), iv) factores,
v) listas, vi) dataframes, vii) funciones. Una funcién muy util para identificar qué tipo
de datos estamos trabajando es str(), ya que al indicar como argumento el objeto con
gue estamos trabajando, nos indicara el tipo de dato y toda la informacion
relacionada con su composicion. Mas adelante aplicaremos esta funcion.

455.1. Vectores numéricos
a<-1.7

a=1.7

assign("a",1.7)

Mediante el procedimiento anterior, se realizé una asignacion del valor 1.7, a la letra
“a”. Mediante cualesquiera de las 3 formas presentadas, es posible crear un objeto
en R. Para poder visualizarlo, basta con correr o llamar el objeto.

a
##[1] 1.7

b<-c(10,11,15,19)

Otra manera para obtener los valores que fueron almacenados en un objeto (en este
caso un vector numérico), es utilizar el comando print(), N0 obstante, por un tema de
facilidad, se prefiere indicar Unicamente el nombre del objeto

print(b)
##[1] 10 11 15 19
b

##[1]10 11 15 19

Entre los vectores, es posible realizar cualquier tipo de funcion matematica
b*b
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## [1] 100 121 225 361
1/b

## [1] 0.20000000 0.09090909 0.06666667 0.05263158

Pero también, es posible crear nuevos vectores, a partir de otros ya existentes

c<-1-b
©

##[1] -9 -10 -14 -18

Anteriormente, se analizd que es posible crear secuencias de numeros, de manera
similar, se puede crear un vector utilizando una secuencia determinada

a<-1:3
a

#1123

b<-rep(a,times=3)
b

##[1]123123123

c<-rep(a,each=3)
G

##[1]1111222333

Pueden combinarse vectores de diferente tamafio siempre que el tamafio de uno
sea multiplo del otro

4.5.5.2. Vectores légicos

Un vector logico responde a valores de falso y verdadero, son muy utiles en ciertas
funciones para analisis estadisticos.

a<-seq(1:10)
a

## 11 1 23 4567 8910

b<-(a>5) # asigna valores TRUE o FALSE a partir de una desigualdad
b

## [1] FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE

Si gueremos visualizar los valores de “a” que poseen cumplimiento del vector “b”,
podemos hacer lo siguiente

a[b] #muestra los valores que cumplen una condicién
##[1] 6 7 8 910
a[a>5] # lo mismo, pero quitando variables intermedias

##[1] 6 7 8 910
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4.5.5.3. Vectores con caracteres

Un vector con caracteres, permite suministrar informacion textual. Por ejemplo, en
una base de datos que contienen los resultados de analisis realizados por diversos
analistas, la columna donde se especifica el nombre del analista puede ser utilizada
como un vector caractérico. Estas funciones son muy utiles ya que también permiten
especificar los colores que queremos trabajar para la elaboracion de un grafico, por
ejemplo. Vamos a crear algunos vectores de este tipo.

a<- "Esto es un ejemplo"”
a

## [1] "Esto es un ejemplo”

Es posible también, concatenar vectores numericos y caractéricos.
x<-1.5

y<--3.5
paste("El punto es (",x,",",y,")", sep=

) #concatenando x mas un texto usando "paste”

## [1] "El punto es (1.5,-3.5)"

La funcion substr(), me permite eliminar algunas partes de la cadena
substr(a,6,11) # extrayendo una parte de la cadena

## [1] "esun "
455.4. Matrices

Las matrices son arreglos de 2 dimensiones donde cada elemento tiene el mismo
modo (numérico, caracter, o I6gico). Es un tipo especial de marco de datos, estas
pueden ser creadas con la funcidn matrix().

matrix <- matrix(3:32, nrow=6, ncol=5) # se indica n° de filas y columnas
matrix # hemos creado una matriz de 5 columnas y 6 fila

# o [1][,2] [,3] [4] [,9]
##[1] 3 9 15 21 27

##[2] 4 10 16 22 28
#[3] 5 11 17 23 29
##[4] 6 12 18 24 30
#[5] 7 13 19 25 31
##[6] 8 14 20 26 32
str(matrix)

## int[1:6,1:5]3456789101112 ...

Otra forma para crear una matriz es la siguiente:

cells =¢(1.2,26,24,68)

namesf = c("F1", "F2") # nombre de las filas

namesc = c("C1", "C2") # nombre de las columnas

matrix2 <- matrix(cells, nrow=2, ncol=2, byrow=TRUE,dimnames=list(hamesf, namesc))
matrix2
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#* ClC2
##F1 1.2 26
## F2 24.0 68

4.5.5.5. Data Frames

Un marco de datos es un objeto con columnas que representan variables con
diferentes tipos de datos (numéricos, caracteres, etc.). Es el tipo de estructura de
datos mas comun en R.

size <- ¢(173,176,180,165,185,175,186,160,160,172,177,175,176)

age <- ¢(23,24,20,22,23,24,25,28,21,21,31,24,26)

sex<-¢(1,1,0,2,1,1,1,0,1,1,0,1,1)
str(sex)

## num[1:13]1101111011 ...
En el caso anterior, se indica que “sex”, es un vector numérico (pero el vector “sex”
deberia ser de tipo caracter ya que 1y 0 son macho y hembra). Para determinar la

naturaleza de un vector de datos o una variable, es posible utilizar la funcion
is.numeric(), is.logical(), €tc; segl]n corresponda.

is.numeric(sex) # para averiguar si sex es una variable numérica
## [1] TRUE
is.factor(sex) # para averiguar si sex es un factor

## [1] FALSE

R considera que al incluir nimeros, la variable es numérica, sin embargo para
indicarle que es un factor (es una variable codificada 1=Macho y 0=Hembra), hay
que convertir la variable en factor utilizando la funcién as.factor(), esta puede ser
utilizada para convertir otro tipo de variables segun corresponda

sex <- as.factor(sex) # transforma el vector numérico en un factor
sex = factor(sex) # otra forma de transformar variable numérica en un factor
str(sex)

## Factor w/ 2 levels "0","1":12212222122...

Los factores en R pueden ser variables categoricas nominales u ordinales. Se puede
generar niveles de un factor

gl(4,2) # genera 4 niveles de un factor con 2 repeticiones por nivel

##[1]11223344
## Levels: 1234

Para proceder a crear un marco de datos con los vectores anteriores se utiliza la
funcion data.frame ()

data<-data.frame(size,sex,age)
data

## size sex age

##1 173 1 23
##2 176 1 24
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#+3 180 0 20
##4 165 1 22
##5 185 1 23
##6 175 1 24
##7 186 1 25
##8 160 0 28
##9 160 1 21

#10 172 1 21
## 11 177 0 31
##12 175 1 24
## 13 176 1 26

Después de crear el data frame, existen varias funciones para poder realizar la
visualizacion del mismo

View(data)# en algunas casos cuando se utilizan R Markdown, la impresién del data frame

#no es visualizada por lo cual se puede utilizar de manera alternativa este comando

head(data) #permite visualizar las primeras 6 filas

## size sex age

#1 173 1 23
##2 176 1 24
##3 180 0 20
##4 165 1 22
##5 185 1 23
##6 175 1 24

tail(data) #permite visualizar las ultimas 6 filas

## size sex age
##8 160 0 28
##9 160 1 21
##10 172 1 21
##11 177 0 31
##12 175 1 24
##13 176 1 26

Ademas, como se menciond al inicio, la funcién str(), permite examinar la estructura
del objeto.
str(data)

## 'data.frame'. 13 obs. of 3 variables:

## $ size:num 173 176 180 165 185 175 186 160 160 172 ...
## $ sex : Factor w/ 2 levels "0","1":2212222122...

## $age:num 2324 2022232425282121...

En este caso indica que las variables “size” y “age” son numéricas y la variable “sex”
es un factor con 2 niveles. La exploracion de datos va a depender de los intereses
particulares para los cuales se esta trabajando los datos, sin embargo, de manera
general, hacer una exploracion de los datos, es una practica muy recomendable
para poder ser consciente del tipo de datos que estamos manejando.

class(data) # informa el tipo de objeto
#i# [1] "data.frame"
is.vector(data) # otra forma de averiguar el tipo de objeto

## [1] FALSE
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is.data.frame(data)

## [1] TRUE

dim(data) # muestra las dimensiones del data frame (filas/columnas)
##[1] 13 3

colnames(data) # muestra el nombre de las columnas

## [1] "size" "sex" "age"

summary(data) # resumen de los estadisticos mas comunes

#t size sex age

## Min. :160.0 0:3 Min. :20
## 1st Qu.:172.0 1:10 1stQu.:22

## Median :175.0 Median :24
## Mean :173.8 Mean :24
## 3rd Qu.:177.0 3rd Qu.:25
## Max. :186.0 Max. :31

Ademas, es posible elegir una serie de datos en particular, para ello se utilizan
diversas funciones, dentro de las mas utilizadas se encuentra el signo de ddlar, el
cual permite elegir una columna especifica del conjunto de datos.

data$size [11] # selecciona el dato 11 de la variable "size"
##[1] 177

Por su parte, si se requiere elegir un rango de datos de una variable, puede utilizarse
la seleccion por secuencia de valores.

data$age[4:7] # selecciona los datos 4 al 7 de la variable "age"

##[1] 22 23 24 25

Finalmente, si deseamos elegir una sola fila, una sola columna, o bien, un punto
especifico (fila y columna), es posible utilizar el | para realizar el proceso
denominado indexacion.

macho_alto<-data[3,] #elegimos la fila que contiene los datos del macho que mide 180 y de edad 20
macho_alto

## size sex age
##3 180 0 20

menos_edad<-data[3,3] #elegimos el valor especifico de menor edad
menos_edad

## [1] 20

Si utilizamos [ para indexar datos, debemos saber que el primer valor que
indiguemaos, sera el correspondiente a la fila, seguido de la coma, deberemos indicar
el nimero de columna.

4.6. Ingresar datos en Ry leer su contenido

Los archivos utilizados en esta seccion se encuentran en el aula virtual del curso.
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read.table("jugadores.txt") # despliega los datos pero no estan disponibles.

##t V1 V2 V3
## 1 lateral edad estatura
#t 2 1 27 178,56
## 3 1 22 1815
#t 4 2 23 183
##5 1 24 162
## 6 2 26 172
##t 7 1 26 1715
## 8 1 33 160
##9 1 26 163
## 10 1 29 167
## 11 1 24 161,2
## 12 2 25 170
## 13 2 26 187
## 14 1 23 166
## 15 1 27 162
## 16 2 25 194
## 17 1 24 160
## 18 2 22 185
## 19 1 21 155
## 20 1 21 175
## 21 2 22 183
##t 22 1 22 167
## 23 1 30 172
##t 24 1 25 163
# 25 1 24 172
#t 26 1 23 161
## 27 2 33 182

#Hay que crear un objeto con los datos usando <-

data<-read.table("jugadores.txt")
head(data) # despliega los primeros datos del conjunto. La primera fila con los nombres

##t V1 V2 V3

## 1 lateral edad estatura
H#Hit 2 1 27 178,56
#i 3 1 22 1815
#t 4 2 23 183
##5 1 24 162

## 6 2 26 172

#de columnas es considerada como datos

Escuela de Quimica, Universidad Nacional

Para que la primera fila sea considerada como los nombres de las columnas, debe
de usar como argumento de la funcion head=T al importar los datos y asignarselo a

data<-read.table("jugadores.txt",head=T) # T=TRUE y F=FALSE

## lateral edad estatura

27
22
23
24
26

un objeto.
head(data)
#HW1 1
#wW2 1
#W3 2
#Ha 1
#5 2
#e 1

26

178,56
181,5
183
162
172
171,5
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4.6.1. Modificando las variables del conjunto de datos

Si por algun motivo deseamos modificar las variables de un conjunto de datos, es
importante conocer el tipo de datos que tenemos, lo cual podemos hacerlo
utilizando la funcién de str()

str(data)

## 'data.frame'. 26 obs. of 3 variables:

## $lateral :int 1121211111..

## $edad :int 27 22232426 2633262924 ...
## $ estatura: chr "178,56" "181,5" "183" "162" ...

Si quisiéramos adicionar 10 unidades a la variable estatura (porque es necesario
algun tipo de correccion), la variable “estatura” deberia ser numérica, no obstante,
al realizar este procedimiento exploratorio, nos percatamos que es considerada
como un factor. Lo anterior sucede debido a que los decimales estan siendo
separados por comas y por ende no esta reconociéndolo como numérico. Para
solventar esto utilizamos el argumento dec=","

head(data) # al importar los datos especificar qué "," es usado para separar los decimales

## lateral edad estatura

## 1 1 27 178.56
## 2 1 22 181.50
## 3 2 23 183.00
## 4 1 24 162.00
## 5 2 26 172.00
## 6 1 26 171.50

#porque de lo contrario toma la variable como un factor

Retomando nuestra misién original, ahora serd posible afiadir esas 10 unidades
puesto que la variable es numérica.

str(data$estatura)
## num [1:26] 179 182 183 162 172 ...
data$estatura + 10 # ahora es posible

## [1] 188.56 191.50 193.00 172.00 182.00 181.50 170.00 173.00 177.00 171.20
## [11] 180.00 197.00 176.00 172.00 204.00 170.00 195.00 165.00 185.00 193.00
## [21] 177.00 182.00 173.00 182.00 171.00 192.00

4.6.2. Utilizando datos en formato .csv () (valores separados por coma)

tower <- read.csv("Fluxtower.csv",head=T,dec=".") # Se importan usando "read.csv"
head(tower)

Hit TIMESTAMP FCO2 FH20 ustar Tair RH Tsoil Rain

## 1 23-2-09 22:00 -0.7426 -0.0167 0.0296 4.131667 74.29667 9.253333
## 2 23-2-09 22:30 0.6143 0.0113 0.0402 3.544000 77.22000 8.660000
## 3 23-2-09 23:00 -1.8577 -0.0412 0.0982 3.276333 78.71667 8.186667
## 4 23-2-09 23:30 0.3544 -0.0004 0.0979 2.747667 81.83333 7.790667
##5 24-2-09 0:00 0.3350 0.0003 0.0398 2.687000 82.06667 7.299667 O
## 6 24-2-09 0:30 -0.3797 0.0036 0.0627 2.055667 85.76667 7.180667 O

oo 9o
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View(tower) # datos de flujos de agua y dioxido carbono en bosques.

También se puede usar read.table() con archivos .csv pero debe utilizar el argumento
sep=","

tower <- read.table("Fluxtower.csv",head=T,dec=".", sep=",")
head(tower)

#t TIMESTAMP FCO2 FH20 ustar Tair RH Tsoil Rain

## 1 23-2-09 22:00 -0.7426 -0.0167 0.0296 4.131667 74.29667 9.253333
## 2 23-2-09 22:30 0.6143 0.0113 0.0402 3.544000 77.22000 8.660000
## 3 23-2-09 23:00 -1.8577 -0.0412 0.0982 3.276333 78.71667 8.186667
## 4 23-2-09 23:30 0.3544 -0.0004 0.0979 2.747667 81.83333 7.790667
##5 24-2-09 0:00 0.3350 0.0003 0.0398 2.687000 82.06667 7.299667 O
## 6 24-2-09 0:30 -0.3797 0.0036 0.0627 2.055667 85.76667 7.180667 O

oOo9o

View (tower)
4.6.3. Crear un subset de datos

Crear un subset de datos con la lateralidad y la edad solamente

player <- read.table("jugadores.txt",head=T,dec=".")

head(player)

## lateral edad estatura
## 1 1 27 178,56
#t 2 1 22 1815
## 3 2 23 183
#t 4 1 24 162
##5 2 26 172
## 6 1 26 1715

View(player)

Como ya analizamos lineas mas arriba, es posible utilizar [ para indexar.

player2 <- player[,1:2] # la coma se usa para seleccionar todas las filas. 1:3 para
#seleccionar columna 1,2y 3
View(player2)

head(player2)
## lateral edad
## 1 1 27
## 2 1 22
## 3 2 23
## 4 1 24
##5 2 26
## 6 1 26

Sin embargo, también se pueden filtrar los datos con la funcidn subset()

playerder <- subset(player, lateral =="2")
playerder

## lateral edad estatura
## 3 2 23 183
##5 2 26 172

## 11 2 25 170
## 12 2 26 187
## 15 2 25 194
## 17 2 22 185
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## 20 2 22 183
## 26 2 33 182

4.7. Estadistica basicacon R

4.7.1 Estadistica descriptiva

Vamos a generar un objeto que contiene la masa de una moneda que fue medida
varias veces.

penny1=c(3.080, 3.094, 3.107, 3.056, 3.112, 3.174, 3.198) #Masa de una moneda medida varias veces

Para calcular los parametros descriptivos basicos, podemos utilizar las funciones
base que incorpora el lenguaje R.

mean(pennyl) #Promedio

## [1] 3.117286

median(pennyl) #Mediana

## [1] 3.107

sd(pennyl) #desviacién estandar
## [1] 0.05091403
var(pennyl)#Varianza

## [1] 0.002592238
range(pennyl) #tango

## [1] 3.056 3.198

También es posible utilizar funciones de otros paquetes que han sido disefiadas
para sistematizar todos los datos en una Unica salida. Tal es el caso de la funcion
numsummary del paquete rRemdr y/0 RemdrMisc.

Para hacer uso de estas funciones primero deben los paquetes ser instalados con
la funcidn install.packages("nombre del paquete”) Yy cargados con la funcion library(nombre del
paquete). Recordar que el proceso de instalacién se hace una Unica vez, mientras que
el cargado de librerias es requerido cada vez que abrimos R después de cerrar una
sesion.

library(Rcmdr)

library(RcmdrMisc)

Una vez que han sido cargadas ambas librerias, podemos utilizar la funcién
mencionada anteriormente. Es importante destacar que para esta funcion existen
multiples argumentos que pueden ser indicados a la funcion, los cuales permiten
obtener, percentiles, descriptiva por grupos, entre otros factores. Para obtener mas
detalle se recomienda visitar la seccion de “help” para indagar mas sobre la funcion.
descriptiva<-numSummary(pennyl, statistics = ¢c("mean”, "sd", "cv","IQR", "quantiles","se(mean)"),quantiles =

c(0, 0.25, 0.5, 0.75, 1))
Ht la funcién numSummary corresponde al paquete RcmdrMisc
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descriptiva

i mean sd se(mean) IQR cv 0% 25% 50% 75% 100%
## 3.117286 0.05091403 0.01924369 0.056 0.01633281 3.056 3.087 3.107 3.143 3.198
#t n
#t 7

Otra opcion que es posible utilizar mediante el lenguaje R, es la creacién de
funciones, si queremos obtener una funcién que nos calcule el %RSD podemos
crearla de la siguiente forma

RSD<-function(x){(sd(x)/mean(x))*100} ###funcidon para calcular el %RSD de cualquier conjunto de datos

RSD(pennyl)
##[1] 1.633281
RSD(data$estatura)

## 1] 5.972095
4.7.2. Estadistica inferencial
Pruebas de significancia: Comparacion de dos medias

Comparemos los volumenes de titulante gastados por dos estudiantes que analizan
la misma muestra. Sin embargo, un estudiante realiza 5 réplicas y otro hace 6
réplicas.

est1<-c(35.50,36.90,35.45,34.85,35.55)
est2<-c(36.35,37.00,35.10,36.95,37.05,35.65)

mean(estl)
## [1] 35.65
mean(est2)

## [1] 36.35

Los datos no estan emparejados (nimero diferente de réplicas), por lo que se usara
una prueba t no emparejada para determinar si ambos estudiantes arrojan
volumenes diferentes para la misma muestra.

Utilizaremos R para completar una prueba t no pareada. Antes de que podamos
completar una prueba t debemos usar una prueba F para determinar si las
variaciones para los dos conjuntos de datos son iguales o desiguales.

Nuestra hipotesis nula es que las varianzas son iguales, varestl = varest2, y nuestra
hipétesis alternativa es que las varianzas no son iguales. Esta prueba la
completamos a través de la funcion var.test()

var.test(estl,est2)

i
## F test to compare two variances
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i

## data: estl and est2

## F = 0.85526, num df = 4, denom df = 5, p-value = 0.9049

## alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1
## 95 percent confidence interval:

## 0.1157656 8.0090869

## sample estimates:

## ratio of variances

#it 0.8552632

Si lo que se quiere es comprobar que una u otra varianza es mayor o0 menor que la
otra se puede usar la prueba de “una cola”.

R proporciona el intervalo de confianza del 95% para F exp (las relaciones entre
ambas variables). Debido a que este intervalo de confianza es de 0.115 a 8.009;
incluye el valor esperado para F de 1.00 (si las varianzas son iguales, la relacion de
ellas varestl/varest2 debe ser 1), mantenemos la hipotesis nula y no tenemos
evidencia de una diferencia entre las varianzas.

No habiendo encontrado evidencia que sugiera varianzas desiguales, ahora
completamos una prueba t no pareada asumiendo varianzas iguales. Nuestra
hip6tesis nula es que no hay diferencia entre las medias, Xestl = Xest2, y nuestra
hipoétesis alternativa es que hay una diferencia entre las medias. Esta prueba la
completamos a través de la funcién t.test(). No omitimos manifestar que la redaccién
de las hipétesis nulas y alternas han sido simplificadas de los formalismos
estadisticos en aras de focalizar la atencion sobre el entendimiento de la ejecucion
de la prueba en el lenguaje R.

t.test(estl, est2, mu = 0, paired = FALSE, var.equal = TRUE)#Si los valores estan emparejados,

##

## Two Sample t-test

##

## data: estl and est2

##t=-1.4655, df = 9, p-value = 0.1768
## alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
## 95 percent confidence interval:

## -1.7805161 0.3805161

## sample estimates:

## mean of x mean of y

## 35.65 36.35

#entonces en paired=TRUE
4.7.3. Rechazo de valores anémalos

Para realizar este proceso, es necesario utilizar el paquete outliers. Para instalarlo y
cargarlo se utilizan los pasos arriba descritos.

Usaremos este paquete para encontrar si hay valores atipicos en los datos del
estudiante 2 (est2) que recién analizamos utilizando tanto la prueba Q de Dixon

como la prueba de Grubb. Las funciones para estas pruebas son: dixon.test() y
grubbs.test

library(outliers)
dixon.test(est2, type = 10, two.sided = TRUE)
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##
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## Dixon test for outliers

##

## data: est2

## Q = 0.28205, p-value =0.723
## alternative hypothesis: lowest value 35.1 is an outlier

grubbs.test(est2, type = 10, two.sided = TRUE)

##

## Grubbs test for one outlier

H#H#

## data: est2

## G = 1.53285, U = 0.43609, p-value = 0.5119
## alternative hypothesis: lowest value 35.1 is an outlier

4.7.4. Modelos de regresion lineal

Hay dos opciones para realizar un andlisis de regresion: 1) se pueden formular
vectores para las concentraciones y sefiales, o 2) se prepara un archivo .txt o .csv
con los datos correspondientes

conc =¢(0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.50,0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5)
mV = ¢(0.01, 12.36, 24.83, 35.91, 48.79, 60.42,0.011,12.33,24.80,35.88,48.76,60.39,0.009,12.39,24.86,35.94,

48.82,60.45)

En R, para crear modelos lineales se utiliza la funcién es im().

model=Im(mV ~ conc)

Para poder visualizar la funcion, podemos utilizar una funcién muy sencilla

plot(conc,mV,pch=19,col="blue",cex=1,abline(col="red"))

my

10 20 30 40 50 60

0

0.0 01 0.2 0.3 0.4 0.5

conc

Figura 2. Funcién del modelo de regresion lineal.
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O una mas elaborada que permite visualizar los datos con mayor calidad, para esta,
requeriremos del paquete ggplot2.

ggplotRegression <- function (regresion) { ### funcion para plotear la regresion con
#los valores estadisticos

require(ggplot2)

ggplot(regresion$model, aes_string(x = names(regresion$model)[2], y = names(regresion$model)[1])) +
geom_point() +
stat_smooth(method = "Im", col = "blue") +
scale_y_continuous(labels = scales::number_format(accuracy = 0.01,decimal.mark = "."))+
scale_x_continuous(labels = scales::number_format(accuracy = 0.1,decimal.mark = "."))+
labs(title = "Titulo",
x="Titulo", y="Titulo",
subtitle = paste(" Pendiente =",signif(regresion$coef[[2]], 4),
"Intercepto =",signif(regresion$coef[[1]],4 ),
"r2=",signif(summary(regresion)$adj.r.squared, 4),
" p valor =",signif(summary(regresion)$coef[2,4], 3)))

}
plotlinealidad<-ggplotRegression(Im(mV~conc)) ### ploteo con la funcién
plotlinealidad
Titulo
Fendiente = 120.7 Intercepto = 0.2138 r2= 09997 p valor = 3.4¢
60.00 -
40.00-
o
E
i:
20.00-
0.00-
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Titulo

Figura 3. Modelo de regresion lineal con linea de tendencia.

Si queremos revisar todos los estadisticos de la regresion, utilizaremos la funcion
summary.

summary(model)
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##

## Call:

## Im(formula = mV ~ conc)

##

## Residuals:

##  Min 1Q Median 3Q Max

## -0.54124 -0.20356 -0.03124 0.29212 0.50790

##
## Coefficients:
#t Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)

## (Intercept) 0.2138 0.1458 1.466 0.162

## conc 120.6914 0.4816 250.597 <2e-16 ***

#i ---

## Signif. codes: 0 *** 0.001 **' 0.01 *' 0.05'.'0.1'"'1

##

## Residual standard error: 0.349 on 16 degrees of freedom

## Multiple R-squared: 0.9997, Adjusted R-squared: 0.9997
## F-statistic: 6.28e+04 on 1 and 16 DF, p-value: <2.2e-16

La primera seccion del resumen de R del modelo de regresion enumera los errores
residuales. Para examinar un grafico de los errores residuales, usamos la funcion

plot

plot(model,which=1)

Residuals vs Fitted

w
= 415
o g
o o |
M
=
-E I e—_
L]
Lo
ﬂ‘: ;:I;_
© _ 148
<

| | | | | |
0 10 20 30 40 20

Fitted values
Im{mV ~ conc)

Figura 4. Gréfico de errores residuales.

Una alternativa visualmente mas atractiva para poder corroborar los principales
supuestos que debe cumplir un buen modelo de regresion lineal, podemos
encontrarla con la funcion check_model del paquete performance. (Recuerde instalarlo
primero, luego cargarlo)
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library(performance)

## Warning: package 'performance' was built under R version 4.0.3

check_model(model)

## Not enough model terms in the conditional part of the model to check for multicollinearity.
## "geom_smooth()" using formula 'y ~ x'

## "geom_smooth()" using formula 'y ~ x'

## "geom_smooth()" using formula 'y ~ x'

## “stat_bin()" using “bins = 30". Pick better value with “binwidth".

## Warning: Removed 18 rows containing missing values (geom_text_repel).

[

- Mon-normality of Residuals & MNon-Mormality of Residuals
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L] _"| L E
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Figura 5. Supuestos que debe cumplir un buen modelo de regresién lineal.

4.7.5. Predecir la incertidumbre de una concentraciéon estimada a partir de la
regresion

Para poder estimar la incertidumbre y concentracion a partir de una regresion lineal,
utilizaremos el paquete chemcal.

Usando este paquete se pueden estimar la incertidumbre de la concentracion
obtenida a partir de una sefial o sefiales obtenidas para una muestra. La
concentracion del analito, CA, viene dada por el valor $Prediccion,y su desviacion
estandar se muestra como “Error estandar”.
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El valor de “Confidence” es el intervalo de confianza, £ tsCA, para la concentracion
del analito, y “Limites de confianza” proporciona el limite inferior y el limite superior
para el intervalo de confianza para CA. Si resta el valor mayor y menor de este
intervalo de confianza se obtiene la incertidumbre expandida (K=2) para el valor de
la concentracion

library(chemCal)

muestra = c(29.32, 29.16, 29.51)
Resultado<-inverse.predict(model,muestra,alpha= 0.05) #alpha a 0.05 es equivalente a un
#95% de confianza
Resultado

#it $Prediction
## [1] 0.2412449
#t

#H# $ Standard Error’
## [1] 0.001803426
##

# $Confidence
## [1] 0.003823093
#t

H# $ Confidence Limits®

## [1] 0.2374218 0.2450680

Podriamos utilizar lo ya aprendido para reportar el resultado:

paste("El valor obtenido mediante la calibracién es de",
round(Resultado$Prediction,4), "+/-",round(Resultado$Confidence,4),"mg/L")

## [1] "El valor obtenido mediante la calibracién es de 0.2412 +/- 0.0038 mg/L"

5. Asignacion para la casa

Para este ejercicio, utilizaremos los datos ion_waters.csv. Este conjunto de datos
esta disponible el aula virtual del curso. Los datos corresponden al analisis de nitrato
y sulfato (mg/L) en dos tipos de aguas: S (agua superficial) y GW (agua
subterranea).

1. Importe la tabla de datos y visualice su estructura

2. Realice una exploracion de datos

3. Cree dos subconjuntos de datos, uno contiendo solamente las muestras de agua
superficial y otro las de agua subterranea

4. ¢Hay diferencias significativas entre la concentracién promedio de nitrato y
sulfato encontradas en estos tipos de agua?

5. Grafique las variables nitrato y sulfato para evidenciar si hay correlacion entre
ambas variables en los dos tipos de muestras de agua

6. Estime un modelo de regresion lineal y grafique los resultados del analisis de la
regresion.
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Se destinara una carpeta en el aula virtual del curso para el envio de la asignacion.
Los formatos permitidos son .txt o como un script R (puede ser creado con R Studio).

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El laboratorio se realizard durante una sesion de laboratorio de 4 horas
presenciales.

7. Bibliografia especializada

- Tang, H., Pengsheng, J. (2014). Using the Statistical Program R Instead of
SPSS To Analyze Data, en: “Tools of Chemistry Education Research”; Bunce, D., et
al.; ACS Symposium Series; American Chemical Society: Washington, DC.

- 4.8: Using Excel and R to Analyze Data (Disponible en
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical Chemistry/Book%3A Analytical
Chemistry 2.0 (Harvey)/04 Evaluating Analytical Data/4.8%3A Using Excel a
nd R to Analyze Data) Accesado el 06 de febrero de 2019.

- 5.6: Using Excel and R for a Regression Analysis (Disponible en:
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical Chemistry/Book%3A Analytical
Chemistry 2.0 (Harvey)/05 Standardizing Analytical Methods/5.6%3A Using E
xcel and R for a Regression Analysis) Accesado el 06 de febrero de 2019.
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SECCION Il. ESPECTROSCOPIA MOLECULAR

EXPERIMENTO 3

VALIDACION DE UN METODO ESPECTROFOTOMETRICO
PARA LA DETERMINACION DE ION NITRITO EN AGUAS

1. Contenidos

1.1. Aplicacién de la espectrofotometria para el andlisis cuantitativo de ion nitrito
en matriz acuosa

1.2. Estudio de los parametros de desempefio basicos de un método analitico
1.3. Validacion de un método analitico mediante la realizacion de pruebas de
laboratorio y posterior aplicacion de pruebas estadisticas a los datos obtenidos
1.4. Demostracién del uso de lenguaje de programacion R para el analisis
gréfico y estadistico de los resultados de laboratorio

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante deber4d poseer conocimientos previos de la técnica
espectrofotométrica de andlisis; ademas debera reconocer conceptos de estadistica
descriptiva, inferencial y quimiometria. Es recomendable que el estudiante conozca
aspectos basicos del lenguaje de programacion R.

3. Introduccién

3.1. Validacién de métodos de ensayo

En la actualidad el analisis quimico cuantitativo es ampliamente utilizado para la
solucién de diversas necesidades en el ambito industrial, ambiental, clinico, de
investigacion, entre otros. Por ello, es imperativo que los datos obtenidos mediante
estos procedimientos sean confiables y respaldados por procedimientos que
aseguren la calidad de los mismos.

Para alcanzar este objetivo, los laboratorio de ensayo deben apegarse a una
serie de lineamientos que se establecen en normas internacionales para la
estandarizacién y calidad; una de ellas es la norma “ISO/IEC 17025:2017:
Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo vy
calibracion” que especifica los requisitos que deben cumplir los laboratorios para su
operacion coherente, imparcial y con competencia técnica demostrable; siendo la
validacion de los métodos de ensayo uno de estos requisitos.
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La validacion es el procedimiento mediante el cual se establece los parametros de
desempefio y las limitaciones que posee un método de ensayo; esto se realiza
mediante un plan de trabajo elaborado en funcién de obtener datos que permitan
evaluar si el método de ensayo que se desarrolla o implementa para las
necesidades analiticas, es capaz de adecuarse al propdsito que el laboratorio
requiere.

Un ensayo analitico debe cumplir con diversos criterios de aceptaciéon que
demuestren que sus parametros de desempefio son aptos para generar resultados
de calidad y confiables. La rigurosidad con la que se disefian las validaciones
depende del tipo de analisis, de las limitaciones particulares por el tipo de matriz y
el método de ensayo que se pretende realizar, ya sean métodos normalizados,
normalizados modificados, no normalizados o desarrollados por el laboratorio.

De manera general, los pardmetros de desempefio son caracteristicas del método
de ensayo las cuales deben ser evaluadas contra criterios de aceptacion cuyo nivel
de cumplimiento se define por guias internacionales, criterio de experto, certificados
de referencia o bien por el nivel de concentracién de analito en la matriz analizada,
tipicamente los parametros de desempefio sujetos a validacion son: especificidad,
selectividad, efecto matriz, linealidad, cedasticidad, repetibilidad, precision
intermedia, reproducibilidad, veracidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion,
incertidumbre y robustez.

En este experimento se realizara la validacion de un método analitico para la
determinacion de i6n nitrito en matriz acuosa mediante el método
espectrofotométrico, la validacion se realizaré de la siguiente manera:

- Estableciendo el intervalo de trabajo, de acuerdo al propésito del método.

- Realizando un estudio de linealidad a partir del coeficiente de determinacion, la
distribucién y sumatoria de residuales.

-Verificando el comportamiento de cedasticidad del método en los diferentes niveles
de calibracion seleccionados.

-Estableciendo los limites de deteccion y cuantificacién, asi como la incertidumbre
del método siguiendo las recomendaciones de diversas referencias especializadas.

-Verificando la veracidad, la repetibilidad y la precision intermedia mediante el
analisis de materiales de referencia certificados.

- Comprobando la especificidad mediante pruebas de recuperacién en muestras
reales fortificadas.

- Evaluando la robustez del método mediante la aplicacion del disefio experimental
Youden-Steiner.

37



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

3.2 El i6n nitrito en matriz acuosa

Por diversas razones puede ser de interés medir la concentracidon del ion nitrito, en
aguas naturales, de proceso o residuales. Esta especie nitrogenada presenta la
particularidad de poseer un estado de oxidacion intermedio (3+), entre el ion amonio
(1+) y el ion nitrato (5+). En aguas naturales esta especie puede ser medida con el
interés de caracterizar y/o relacionar el potencial de oxidacion-reduccion del
ambiente acuatico debido a la particularidad derivada de su estado de oxidacion;
caso similar sucede en las aguas residuales ya que altas concentraciones de esta
especie se relacionan con altos niveles de degradacién activa de materia organica.
Finalmente, en procesos industriales, las aplicaciones pueden ser muy variadas, ya
que las sales de nitrito se utilizan como conservantes en alimentos y algunos
productos para el hogar.

El ion nitrito en matriz acuosa puede determinarse espectrofotométricamente
mediante la generacién de un compuesto coloreado producto de la reaccion de este
ion en medio &cido con la sulfanilamida, esta reaccion forma una sal de diazonio
gue al unirse con la N(1-naftil) etilendiamina, genera un producto diazotado de color
parpura que absorbe radiacién en el espectro visible con un maximo en 543 nm, el
cual se muestra en la figura 6.
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M-{1-Maftil) etilenediamina Sal de Diazonio e Compuesto Diazdico

Figura 6. Reacccién quimica entre el ion nitrito y sulfanalamida y la formacién
del complejo diazénico coloreado.
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4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones
- Agua desionizada
Reactivo de color para el analisis espectrofotométrico de nitrito
(Sulfanllamlda 1 % m/v, acido fosférico 10 %v/v y 0,1%m/v N-(1-naftil)
etilendiamina xx %m/v, la disolucion es estable durante un mes almacenada en
refrigeracion en botella oscura)
- Disolucion patron 5 mg/L de ion nitrito
- Material de referencia certificado con concentracion de ion nitrito en el
ambito de trabajo del método (0,1-0,5 mg/L)
4.2. Materiales
- Computadora personal
- Material volumétrico y cristaleria de laboratorio general
4.3. Instrumentacion requerida
- Espectrofotometro de absorcién UV-Vis
4.4. Muestras para andlisis
- Muestras de agua natural, de proceso o residuales

45. Procedimiento

4.5.1. Preparacion de la muestra

Las muestras analizadas deben estar libres de sélidos en suspension para evitar
interferencias opticas, esto se puede asegurar haciendo pasar la muestra por un
filtro de 0,4 um. El pH debe poseer un rango de 5,0-9,0; caso contrario debe
realizarse un ajuste con disolucién de acido clorhidrico o amoniaco 1M.

Se toman alicuotas de 50,00 mL de la muestra en un Erlenmeyer de 125 mL o
similar, posteriormente se adiciona 2 mL del reactivo de color. Las lecturas de
absorbancia deben realizarse a 543 nm en un periodo de tiempo entre 10-120
minutos.

4.5.2. Intervalo de trabajo, linealidad, cedasticidad, incertidumbre, limite de
deteccion y limite de cuantificacion

Segun el Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater, (Rice et
al, 2012) el método espectrofotométrico para la determinacién de nitrito en aguas,
posee un intervalo de trabajo lineal de 0,05-1,00 mg/L; esto implica que cualquier
intervalo de trabajo dentro de este rango, debe ser lineal. Para establecer el
intervalo de trabajo del método a implementar, se toma en cuenta la concentracion
tipica de esta especie en las muestras que el laboratorio analizaria ya que los
ensayos analiticos deben ser adecuados para el propésito del laboratorio. Para este
caso, se considera como adecuado al proposito del laboratorio, cualquier rango que
no supere los 0,50 mg/L.
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Para validar la linealidad del rango de trabajo seleccionado, se realizan 4 curvas de
calibracion con al menos 5 niveles de calibracidbn. Una vez obtenidas las
absorbancias de cada disolucion se procede a realizar la grafica correspondiente y
el estudio de linealidad, obteniendo la regresiéon lineal a través del método de
minimos cuadrados. Con los datos obtenidos se analiza el comportamiento de los
residuales, la sumatoria de los mismos y el coeficiente de determinacion.

Los limites de deteccion y cuantificacion pueden ser calculados por diferentes
enfoques, dos de los mas usuales se representan a continuacion:

3 10
LD = f Lc=—2 Ecuacion 1

m

Un primer enfoque consiste en sustituir el valor de sigma por el error estandar del
intercepto, mientras que el segundo enfoque, sustituye el valor de sigma por el error
estandar de la regresion lineal; para ambos casos, “m” representa la pendiente de
la ecuacion

Por su parte, la cedasticidad se evalia mediante la prueba de igualdad de varianzas
en los valores de absorbancia para los diferentes niveles de concentracién (excepto
para el blanco), lo ideal para un método de ensayo es que la regresion lineal utilizada
sea homocedastica, es decir, que las varianzas en sus distintos niveles de
concentracion sean iguales ya que esto simplifica los célculos de incertidumbre e
inclusive para los limites de deteccién y cuantificacion.

Finalmente, el célculo de incertidumbre para las concentraciones obtenidas por
regresion lineal se estima a partir del intervalo de confianza determinado por la
misma. Este intervalo se estima considerando el error estandar del intercepto y de
la pendiente.

4.5.3. Repetibilidad, precision intermedia y veracidad

Para la verificacion de la veracidad, se analiza una muestra de concentracion
conocida, idealmente esta muestra debe ser un material de referencia certificado
(MRC) por un ente competente para dicho fin; en este experimento se analizara una
muestra que con fines practicos se considerard un MRC, el andlisis se realizara al
menos por septuplicado.

Con los datos de concentracion obtenidos para el MRC, se calculara la desviaciéon
estandar y el coeficiente de variacién, ambos estadisticos se utilizardn como
estimadores de la repetibilidad.

Para comprobar la precision intermedia, se realizara una prueba de igualdad de
varianzas en la concentracion obtenida para la muestra por dos estudiantes
diferentes, para ello se recomienda aplicar una prueba F o prueba de Levene.
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4.5.4. Aplicacion de un disefio experimental para la evaluacion de robustez

Para evaluar la robustez de un método de ensayo, se aplica un disefio experimental
donde se ejecuta el procedimiento con todas sus condiciones normales (A), pero en
diferentes experimentos y de manera aleatoria, se introducen pequefas Yy
deliberadas modificaciones (a). El disefio propuesto por Youden & Steiner (1975) es
ampliamente utilizado para la evaluacion de este parametro de desempefio, en el
cuadro 4, se muestra la aplicacion del disefio:

Cuadro 4. Disefio experimental de Youden-Steiner para la evaluacion de la robustez
en un método de ensayo

Variable Experimento
modificada 1 2 3 4 5 6 7 8
Condicién A A A A A a a a a
Condicion B B B B b B b b b
Condicién C C C C C C C C e
Condicién D D D d d d d D D
Condicién E E e E e e E e E
Condicién F F f f F F f f F
Condicién G G g g G g G G g
Resultados S t u v w X y Z

A partir de los resultados obtenidos puede calcularse el efecto de cada variable
modificada, para ello se calcula la media de los cuatro analisis en sus condiciones
normales y la media de los cuatro andlisis en sus condiciones modificadas. Entre
mayor sea la diferencia obtenida entre ambas medias, se infiere que existe mayor
influencia de esta variable en el método, para determinar si es sensible, se compara
el valor de la media contra un criterio de seguridad, normalmente el criterio esta
definido por el producto de la desviacién estandar del método y la raiz cuadrada de
dos.

4.5.5. Aplicacion del método en muestras reales y ejecucion de pruebas de
recuperacion para la evaluacion de la especificidad.

La especificad se valida a través de la comprobacion que el método de ensayo es
capaz de evaluar inequivocamente al analito en presencia de componentes que se
puede esperar que estén en la matriz. Para ello se analiza por triplicado una muestra
real; paralelamente, se toma otra replica de muestra a la cual se le adiciona una
cantidad exactamente conocida de analito. La diferencia entre el promedio de la
muestra triplicada y la concentracion de la muestra fortificada debe ser lo mas
cercana a la concentracion conocida que fue afiadida a la muestra.
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5. Tratamiento de datos

Escuela de Quimica, Universidad Nacional

El andlisis de los datos se realizard en el lenguaje de programacion R, a
continuacion, se muestra un ejemplo de la data que puede ser sistematizada a
través de los resultados obtenidos en el experimento, asi como el script utilizado

para el tratamiento de datos:

Y B C D E F
1 |Patrin Concentracidon Absorbancia
2 |Blanco a a
a[ 1 0,1875 0,147
a[ 2 0,3743 0,271
5[ = 0,5614 0,414
6| 4 10,7489 0,549
7 Blanca | o I o
g 1 0,1875 0,137
9 [ 2 0,3743 0,28
1w 3 0,5614 0,407
11 4 0, 7489 0,557
12 | Blanco 0 I 0
13 1 10,1875 0,144
14 2 0,3743 0,293
15 3 0,5614 0,424
16 4 0, 7489 0,553
17 | Blanco 0 I 0
1) 1 10,1875 0,123
19 2 0,3743 0,264
20 3 0,5614 0,395
21 a4 0,7489 0,528
22|

linealidad presicién robustez especifiddad

45.ay45.b

A B © D E F G H 1 1
1 |variahle_a Variable_a variable_B Variable_b Variahle_C Variable_c Variable_D “ariable_d Variable_E Variable_s
2 | 0,15630339 0,1844243 0,1563036  0,181366 0,1563036 0,1821347 0,15630359 0,1503434 0,1563036 0,1821347
3018213472 0,154394 0,1821347 (,154234 0,1509434 0181366 0,18213472 0181366 0,1509434 0,181366
4| 0,1509434 0,1894485 0,1508434 0,1894485 0,1844243 (,154894 (,18544843 0,1844243 0,154834 10,1844243
5 |0,18136604 0,1562341 0,1844243 0,1562341 0,1894485 0,1562341 0,15623413  0,154894 0,1562341 0,1894485
b
7
8
9

linealidad | presidon | robustez | especificidad @

45d

A B C ¥} E F
1 |Estudiante Replica Grupo Concentracian
2 ] & I 0,363
El D B il 0,361
4 0] c [l 0,367
3 ] D I 0,374
4] D E il 0,374
7 0] F [l 0,388
g ] <} I 0,360
a R Y W 0,390
10 R B W 0,360
11 R [ W 0,388
12 R D W 0,369
13 R E W 0,398
14 R F W 0,373
15 R G W 0,374
16
17
1a
19
20
21
22
linealidad presicion robustez especificidad
4.5.c
A E L= o F
1 |Muestra Muestra_f Fortificacion
2 0,251 0,351 0,101
3 0,247
4 0,258
5
]
7
&
9
10
11
1z
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
linealiclad presician robuster especificidad

45.e

Figura 7. Archivo de Excel como deben ser ordenados los datos experimentales.
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#Cargando librerias a utilizar

#Previamente deben ser instaladas con el comando install.packages("nombre")
#Los comandos echo=false, warning=false, message=false, previenen que el cédigo, mensajes y
#adevertencias se impriman en el html, word o pdf, permitiendo visualizar solo los
#resultados o graficos derivados.

library(readxl)

library(PerformanceAnalytics)

library(ggplot2)

library(grid)

library(dplyr)

library(RColorBrewer)

library(scales)

library(gridExtra)

library(ggthemes)

library(ggpubr)

library(Rcmdr)

library(RcmdrMisc)

library(NADA)

library (factoextra)

library(scales)

library(ggpubr)

library(tidyr)

library(cluster)

library(chemcCal)

library(asbio)

library(ggridges)

library (tinytex)

library (knitr)

library(performance)

Determinacién de parametros de desempefio relacionados con el
modelo de regresion: linealidad,cedasticidad, Ld, Lc e incertidumbre

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE GENERO LA
REGRESION

5.1. Determinacion de linealidad
#Preparacion de los datos

nitlinealidad<- read_excel("datavalidacion.xlsx",sheet = "linealidad")
View(nitlinealidad)
####Llamando la data

#conviertiendo las variables caractéricas a numéricas
nitlinealidad$Concentracion<-as.numeric(nitlinealidad$Concentracion)
nitlinealidad$Absorbancia<-as.numeric(nitlinealidad$Absorbancia)

regresion<-Im(Absorbancia~Concentracion,nitlinealidad) ### generar el modelo de regresion

summary(regresion) #ver resultados del modelo de regresion

##

## Call:

## Im(formula = Absorbancia ~ Concentracion, data = nitlinealidad)
#t

## Residuals:

## Min 1Q Median 3Q Max

## -0.0195519 -0.0033434 -0.0009997 0.0058638 0.0187876

##
## Coefficients:
#t Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
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## (Intercept) 0.001092 0.003874 0.282 0.781

## Concentracion 0.729684 0.008448 86.373 <2e-16 ***
it ---

## Signif. codes: 0 ***' 0.001 **' 0.01*' 0.05"'.'0.1"''1

#it

## Residual standard error: 0.01 on 18 degrees of freedom
## Multiple R-squared: 0.9976, Adjusted R-squared: 0.9975
## F-statistic: 7460 on 1 and 18 DF, p-value: < 2.2e-16

ggplotRegression <- function (regresion) { ### funcion para plotear la regresi?n con los valores estad?siticos
require(ggplot2)

ggplot(regresion$model, aes_string(x = names(regresion$model)[2], y = names(regresion$model)[1])) +
geom_point() +
stat_smooth(method = "Im", col = "blue") +
scale_y continuous(labels = scales::number_format(accuracy = 0.001,decimal.mark = "."))+
scale_x_continuous(labels = scales::number_format(accuracy = 0.0001,decimal.mark = "."))+
labs(title = "Regresion lineal: validacion del método espectrofotométrico",
x="Concentracion (mg/L)", y="Absorbancia (UA)",
subtitle = paste(" Pendiente =",signif(regresion$coef][2]], 4),
"Intercepto =",signif(regresion$coef[[1]],4 ),
"r2=",signif(summary(regresion)$adj.r.squared, 4),
" p valor =",signif(summary(regresion)$coef[2,4], 3)))

}

plotlinealidad<-ggplotRegression(Im(Absorbancia~Concentracion, data = nitlinealidad)) ### ploteo con la fun
ciOn

plotlinealidad
Regresidn lineal: validacién del método espectrofoto
Pendiente = 07297 Intercepto = 0.001092 r2= 09975 p valor =
ED.d-EIEI 7
=
R
(]
-
Ly
=
@ 0.200 -
]
<
0.000 -

0.0000 0.2000 0.4000 0.6000
Concentracién (mg/L)

Figura 8. Regresion lineal de la validacion del método espectrofotométrico de
nitritos
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Andlisis de residuales para comprobacion de supuestos estadisticos

Aleatoriedad de residuales

plot(regresion$residuals) #grafico de los residuales
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Figura 9. Gréfico de errores residuales del método de validacién de nitritos.

Sumatoria cercana a cero
sum(regresion$residuals)# valor de la sumatoria de residuales

## [1] -3.686287e-18

Comprobacion de la normalidad de los residuales mediante prueba Shapiro-Wilk.
shapiro.test(regresion$residuals) ### comprobaci?n de la normalidad de residuales

##

## Shapiro-Wilk normality test

##

## data: regresion$residuals

## W = 0.96462, p-value = 0.6396

5.3. Determinacién de la cedasticidad

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE GENERO LA
PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE LA CEDASTICIDAD

### convierte al patron como un factor
nitlinealidad$Patron<-as.factor(nitlinealidad$Patron)
### elimina los blancos para el andlisis de cedasticidad
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cedasticidad<-nitlinealidad %>% filter(Absorbancia > 0.01)
bartlett.test(Absorbancia~Patron,cedasticidad) ### prueba Bartlett,

##

## Bartlett test of homogeneity of variances

##

## data: Absorbancia by Patron

## Bartlett's K-squared = 0.10485, df = 3, p-value = 0.9912

plotcedasticidad<- ggplot(data = cedasticidad, aes(x = Patron, y = Absorbancia, colour = Patron)) + ### gr?fi
co de cajas para observar la distribuci?n de los valores de absorbancia
geom_boxplot(width=0.50) +geom_jitter(width=0.20, size=1)+theme(legend.position = "none")+
scale_y_continuous(labels = scales::number_format(accuracy = 0.001,decimal.mark = "."))+
labs(title = "Dispersion de los datos de absorbancia en los niveles calibracion”,
x="Nivel de concentracion para la calibracién", y="Absorbancia (UA)")
plotcedasticidad

Dispersion de los datos de absorbancia en los nivele
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1 2 3 4
Mivel de concentracion para la calibracion

Figura 10. Dispersion de los datos de absorbancia en los diferentes niveles.

5.4. Determinacion de la incertidumbre por regresion lineal

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION DE COMO SE GENERO LA
DETERMINACION DE LA INCERTIDUMBRE
muestra<-c(0.300,0.310,0.315, 0.308, 0.299, 0.303, 0.304) ##asigna las absorbancias de una muestra

U<-inverse.predict(regresion,muestra,alpha = 0.05) ### determina la concentracion, error
#estandar, IC y los limites de la prediccion

Ucal<-round(U$ Confidence",digits=3)
Ucal #incertidumbre al 95% de confianza

##[1] 0.013
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5.5. Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE
DETERMINARON LOS LIMITES

LoD<- round(((summary(regresion)$coef[[3]])*3.3)/(signif(regresion$coef[[2]], 4)), digits=3)
LoQ <- round(((summary(regresion)$coef[[3]])*10)/(signif(regresion$coef([2]], 4)), digits=3)

LoD
##[1] 0.018

LoQ
## [1] 0.053

Determinacién de repetibilidad y precision intermedia

ESCRIBA AQUI"UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE GENERO LA
DETERMINACION DE LA REPETIBILIDAD

Estadisitica descriptiva de los resultados

#Preparacion de los datos

nitpres<- read_excel("datavalidacion.xlsx",sheet = "presicion™)
#Convirtiendo las variables en factores

nitpres$Estudiante<-as.factor(nitpres$Estudiante)

descriptiva<-numSummary (nitpres|, c("Concentracion"), drop = FALSE],
groups = nitpres$Estudiante, statistics = ¢c("mean", "sd", "IQR", "quantiles"),
guantiles = c¢(0, 0.25, 0.5, 0.75, 1)) ### la funci?n numSummary corresponde al paquete RcmdrMisc

descriptiva

##t mean sd IQR 0% 25% 50% 75%

## D 0.3695071 0.009865409 0.01182050 0.3595977 0.3621920 0.3668878 0.3740125
## R 0.3788733 0.013366759 0.01795393 0.3602549 0.3711583 0.3735909 0.3891122
H#Hit 100% Concentracion:n

## D 0.3876554 7
## R 0.3977262 7

5.6. Repetibilidad para cada estudiante

5.6.1. Determinacién del coeficiente de variacion

CV_E1<-(descriptiva$table[1,2]/descriptiva$table[1,1])*100
CV_E1

## [1] 2.669883

CV_E2<-(descriptiva$table[2,2]/descriptiva$table[2,1])*100
CV_E2

## [1] 3.528029

5.6.2. Precision intermedia

Determinacion de igualdad de varianzas por parte de ambos estudiantes
1.Anélisis visual
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plotpresi<-ggplot(data = nitpres, aes(x = Estudiante, y = Concentracion, colour = Estudiante)) +
geom_boxplot(aes(),width=0.3) +geom_jitter(aes(shape=Estudiante),width=0.1,size=2) +
scale_y_continuous(labels = scales::number_format(accuracy = 0.001,decimal.mark = "."))+
labs(title = "Dispersion de los datos de concentracion”,

subtitle= "Factor de evaluacion de la presicion intermedia: Estudiante”, y="Concentracion (mg/L)")+
theme(legend.position = "none")

plotpresi ## grAfico de cajas para visulaizar la dispersiOn de los datos de cada estudiante

Dispersion de los datos de concentracion
Factor de evaluacidn de |la presicion intermedia: Estudiante

&
__0.390- —
| Fs
s
E
5
'S 0.380-
o
I=
L1k ] .
L}
5
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L
[ ]
0.360 - * -
D R

Estudiante

Figura 11. Dispersion de datos de concentracion entre estudiantes para el método
de validacion de nitritos.

5.6.3. Prueba de Homogeneidad de varianzas

estl<-nitpres %>% filter(Estudiante == "D")#filtrado de los datos por estudiante
est2<-nitpres %>% filter(Estudiante == "R")

shapiro.test(estl$Concentracion)### prueba de normalidad para los valores de concnetraci?n

H#it

## Shapiro-Wilk normality test
H#

## data: estl$Concentracion

## W = 0.89915, p-value = 0.3259

shapiro.test(est2$Concentracion)
#t

## Shapiro-Wilk normality test
L

48



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Andlisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

## data: est2$Concentracion
## W = 0.94907, p-value = 0.7212

var.test(x = estl$Concentracion,y = est2$Concentracion)## prueba F para probar varianzas

#it

## F test to compare two variances

it

## data: estl$Concentracion and est2$Concentracion

## F = 0.54473, num df = 6, denom df = 6, p-value = 0.4786
## alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1
## 95 percent confidence interval:

## 0.09359941 3.17017147

## sample estimates:

## ratio of variances

#it 0.5447258

### La prueba F es muy potente para discriminar varianzas significativamente distintas, sin embargo
###posee la limitante que se supone que los datos deben de proveenir de una poblacion normal

leveneTest(y = nitpres$Concentracion, group = nitpres$Estudiante, center = "mean")

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = "mean")
#it Df F value Pr(>F)

## group 1 1.4491 0.2519

#it 12

### esta funcion corresponde al paquete car, la prueba de Levene, presenta varias ventajas
#permite comparar 2 o mas poblaciones,permite eligir entre diversos estadisticos (mediana,
#media o media truncada) y ademas no requiere que los datos sean normales como si lo
#es para el caso de la prueba F de Fisher.

##Segun los resultados de cualesquiera de las dos pruebas, se observa que no existe diferencia
#estadisticamente significativa en las varianzas de ambos estudiantes, con esto se
#valida la presicion intermedia.

### esta prueba se puede repetir cambiando el factor (Grupo por ejemplo)
5.7. Comprobacion de igualdad de medias

El andlisis puede complementarse con una prueba t student para analizar si hay
diferencia significativa en el valor medio obtenido por ambos estudiantes

### Diferencia de medias
t.test(estl$Concentracion,est2$Concentracion,mu=0,paired=FALSE,var.equal=TRUE)

##

## Two Sample t-test

#t

## data: estl$Concentracion and est2$Concentracion
##1=-1.4916, df = 12, p-value = 0.1616

## alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
## 95 percent confidence interval:

## -0.023047306 0.004315001

## sample estimates:

## mean of x mean of y

## 0.3695071 0.3788733

## Otra prueba complementaria importante es determinar si existe diferencia estadisticamente
#significativa entre las medias. Para ello se aplica la prueba tstudent (revisar practica 2).
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5.8. Determinacion de la Veracidad

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE GENERO LA
DETERMINACION

Contraste del valor medio obtenido contra el valor de referencia aportado por el
MRC

t.test(estl$Concentracion,mu=0.370,alternative = "less")

it

## One Sample t-test

#it

## data: estl$Concentracion
##1=-0.13218, df = 6, p-value = 0.4496
## alternative hypothesis: true mean is less than 0.37
## 95 percent confidence interval:

#it -Inf 0.3767528

## sample estimates:

## mean of x

## 0.3695071

#Se realiza una prueba de una cola, el estudiante 1 obtuvo una media de 0.369.
#Hipdtesis nula: la media del estudiantes 1 es igual a 0.370 (valor del MRC)
#hipétesis alterna: La media del estudiante 1 es menor a 0.370

t.test(est2$Concentracion,mu=0.370,alternative = "greater")

#t

## One Sample t-test

#t

## data: est2$Concentracion

## t = 1.7563, df = 6, p-value = 0.06478
## alternative hypothesis: true mean is greater than 0.37
## 95 percent confidence interval:

## 0.369056  Inf

## sample estimates:

## mean of x

## 0.3788733

#Se realiza una prueba de una cola, el estudiante 2 tuvo una media igual a 0.378

#Hipotesis nula: la media del estudiantes 1 es igual a 0.370 (valor del MRC)
#Hipdtesis alterna: La media del estudiante 1 es MAYOR a 0.370.

## NOTA: probar que la media no difiere del MRC es solo una parte de la prueba de veracidad
5.9. Determinacion de la Robustez

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE GENERO LA
DETERMINACION

Calculo de las diferencias entre las variables “normales” y “modificadas”

nitrob<- read_excel("datavalidacion.xIsx",sheet = "robustez") ###Llamando la data

difA<-abs(mean(nitrob$Variable_A)-mean(nitrob$Variable_a))
difB<-abs(mean(nitrob$Variable_B)-mean(nitrob$Variable_b))
difC<-abs(mean(nitrob$Variable_C)-mean(nitrob$Variable_c))
difD<-abs(mean(nitrob$Variable_D)-mean(nitrob$Variable_d))
difE<-abs(mean(nitrob$Variable_E)-mean(nitrob$Variable_e))
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#Creacion de un objeto que contiene las diferencias de cada variable
prueba_variables_sensibles<-c(difA,difB,difC,difD,difE)

#Prueba légica para determinar cual variable es mayor al criterio de aceptacion
prueba_variables_sensibles>0.013*sqrt(2)

## [1] FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE

#Indica cual variable es la que presenta sensibilidad
which(prueba_variables_sensibles>0.013*sqrt(2))

## [1] 5

5.10. Determinacion de larecuperacion como estimador de la
especificidad

ESCRIBA AQUI UNA BREVE INTRODUCCION SOBRE COMO SE GENERO LA
DETERMINACION

###llamando la data
nitesp<- read_excel("datavalidacion.xIsx",sheet = "especificidad")

#H#H##Calculo de la recuperacion
recuperacion<-((abs((mean(nitesp$Muestra))-
(nitesp$Muestra_f))/nitesp$Fortificacion)*100)

###Prueba logica para el rango aceptado de recuperacion
recuperacion>90&recuperacion<110

##[1] TRUE NA NA

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

Este experimento consta de 3 partes, cada una de 4 horas (12 horas). La primera
parte consiste en los incisos 4.5.a y 4.5b, la segunda parte corresponde al inciso
4.5.cy la tercer corresponde a los incisos 4.5.d y 4.5.e.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 5. Gestion de residuos de la practica de validacion de un método analitico.

Numero o
. de Priorida | Estad Recipiente de
Proceso Reactivos riorida dde 0 residuos
P q mezcla | fisico
: Acidos y Sales
R_eSIdUQS de Nitrito de L organicas y Peroxidos
disoluciones sodio 6 6 liquido >
preparadas #4
Nitrito de
di 6 -
) sodio Alcalis y sales
R|e3|dugs Reactivo de 4 liquido inorganicas
coloreados n-(1-naftil)- #6
. S 4
etilendiamin
a
Observacione .
S Ninguna
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EXPERIMENTO 4
DETERMINACION DE FOSFORO EN FERTILIZANTES

1. Contenidos

1.1. Estudio de la importancia del fosforo como componente en fertilizantes.

1.2. Determinacion del fosforo en fertilizantes por el método de cloruro de estafio
(I1)
1.3. Estudio de la técnica espectrofotométrica para analisis de fésforo.

1.4. Influencia del tiempo de estabilidad del complejo en el método de analisis.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante deberd tener conocimiento en la técnica espectrofotométrica UV-
visible.

3. Introduccidén

El uso de compuestos fosforados en los suelos es una técnica muy comun para
proporcionar a las cosechas las cantidades requeridas de este nutriente en los
cultivos.

El fésforo en los fertilizantes comerciales de origen mineral (fertilizantes
inorganicos), se presenta generalmente como ortofosfatos de calcio o de amonio,
aungue también se puede presentar como metafosfatos y polifosfatos, el cual se fija
en el suelo, en su mayor parte, y es asimilado lentamente por las plantas, en forma
de iones HPO; .

Es importante recalcar que los fertilizantes inorganicos aportan cantidades
relativamente grandes de fésforo, mientras que los fertilizantes organicos presentan
menores cantidades de este elemento. Sin embargo, dado que el fésforo se puede
presentar en forma de compuestos organicos, un método de digestidbn para
determinar fésforo total debe ser capaz de oxidar la materia organica y/o hidrolizar
todos los compuestos hasta formar ortofosfatos.

Los fosfatos que responden a las pruebas colorimétricas sin hidrolisis preliminar o
digestion oxidativa de la muestra se denominan "fosforo reactivo”, mientras que al
realizar una digestion en medio acido se convierten los fosfatos condensados, tales
como piro-, tripoli- y especies de mayor peso molecular, tal como los
hexametafosfatos, en ortofosfatos.

Para la determinacion del fosforo, existen varios métodos colorimétricos los cuales
son utilizados de acuerdo con la concentracion que presente la muestra y otros
factores de caracter técnico. En el caso del método de cloruro de estafio se pueden

53



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

realizar mediciones para soluciones con concentraciones de fosforo de 3 ug PI/L,
mientras que el método de acido vanadomolibdofosférico se adapta a soluciones
que contengan 200 pg P/L.

El método utilizado en esta practica sera el de azul de molibdeno, donde se hace
uso de cloruro de estafio (II) como agente reductor. En el método analitico, primero
se ajusta el pH de la muestra con disolucion fuertemente acida hasta el cambio de
la fenoftaleina y luego se afiade la disolucion de molibdato de amonio que da lugar
a la formacion del complejo amarillo de acido fosfomolibdico (ecuacion 2). Este
complejo se reduce con disolucion de cloruro de estafio (II) obteniéndose una
disoluciéon de color azul (ecuacién 3), La intensidad del color es la base para la
medicion espectrofotométrica del elemento que constituye el atomo central del
complejo, a una longitud de onda de 690 nm.

H,S0, + (NH,),;M00, + PO}~ - (NH,)sP(Mo30,,), Ecuacion 2

(amarillo)

(NH,)3P(M03049)4 + Sn?>* — H3P0,(4M005.M00,), + Sn** Ecuacion 3
(azul)

El tiempo de estabilidad del complejo es una variable importante en el método, por
lo que debe controlarse apropiadamente. Se estima que el tiempo en el cual el
complejo brinda mediciones cuantitativas oscila entre los 8 y 15 minutos

Los arseniatos, fosfatos, silicatos y algunos otros iones reaccionan con el molibdato
para formar complejos como el acido molibdofosfato de amonio y acido
molibdosilicico.

4. Seccién experimental

4.1. Reactivos y disoluciones
- Agua desionizada
- Disolucién patrén de trabajo de P-PO4* (5 mg/L)
- Molibdato de amonio (2,5% m/v)
- Disolucién fuertemente acida: 30% v/v H2SOa4 y 0,4% v/v HNO3
- Acido clorhidrico concentrado
- Fenolftaleina (0,5% m/v)
- Cloruro de estafio en glicerina (2,5% m/v)
- Muestra incognita
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4.2. Materiales
4.3. Instrumentacion requerida

- Balanza analitica con una exactitud de 0,0001 g.
- CronOmetro

- Plantilla de calentamiento.

- Pipetas de 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 y 10,00 mL
- Balones aforados de 100,00 mL.

- Balones aforados de 250,00 mL.

- Beaker de 50,0 mL

- Gotero

- Bureta 50,00 mL

- Probeta 10,00 mL

- Pistilo y mortero.

4.4. Muestras para analisis

Muestra incognita de fertilizante.

45. Procedimiento

4.5.1. Preparacion de la curva de calibraciéon de fosforo.

1. Mida alicuotas de 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 y 10,00 mL de disolucion patron de
fosforo de 5,00 mg/L de P — PO;~ y depositelas en balones aforados de 100 mL.
Afada 25 mL de agua desionizada.

2. Afada a cada balon aforado 2 gotas de fenolftaleina al 1%. Si la disolucion
se torna rosada, afiada gota a gota disolucion fuertemente acida hasta la
desaparicion del color.

3. Afada 4,00 mL de disolucion de molibdato de amonio al 2,5% y agite la
disolucion. Posteriormente agregue 0,50 mL de la disolucion de cloruro de estafio
() al 2,5% y agite. Complete con agua desionizada a la marca de aforo.

4. Mida la absorbancia de cada disolucion a 690 nm después de 8 minutos de
haber generado el color azul. La medicion no debe demorarse mas de 15 minutos
a partir del momento en que se desarrollo el color.
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4.5.2. Andlisis de fésforo soluble en un fertilizante

=

Homogenice la mezcla usando un pistilo y un mortero.

2. Mida en una balanza analitica, la masa del fertilizante que recomiende su
profesor de laboratorio (0,25 g). Si se trata de un fertilizante liquido consulte a su
profesor.

3. Afada a la muestra 5,00 mL de agua desionizada, 2,00 mL de HCly 2,00 mL de
HNOs concentrado.

4. Caliente cuidadosamente en una plantilla, dentro de una capilla de extraccion de
gases hasta la disolucidén de la muestra. Agite y trasvase cuantitativamente el
contenido a un balén de 250,00 mL. Afore con agua desionizada. Esta disolucién
sera conocida como disolucion A.

5. De ladisolucién A, tome una alicuota de 5,00 mL, depositela en un balén aforado
de 100,00 mL y complete con agua desionizada, esta sera la disolucion B.

6. De la disolucion B, tome por triplicado, alicuotas de 5,00 mL y depositelas en

balones aforados de 100,00 mL.

Afiada a continuacién 25,00 mL de agua desionizada.

8. Continte con el procedimiento descrito para la generacién de color desde el

punto 3 relativo a la preparacion de la curva de calibracion.

N

Nota

1. Dependiendo del tipo de fertilizante las disoluciones pueden variar tanto en
alicuota como los volumenes a considerar.

2. No lave la cristaleria con detergente que contenga fosfatos. En su lugar, use
una solucion al 2% o 5% en KOH, acido nitrico o clorhidrico al 5% para limpieza de
la misma.

5. Tratamiento de datos

1. Grafique la curva de calibracion en términos de P — PO;".

2. A partir de la curva de calibracién determine el porcentaje del fésforo presente en
la muestra expresandolo como porcentaje de P y P20s. Evalle la incertidumbre y la
desviacion estandar del resultado

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 6. Gestion de residuos de la préactica de
fertilizantes.

Escuela de Quimica, Universidad Nacional

determinacién de fésforo en

Numero o
Priorida | Estad .
. de Recipiente de
Proceso Reactivos L d de o] .
priorida . residuos
d mezcla | fisico
Residuos fosfato diacido
_ de _ de pptasm/ 6 Acidos y sales
disolucion fertilizantes 5 liquido inorganicas
es acido nitrico 5 #5
reparada | , . o
P ps acido clorhidrico 5
molibdato de 5
amonio (2,5%)
acido nitrico 5
Residuos | &cido clorhidrico 6 Acidos y sales
coloreado Indicador de 5 liquido inorganicas
. 4*
S fenolftaleina #5
Cloruro de
estafio en 3*
glicerina
Residuos HDisolucién d Alcalis y sales
isolucion de L - Ani
de " 6 6 liquido inorganicas
S fertilizantes
incognitas #6
*Ni el indicador de fenolftaleina ni el cloruro de estafio se consideran para
Observac | el nimero de prioridad de mezcla debido al pequefio volumen utilizado.
lones ** Proceda a disolver las sales de fertilizante que componen la incognita con
agua desionizada y proceda a desechar como lo indica este tipo de residuos.
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EXPERIMENTO 5
DETERMINACION DE QUININA EN AGUA QUINADA

1. Contenidos

1.1. Identificar las caracteristicas que presenta una molécula que emite radiacion
fluorescente.

1.2. Conocer los diferentes tipos de relajacion en fluorescencia y fosforescencia.
1.3. Enumerar las ventajas y desventajas de la técnica fluorométrica.

1.4. Conocer los procesos de desactivacion que afectan a la fluorescencia.

1.5. Identificar las partes que componen un sistema fluorométrico y
espectrofluorométrico.

1.6. Conocer las variables que afectan la fluorescencia.

1.7. Identificar los é&mbitos de concentracion detectables con la técnica
fluorométrica.

1.8. Conocer algunas aplicaciones analiticas de la técnica de fluorescencia
molecular.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debe tener conocimiento en el uso de la balanza analitica, pipetas
aforadas y micropipetas, asi como, conocimiento en la preparacion de disoluciones,
en la elaboracion de curvas de calibracion y sobre los principios de la técnica de
fluorescencia.

3. Introduccidén

Muchos sistemas son fotoluminiscentes, es decir, pueden ser excitados por
radiacion electromagnética y en consecuencia emiten radiacion de la misma
longitud de onda o una longitud de onda mayor.

Las manifestaciones mas comunes son la fluorescencia y la fosforescencia, ambas
son generadas por mecanismos diferentes.

La fluorescencia consiste en la emision de radiacion por una molécula que ha
absorbido energia radiante. Al absorber energia una molécula que tiene sus
electrones en el estado fundamental, éstos pasan a un estado energético mas alto
y como consecuencia deben perder el exceso de energia para regresar a su estado
basal o fundamental. El tiempo de relajacién en el fenémeno de fluorescencia es del
orden de 10° a 10”7 segundos y la fosforescencia del orden de 10 a 10 segundos.

El diagrama de Jablonski (figura 12), permite visualizar los procesos de una
molécula asociados a la irradiacion con luz: absorcion fotonica y excitacion del
estado fundamental (So) a un nivel energético electronico, vibracional o rotacional
superior (S*), y recuperacion del estado fundamental So a través de diferentes
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estados electronicos singlete Si y/o triplete T1, con emision de fluorescencia o
fosforescencia.

S '
Nfi =g —————— S, Ry /2\
i Conversion A I, S
| interna Cruzamiento S
Sy ¢  m wlna
‘ —
HE= T & hv. hv-
| Fluorescencia y = ex{ 1 :M\3
hp 4 %
h_s o h 7 N> =y - -
[ = l h Fosforescencia
o
So 1=+
QO ° 1 3 SD

(a) (b)

Figura 12. Diagrama de Jablonski. Los estados basales, primer excitado singlet y segundo excitado
singlet se representan con So, S1y Sz, respectivamente. Las transiciones entre los estados se dibujan
como lineas verticales para ilustrar la naturaleza instantanea de la absorcion de la luz. (a) Las lineas
horizontales numeradas denotan los niveles vibracionales. (b). 1: Excitacion; 2: Conversién interna;
3: Emision por fluorescencia.

Cuando uno de un par de electrones de una molécula es excitado y pasa a un nivel
de energia superior, se forma un estado denominado singulete o triplete. En el
estado singulete excitado el spin del electrébn en el estado de mayor energia
contintia apareado con el electron del estado fundamental. En el estado triplete los
espines de los dos electrones se han desapareado y por tanto son paralelos (figura
13). El estado triplete excitado es menos energético que el correspondiente estado
singulete excitado.

Estado singulete Estado singulete Estado triplete
fundamental excitado excitado

Figura 13. Comportamiento de los electrones excitados en su emision fluorescente y fosforescente.

La medicion de las intensidades de la fluorescencia permite cuantificar cantidades
traza de muchas especies organicas e inorganicas. En lo referente a la sensibilidad,
vale la pena decir que los limites inferiores suelen ser 10 veces menores que los de
los métodos de absorcion molecular, lo que es igual a hablar de partes por billon,
no obstante, debido al limitado niumero de sistemas quimicos que fluorescen, esta
técnica no ha tenido la relevancia de otros métodos de absorcion.

A pesar de lo anterior, existen muchas aplicaciones de la técnica fluoro métrica, las
cuales van desde la determinacién analitica de trazas de metales en el ambiente
hasta el estudio de procesos fisicos fundamentales de moléculas; relaciones
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estructura-funcion e interacciones de biomoléculas como proteinas y acidos
nucleicos; secuenciacion de ADN y caracterizacion gendémica.

En el campo de la hidrologia se utiliza esta técnica para dar seguimiento y
cuantificacion a los trazadores fluorescentes -cualquier sustancia que se incorpora
a la masa de un determinado producto o matriz, con el fin de estudiar su
comportamiento en un proceso fisico o quimico-, que se usan para estudiar el
comportamiento del agua durante alguna fase del ciclo hidrolégico o en problemas
concretos derivados de su uso, aprovechamiento y medida de caudal en los rios
turbulentos, los trazadores mas utilizados en este campo son la uranina
(fluoresceina sodica), eosina, piranina, sulforodamina y rodamina.

El fluoroinmunoanalisis, es una aplicacion que consiste en identificar especies
biolégicas con marcadores fluorescentes, principalmente para uso clinico, en donde
se colocan etiquetas luminiscentes que por si solas no brillan, pero que, al acoplarse
guimicamente con un anticuerpo asociado a una biomolécula u organismo,
responde con luminiscencia cuando se ilumina con luz ultravioleta indicando la
presencia de la biomolécula u organismo deseado.

La fluorescencia puede verse afectada por variables como el pH, la temperatura, el
tipo de solvente, el oxigeno disuelto, la rigidez estructural, la estructura en si y el
rendimiento cuantico.

3.1 Instrumentacion. Partes importantes de un espectrofluorémetro.

Los componentes de un fluorémetro son semejantes al que muestra la figura 14, a
diferencia de que estan presentes filtros de excitacion y de emision en lugar de los
sistemas monocromadores de excitacibn y de emisién, propio de los
espectrofotometros.

Fuente de radiacion.

La lampara mas comun para los fluorémetros es la de arco de mercurio de baja
presién con ventana de silice fundida. La fuente emite radiacion muy util para
producir excitacion a 254, 302, 313, 546, 578, 681 y 773 nm. Dichas lineas se aislan
usando filtros de interferencia o de absorcion. Para los espectrofluorometros la
fuente de radiacion continua que normalmente se usa es de xenon. Este espectro
es continuo entre 300 y 1300 nm.

Filtros y monocromadores.

En el caso de los fluorbmetros se usan filtros para aislar la longitud de onda de
excitacién o de emision fluorescente. En el caso de los espectrofluorometros, las
longitudes de onda son seleccionadas de manera mas precisa mediante dos
sistemas monocromadores tipo red de difraccién, uno para la excitacion y el otro
para la emision fluorescente.
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Detectores.

Los detectores mas comunmente usados son los tubos fotomultiplicadores, diodos
en serie y de transferencia de carga. La sensibilidad de los fotomultiplicadores es
determinada por la corriente oscura y este efecto puede ser minimizado por un
sistema de enfriamiento, ya que la corriente oscura se genera por activacion
térmica. Asimismo, la respuesta espectral de los fotomultiplicadores depende de la
longitud de onda del analisis.

Celdas o cubetas.

Se usan celdas cilindricas, rectangulares de vidrio o de silice, dependiendo de la
region en que deben emitir la radiacion. Debe evitarse dejar huellas dactilares en
las celdas, ya que la grasa de la piel con frecuencia fluérese.

Espectro de excitacidén: se obtiene midiendo la emision fluorescente a una longitud
de onda fija, mientras se varia la longitud de onda de excitacién.

Espectro de emisién: se obtiene manteniendo la longitud de onda de excitacion
constante, mientras se hace un barrido de las longitudes de onda de emision.
Espectros sincronicos: se obtienen realizando barrridos simultdneos de ambos
sistemas monocromadores, por cada longitud de onda de excitacién, se mide la
intensidad de radiacién en todas las longitudes de onda de emision, lo anterior
permite construir lo que se denomina como matrices de excitacién-emision, las
cuales brindan informacién relevante para la comprension de la composicion de
mezclas fluorescentes.

Fuente

Monocromador o
filtro

| | | Sistenade !
excitacion ' reqistro |

.
Celdadela [~ §— Monocromadoro  —»
__________ — . .
muestra o 0 filtro !
—————————— G i
""""" = —
& T detectar

Figura 14. Componentes bésicos de un espectrofluorometro.

En este experimento se determinara la quinina (figura 15) presente en una muestra
de agua quinada y en una muestra incognita en disolucién acida, a una longitud de
onda de excitacién de (250 a 350) nm y una longitud de onda de emision de 450
nm.

A su vez se evaluard el efecto que posee el pH y el apagado con bromuro de sodio
en la intensidad de fluorescencia.
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Para el desarrollo de la préactica se deberd considerar que la intensidad de
fluorescencia de la quinina no varia en un intervalo de concentraciones en acido
sulfarico de 0,01 a 0,2 eq/L.

@5

Figura 15. Estructura de la quinina

4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones
Disolucion madre de quinina de 100 pg/mL.

Mida en una balanza analitica 120,70 mg de sulfato de quinina (C20H24N206S
(MM422,50) o 100 mg de quinina (C20H24N202 (MM324,41) pK1: 5,07 pK2: 9,7).
Disuélvalos en 50 mL de agua destilada y depositelos en un balén aforado de 1000
mL. Se afiade 50 mL de disolucion 1 M de &cido sulfurico y se diluye a la marca de
aforo con agua desionizada. Proteja de la luz.

Disolucion de 10,0 ug/mL de quinina.

Mida una alicuota de 10 mL de disolucién madre de quinina y diluya a 100 mL en
un balén aforado con solucién de 0,05 M de acido sulfurico.

Disolucién 1,0 ug/mL de quinina.

Mida una alicuota de 1 mL de disolucién de 100 pug/mL, depositela en un balén
aforado de 100 mL y complete a marca de aforo con solucién de 0,05 M de acido
sulfarico.

Disolucién de 0,05 M de NaBr.
Disolucion amortiguadora de pH 2,0,4,0y 7,0.

4.2. Materiales

- Micropipeta

- Pipetas aforadas de 1, 2, 4, 5, 6, 10, 15, 20, 25 mL
- Balones aforados de 50 y 250 mL

4.3. Instrumentacion requerida
- Balanza analitica

- Espectrofluorometro

4.4. Muestras para analisis

63



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

- Agua quinada
45. rocedimiento

45.1. Curvade calibracion.

Mida una alicuota de 5, 10, 15, 20 y 25 mL de la disolucion patron de quinina de 1
ug/mL, depositelas en balones aforados de 50 mL y diluya a linea de aforo con
disolucion de acido sulfarico 0,05 M.

4.5.2. Preparacion de laincognita.

Mida una alicuota de 5 mL del vial y depositelo en balon aforado de 50 mL. Afore
con disolucion de acido sulfarico 0,05 M. Realice la muestra por triplicado. Lleve a
la par un blanco reactivo.

4.5.3. Dilucion recomendada para el agua quinada.

Cada estudiante llevara una botella de agua quinada.

Mida una Unica alicuota de 2 mL de agua quinada y depositelos en un balén de 250
mL. De esta disolucion mida 15 mL y diluya en 50 mL. En cada caso afore con
disolucion de &cido sulfarico 0,05 M.

Lea en un espectrofluorbmetro y siguiendo las indicaciones del fabricante del
instrumento, la intensidad de cada patron de calibracion, asi como de las
repeticiones de la muestra.

4.5.4. Dependencia de la fluorescencia de la quinina respecto al pH.

1. Tome 4 alicuotas de 15 mL de disolucion 1,0 ug/mL de quinina y depositelos en
sus respectivos balones aforados de 50 mL debidamente rotulados.

2. Adicione al primer balon y hasta su marca de aforo, disolucion amortiguadora
de pH 2, al segundo disolucion de pH 4, al tercero disolucion de pH 7 y al cuarto
disolucién de pH 9.

3. Lea la intensidad de fluorescencia de las disoluciones de quinina y anote sus
observaciones.

4. Prepare un gréfico de intensidad de fluorescencia contra pH y calcule la
concentracion de quinina resultante para cada valor de pH utilizado.
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4.5.5. Dependencia de la intensidad de fluorescencia con el efecto de
supresion o apagado por el bromuro de sodio (quenching).

1. Tome 4 alicuotas de 15 mL de disolucion de 0,1 pug/mL de quinina y depositelos
en los respectivos balones aforados de 50 mL, debidamente rotulados.

2. Adicione al primer balén 1 mL de NaBr 0,05 My complete a marca de aforo con
disolucion de acido sulfarico 0,05 M.

3. Al segundo bal6n afiada 2,0 mL de disolucién 0,05 M de NaBr, 4 mL al tercero
y 6 mL al cuarto. En cada caso afore los balones con disolucion de acido sulfarico
0,05 M. Calcule la concentracion molar en términos de NaBr.

4. Mida la intensidad de fluorescencia relativa de las disoluciones.

5. Prepare un grafico de intensidad de fluorescencia contra el efecto de apagado
por la concentracion de la disolucién de NaBr 0,05 M. Considere como primer punto
la intensidad de la fluorescencia del patrén de 0,300 mg/L de la curva de calibracion.

5. Tratamiento de datos

1. Construya la curva de calibracién graficando la intensidad (I) contra la
concentracion de quinina y sulfato de quinina en mg/L o pg/L.

2. Determine la concentracion de la muestra en mg/L como quinina y sulfato de
quinina.

3. Evalue la influencia del NaBr en la concentracion del patrén de quinina usado.
4. Evalde la influencia del pH en la concentracién del patron de quinina usado.

5. Paralaincégnita, calcule la incertidumbre del resultado y la precisién en % RSD.

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento
El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.
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Cuadro 7. Gestion de residuos de la préactica determinacion de quinina en agua

quinada.
. Numero | Prioridad Estado Recipiente de
Proceso Reactivos de de . :
L fisico residuos
prioridad | mezcla
Residuos de | gylfato de =
disoluciones quinina 4 Acidosy Sales
preparadas y 4 liquido organicas y Peroxidos
. ACi —_—
residuos de aC[dP 5 #4
incognitas sulfarico
Buffer pH 5
2
Buffer pH
4 4
Buffer pH
6
7 Acidos y Sales
Efecto pHy Buffer pH Lo organicas y Peroxidos
NaBr 9 6 4 liquido o #4
sulfato de
quinina /
. 4
acido
sulfarico
Bromuro 6
de sodio

Observaciones

Si debe desechar bebidas con sulfato de quinina puede colocarlas
como residuo ordinario en envases de reciclaje de acuerdo con el

recipiente que contiene la bebida.
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SECCION lIl. ESPECTROSCOPIA ATOMICA

EXPERIMENTO 6

DETERMINACION DE CALCIO POR ABSORCION
ATOMICA

1. Contenidos

1.1. Introduccion a la técnica de absorcion atomica por llama (AA).

1.2. lIdentificacion de las partes fundamentales de un equipo de absorcién
atomica.

1.3. Estudio de interferencias en el analisis de calcio por AA, asi como la
funcion de los supresores en el andlisis.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debera tener conocimiento de la técnica de espectrometria por
absorcion atomica en llama. Ademéas debera tener la capacidad de realizar
calibracion instrumental por estandar externo y preparaciéon de muestras incognitas.

3. Introduccién

La espectrometria de absorcion atémica por llama es una técnica que permite la
identificacion y cuantificacion de metales en muestras en disolucion. La muestra es
aspirada hasta la llama, donde se convierte en un vapor atémico. Los atomos libres
y no excitados del metal en estudio se encuentran en los gases de la llama, estos
atomos tienen la capacidad de absorber radiacion de una fuente externa.

La fuente externa utilizada es una lampara compuesta del elemento a determinar,
el haz de luz que se emite de la lampara es dirigido a través de la llama, hacia un
monocromador y hacia un detector que mide la cantidad de luz absorbida por el
elemento proveniente de la muestra atomizada.

Como cada metal tiene su propia longitud de onda de absorcion caracteristica, el
método es relativamente libre de interferencias espectrales o de radiacion y la
cantidad de energia a la longitud de onda caracteristica absorbida en la llama es,
por tanto, proporcional a la concentracion del elemento en la muestra durante un
tiempo limitado. Para el analisis de calcio la longitud de onda caracteristica es a
422,7 nm.

Muchos metales pueden determinarse por aspiracion directa de la muestra en una
llama de aire - acetileno. Sin embargo, existen interferencias quimicas que resultan
de varios procesos quimicos que ocurren durante la atomizacion y que alteran las
caracteristicas de absorcion del analito. Por ejemplo, en la determinacion de calcio
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la presencia del fosfato o sulfato, provoca la formacién de compuestos con el calcio
que son dificiles de volatilizar. Con frecuencia las interferencias causadas por la
formacion de especies de baja volatilidad pueden ser eliminadas o moderadas
mediante el uso de una llama de Oxido nitroso-acetileno ya que al poseer
temperaturas mayores permite la disociacion de esos compuestos. Como
alternativa, se pueden usar agentes liberadores, que son cationes que reaccionan
de preferencia con el interferente y evitan su interaccion con el analito. Por ejemplo,
la adicion de un exceso de ion estroncio o lantano reduce la interferencia del fosfato
en la determinacion de calcio.

En esta practica se realizara la cuantificacion de calcio y se estudiara la influencia
del fosfato como interferente, asi como la importancia del uso de agentes
liberadores en el analisis.

4. Seccién experimental
4.1. Reactivos y disoluciones

- Agua desionizada

- Incégnita

- Disolucién madre de 50,0 mg/L de calcio
- Cloruro de lantano 5%

- Disolucion de fosfato 100 mg/L P-PO4*

4.2. Materiales
- Filtro de 0,45 pm.
- Pipetas de 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 y 5;00 mL
- Balones aforados de 50,00 mL
- Bureta de 50, 00 mL
- Erlenmeyer de 125 mL.
- Pipeta aforada de 5 mL

4.3. Instrumentacion requerida
Espectrofotdmetro de absorcion atomica

4.4. Muestras para analisis

Muestra incognita.
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4.5. Procedimiento
4.5.1. Curva de calibracién y muestras

1. Si fuera necesario filtre cada muestra de agua a través de un filtro de
membrana de 0,45 pm.

2. Mida alicuotas de 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 y 5;00 mL de disolucion madre de
50,0 mg/L de calcio y cologuelas en los respectivos balones aforados de 50 mL.

3. Afada a los patrones un 1,00 mL de disolucion de cloruro de lantano para
que la disolucion final sea de 0,1% de este reactivo.

4.5.2. Incognita

1. Mida por triplicado 5,00 mL de la incognita y depositela en un bal6n aforado
de 50,00 mL. Afiada a cada balon 1,00 mL de cloruro de lantano al 5%.

2. Afore todos los balones a la marca con agua desionizada.

3. Una vez que ha calibrado el instrumento de acuerdo a las instrucciones del

fabricante, aspire en el espectrofotometro cada uno de los patrones, asi como las
incognitas. Anote las absorbancias obtenidas.

4.5.3. Estudio de interferencias o efectos del fosfato

1. Mida una alicuota de 4,00 mL de disolucion patrén de calcio de 50,00 mg/L
y depositela en un bal6n de 50,00 mL.

2. Afiada una alicuota de 5,00 mL de disolucion de fosfato de 100 mg/L.

3. Afiada 1 mL de disolucion de cloruro de lantano al 5%.

4. Afore a la marca y mida a 422,7 nm en AA

5. Compare las absorbancias con la obtenida para una disolucién de calcio de

la curva de calibracion de 4,0 mg/L que no contiene fosfatos. Anote y explique sus
resultados.

Cuadro 8. Condiciones de operacion del espectrofotometro.

Parametro Calcio
Longitud de onda (nm) 4227
Abertura de rejilla(slit) 0,7
Corriente de lampara(ma) 10
Tipo de quemador Premezcla
Tipo de llama Oxidante
Presion de aire(psi) 80
Flujo de aire (L/min) 17
Presién del acetileno(psi) 12
Flujo de acetileno(L/min) 2,2
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5. Tratamiento de datos

1. A partir de la curva de calibracion, determine la concentracion de calcio en la
incognita expresada en mg/L. Reporte el valor promedio, la desviacion estandar, el
coeficiente de variacion y la incertidumbre.

2. Compare con el valor de la disolucion patrén de 4,00 mg/L en calcio que tiene
fosfato.

3. Compare con el valor de la disolucion patron de 4,00 mg/L en calcio que no
contiene fosfato.

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 9. Gestion de residuos de la practica determinacion de calcio por AA.

Numero | Prioridad | Estad .
. Recipiente de

Proceso Reactivos de de o] .

. . residuos
prioridad mezcla | fisico
Residuos de cloruro de 6 -

i i . Acidos y Sales
disoluciones calcio P organicas y Perdxidos
preparadas y — 5 liquido o
residuos de acido 5 #4

incognitas clorhidrico

disolucione
) 5
s de calcio

Prueba de_: cloruro de | ESPECIA Especia | Residuos
Interferencia lantano L L liquido E ial

de fosfatos fosfato speciales

diacido de 6
potasio
Los lavados con acido clorhidrico deben efectuarse sobre cristaleria
_ completamente limpia y deben disponerse en un recipiente de #5
Observacione | 4cidos y sales inorganicas.
S Los residuos que se mezclen con la disoluciéon de lantano deben
depositarse en un recipiente por aparte debidamente identificado como
residuos especiales de lantano.
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EXPERIMENTO 7

DETERMINACION DE SODIO EN BEBIDAS ISOTONICAS
MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA
POR LLAMA

1. Contenidos

1.1. Conocer las diferencias mas importantes entre la técnica de emision
atomica y la técnica de absorcion atomica.

1.2. Identificar algunos factores experimentales que deben controlarse
durante las mediciones por emision atomica.

1.3. Comparar la concentracion de sodio presente en bebidas isotdnicas
comerciales con la reportada por el fabricante en la etiqueta nutricional

1.4. Comparar los resultados obtenidos mediante la calibracién por estandar
externo (curva de calibracion) y la calibracién por adicion de estandar.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debe tener conocimiento en el uso de la balanza analitica, pipetas
aforadas y micropipetas, asi como, conocimiento en la preparacion de disoluciones,
en la elaboracion de curvas de calibracion y sobre los principios de la técnica de
absorcion y emision atémica.

3. Introduccién

La espectroscopia de emision atdbmica (AES u OES) se basa en la medicion de la
emision éptica de atomos excitados. Como método analitico, la emision atomica es
un método rapido, simple y sensible para determinacién de iones metalicos traza en
solucion. Debido a que las lineas de emisién son muy angostas (~0.01 nm) y su
longitud de onda es caracteristica de los atomos de fase gaseosa en el plasma o en
la llama, el método esta relativamente libre de interferencias de otros elementos. En
general, el método se basa en el analisis de una disolucién del analito que se aspira
a una zona de excitacion (llama o plasma), en donde los atomos son desolvatados,
vaporizados y atomizados. Estas fuentes de atomizacién de alta temperatura
proporcionan suficiente energia para los electrones de los atomos, promoviéndolos
a niveles de energia mas altos, y una vez que los atomos vuelven a su estado basal,
emiten luz a longitudes de onda caracteristicas. Dado que las transiciones
energeéticas se dan entre niveles de energia atomica bien definidos, las lineas de
emision en los espectros correspondientes son estrechas como se menciond
anteriormente. Sin embargo, cuando se deben analizar espectros de muestras
multielementales, estos pueden estar muy saturados y la separacion espectral de
las transiciones atémicas cercanas requiere un espectrometro de alta resolucion.
Dado que todos los atomos de una muestra se excitan simultaneamente, también
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pueden ser detectados simultdneamente, siendo esta la principal ventaja de AES
en comparacion con la espectroscopia de absorcion atémica (AA). Al igual que en
AA, las muestras liquidas son nebulizadas y llevadas a la fuente de excitacion por
un gas de arrastre, mientras que las muestras solidas pueden introducirse en la
fuente mediante una suspensién o mediante ablacion por laser de la muestra sélida
en una corriente de gas.

La espectroscopia de emision atomica es adecuada para muchos elementos
metalicos, especialmente para aquellos metales que son facilmente excitados a
niveles de energia mas altos y a temperaturas relativamente bajas (ej., Li, Na, K,
Rb, Cs, Ca, Cu, Sr y Ba). Los metaloides y los no metales generalmente no
producen atomos neutros aislados en una llama, sino principalmente radicales
poliatdbmicos e iones. Por lo tanto, estos elementos no metalicos no son en general
adecuados para la determinacion por espectroscopia de emision de llama. La
espectroscopia de emision atdbmica requiere de una calibracion cuidadosa, asociada
principalmente a la determinacion de un intervalo de calibracion adecuado, ya que
son muchas las variables experimentales que afectan la intensidad de la luz emitida
por la llama y como ésta viaja desde la llama al detector.

En este experimento se determinard la concentracion de sodio en bebidas
isoténicas mediante emision atdmica. Dado que algunas bebidas isotonicas son
formuladas con colorantes artificiales, se estudiard si estas sustancias tienen un
efecto sobre la respuesta de la llama mediante la comparacién de dos métodos de
calibracion instrumental: calibracion por estdndar externo y calibracion por adicién
de estandar.

4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones
Disolucion madre de sodio (1000 pg/mL).

Mida en una balanza analitica 2.5420 g de cloruro de sodio (99.99%, previamente
desecado a 105-110°C), disuélvalos en 100 mL de agua desionizada y depositelos
en un balon aforado de 1.00 L. Afiada 10 mL de acido nitrico concentrado, agite y
diluya con agua desionizada hasta la marca.

Disolucion de trabajo de sodio (25 pug/mL)

Mida una alicuota de 25 mL de disolucion de 1000 ug/mL de sodio, depositela en
un balén aforado de 1000 mL. Complete a la marca con agua desionizada.

4.2. Materiales
- Pipetas aforadas de 0.5, 1, 2, 3,4 mL
- Balones aforados de 50 y 250 mL

4.3. Instrumentacion requerida
- Espectrofotometro de absorcion atémica (AAS)

74



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

4.4. Muestras para andlisis
- Bebidas isotonicas de diferentes marcas comerciales. Se deben utilizar
muestras de bebidas isotonicas con colorante artificial y sin colorante artificial

45. Procedimiento

4.5.1. Calibracion instrumental a través del estandar externo

Mida una alicuota de 0.5, 1, 2, 3 y 4 mL de la disolucion patrén de sodio de 25
pg/mL, depositelas en balones aforados de 50 mL y diluya a linea de aforo con agua
desionizada. Como blanco reactivo se utilizara el agua desionizada utilizada para
preparar los patrones y las muestras. Debido a que es posible que el agua
desionizada pueda tener cantidades cuantificables de sodio, se recomienda corregir
los valores de intensidad de emision usando el valor correspondiente del blanco
reactivo. Es por ello que la curva de calibracion debe incluir un punto adicional (0,0),
ya que la intensidad de los patrones fue corregida por el blanco.

4.5.2. Preparacion de las bebidas isotdnicas y calibracion instrumental a
través de la adicion estandar

Mida una alicuota de cada bebida isotonica y depositela en bal6n aforado de 250
mL, el volumen de la alicuota debera de ser calculado para salvaguardar que la
concentracion esperada se encuentre en el rango de calibracion. Para el caso de
bebidas comerciales como “Electrolit” se recomienda un volumen de 0.3 mL, en el
caso de bebidas comerciales como “Powerade” se recomienda un volumen de 0.5
a 0.7 mL. Sobre este ultimo aspecto, se recomienda verificar las alicuotas con
respecto a la concentracion teérica con el objetivo de que la concentracion de sodio
sea cercana a 0.8 mg/L. Las disoluciones se aforan con agua desionizada. Realice
la diluciébn de la muestra por triplicado. Utilice un blanco reactivo de agua
desionizada.

Para evaluar si existe algun efecto debido al colorante y otros componentes tipo
electrolitos y azucares presentes en la matriz, se propone realizar 4 disoluciones
mas (por cada tipo de bebida) como en el punto anterior, sin embargo, a estas se
les afadiran volumenes de 2, 4, 6 y 8 mL de la disolucion de trabajo. De igual
manera, se afora con agua desionizada y se recomienda utilizar agua desionizada
como blanco reactivo.

La intensidad de emision de los patrones y las muestras se leeran en un
espectrofotometro de absorcién atbmica y siguiendo las indicaciones del fabricante
del instrumento.
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4.5.3. Muestra Incognita

Mida tres alicuotas 5 mL de la disolucion incégnita suministrada por su profesor,
depositelas en balones aforados de 50 mL y diluya a linea de aforo con agua
desionizada. Como blanco reactivo se utilizara el agua desionizada utilizada para
preparar los patrones y las muestras.

5. Tratamiento de datos

Para la calibracibn con estandar externo, construya la curva de calibracion
graficando la intensidad (I) contra la concentracion de sodio en mg/L.

A partir de esta curva determine la concentracién de sodio (mg/L) en la muestra
incégnita con su respectiva incertidumbre y porcentaje de desviacion estandar
relativa.

Con los datos obtenidos mediante la calibracién por adicion estandar, realice lo
siguiente:

a. Realice un gréfico que contenga ambas curvas de calibracion (estandar externo
y adicion estandar).

b. Evalle si existe efecto matriz a través del contraste de medias para los valores
de pendientes entre los dos tipos de calibracion. (realice esta comparacion por tipo
de bebida) (ver la data suplementaria)

Determine la concentracién en mg/L de sodio a partir de las mediciones realizadas
al triplicado de muestra de bebida isotdnica, utilizando:

a. La ecuacion de la curva de estandar externo: Reporte la incertidumbre del
resultado, el porcentaje de desviacion estandar relativa y el porcentaje de error en
relacion con el contenido de sodio declarado en la etiqueta del producto.

b. la ecuacion para célculo de concentracion a partir de adicion estandar.

Determine si existe diferencia estadisticamente significativa en la concentracion
obtenida por ambos métodos.

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 10. Gestion de residuos de la practica determinacion de sodio por emision
atomica

. Namero | Prioridad Estado Recipiente de
Proceso Reactivos de de s .
L fisico residuos
prioridad | mezcla
Residuos de | cloruro de —
disoluciones sodio 6 Acidos y sales
r_esiduo_s de aICI_dO 5 #5
incognitas nitrico
residuos
Residuos de de ) ] liauido Residuos
muestras bebidas q Ordinarios ~—
isoténicas

Los lavados con acido nitrico deben efectuarse sobre cristaleria
completamente limpia y debe depositarse en el recipiente #5 acidos y

sales inorganicas.
Recuerde colocar recipientes de bebidas en envases de reciclaje.

Observaciones
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EXPERIMENTO 8

DETERMINACION DE ZINC Y MANGANESO EN
CONCENTRADOS ALIMENTICIOS POR ABSORCION
ATOMICA

1. Contenidos

1.1. Introduccion a la técnica de absorcion atomica por llama (AA).

1.2. Identificacidon de las partes fundamentales de un equipo de absorcion
atomica.

1.3.  Reconocimiento de las principales etapas necesarias para la digestion de
muestras alimenticias

1.4. Aplicaciéon de diferentes técnicas utilizadas en el laboratorio para la
digestion de muestras

1.5. Comparar la recuperacion de las diferentes técnicas de digestion utilizadas.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debe tener conocimiento en el uso de la balanza analitica, pipetas
aforadas y micropipetas, asi como la capacidad de realizar calibracion instrumental
por estandar externo y preparacion de muestras. Ademas, el estudiante debera
tener conocimiento de la técnica de espectrometria por absorcién atbmica en llama
y ser capaz de hacer pruebas de contraste entre medias

3. Introduccidén

La espectrometria de absorcién atomica por llama, ha sido utilizada ampliamente
en el analisis cuantitativo y cualitativo de analitos en diversas matrices, incluyendo,
pero no limitAndose a: efluentes gaseosos, aguas naturales, residuales, de procesos
industriales, sedimentos, minerales, alimentos procesados, materias primas, entre
otros.

Debido a esta versatilidad, los procesos de analisis quimico mediante esta técnica,
en la mayoria de las ocasiones involucran una serie de procedimientos de relativa
complejidad, especificamente en la etapa de preparacion, puesto que representa
crucial importancia no solo para introducir adecuadamente la muestra al sistema
espectroscopico, si no que para lograr una adecuada disponibilidad y/o liberacién
del analito de su matriz.

Los analitos metalicos en estas matrices pueden encontrarse en diversos estados
de oxidacion y a su vez, formando compuestos quimicos de variada solubilidad. En
el caso de las matrices acuosas, los metales pueden encontrarse como iones
disueltos o iones acomplejados con materia organica, mientras que en alimentos u
otro tipo de matrices utilizadas como materia prima, pueden estar presentes en
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sales o minerales de relativa baja solubilidad, o bien, formando parte de la matriz
unidos a macromoléculas organicas, representando un reto de mayor complejidad
comparado con la matriz acuosa para obtener al analito facilmente disponible para
el andlisis espectroscopico. Para lograr este objetivo, diversas técnicas de digestion
de muestras han sido utilizadas, donde la matriz es sometida a diversos
tratamientos fisicos o quimicos, principalmente térmicos y de reaccién con &cidos y
agentes oxidantes fuertes.

La digestion seca consiste en un tratamiento térmico donde la matriz es calcinada
a una temperatura generalmente entre 400 - 600 °C. En este rango de temperatura
se asegura la volatilizacion de la materia organica, carbonizando la matriz y
logrando realizar la mineralizacion de la muestra donde los analitos metalicos se
encontraran en forma de éxidos o sales. Una segunda técnica consiste en la
digestion humeda, esta se fundamenta en la reaccion quimica de la matriz con
acidos y/o agentes oxidantes fuertes, permitiendo aumentar la disponibilidad del
analito por efectos de liberacion de matriz y aumento de solubilidad de las sales u
oxidos metélicos, por lo anterior, esta puede ser aplicada de manera independiente
0 en combinacion con la digestion seca. Finalmente, una tercera técnica de amplio
uso y relativamente moderna, consiste en la digestion de muestras por horno
microondas, esta es muy similar a la digestion humeda, no obstante, el
calentamiento de la muestra se genera por medio de radiacion microonda de alta
potencia, permitiendo acelerar el proceso de digestion y obteniendo resultados
satisfactorios con pequefas cantidades de muestra y tiempos cortos de digestion.

En esta practica se realizara la cuantificacion de zinc y manganeso en muestras de
concentrados alimenticios, ademas se estudiard el efecto de utilizar diversas
técnicas de digestion de muestras y la recuperacion relativa asociada a estas.

4. Seccion experimental
4.1. Reactivos y disoluciones

- Agua desionizada

- Acido clorhidrico 12 M

- Acido nitrico 14 M

- Disolucién de trabajo de zinc 12 mg/L

- Disolucién de trabajo de manganeso 20 mg/L

4.2. Materiales
- Pipetas aforadas de 2, 4, 6, 8 y 20 mL
- Balones aforados de 25, 50 y 100 mL
- Crisoles de porcelana de 30 mL
- Tubos de teflon
- Embudo de espiga corta
- Espatula acanalada
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4.3. Instrumentacion requerida
- Espectrofotdmetro de absorcion atomica (AAS)
- Mufla de calcinacion
- Plantillas de calentamiento
- Equipo para digestion microondas

4.4. Muestras para andlisis

- Concentrados alimenticios
- Muestras incognitas

4.5. Procedimiento
4.5.1. Digestion y preparacion de las muestras
45.1.1. Digestion seca con posterior digestion humeda

Mida por duplicado, la masa de 5 g de muestra en un crisol de porcelana (no es
necesario que se encuentre en masa constante) e introdizcalo en una mufla de
calcinacion a 150 °C. Realice un ascenso de temperatura aproximado de 100°C
cada 20 min hasta llegar a los 550 °C, posteriormente deje reposar a esta
temperatura durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo, permita que la muestra se enfrie y en una capilla de
extraccion, humedezca con un poco de agua desionizada las cenizas,
posteriormente agregue poco a poco y con la ayuda de un gotero, el acido
clorhidrico concentrado hasta un 75% de capacidad del crisol (aproximadamente 10
mL de acido), caliente a baja temperatura hasta que no desprenda gases (no mas
de 100°C). Posteriormente adicione 10 gotas del acido nitrico concentrado y caliente
a baja temperatura por 5 minutos. Deje enfriar a temperatura ambiente

Trasvase cuantitativamente las muestras a balones aforados de 50 mL y diluya con
agua desionizada hasta la marca de aforo. De esta disolucion tome una alicuota de
5 mL y depositela en un balén aforado de 25 mL, afore con agua desionizada

4.5.1.2. Digestion por horno microondas

Mida por duplicado, la masa de 0.25 g de muestra y trasvase cuantitativamente a
los tubos de teflon para horno microondas. Adicione 10 mL de HNOs concentrado y
2 mL de HCI concentrado. Posteriormente, cierre los tubos de manera adecuada y
asegurese de hacerlo correctamente en aras de evitar fugas y pérdida de muestra.
Seguidamente los tubos son dispuestos en el carrusel respectivo y son introducidos
en el equipo microondas con el programa descrito en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Condiciones de operacion del horno microondas.

Parametro Valores
Potencia 400 W (100%)
Tiempo de rampa (minutos) 15 minutos
Presion (psi) 800
Temperatura 200 °C
Agitacion Apagado
Tiempo de espera (minutos) 15

Terminada esta etapa, permita un enfriamiento aproximado de 10 minutos para abrir
el equipo y otros 30 minutos adicionales para el enfriamiento de los tubos.
Finalmente, proceda a transvasar el contenido a balones aforado de 25 mL o la
dilucién que sea apropiada para la muestra en cuestion.

4.5.2. Analisis de recuperacion

Para determinar la efectividad de recuperacion de los métodos de digestion, se
propone realizar el andlisis de muestras fortificadas con disolucién de concentracion
conocida de cada analito. Estos controles se realizardn siguiendo el mismo
procedimiento descrito en la seccion a, no obstante, se deben tomar en cuenta las
siguientes recomendaciones.

4.5.2.1. Digestion seca con posterior digestion humeda

A los crisoles con 5 g de muestra, se les afiadird una alicuota de 5 mL de la
disolucion de trabajo con concentracion de 12 mg/L de Zny 20 mg/L de Mn, o en su
efecto, la cantidad de disolucion de concentracion respectiva para obtener una
fortificacion de 0.06 mg Zn y 0.1 mg Mn por cada 5 g de muestra. Tome en
consideracion que el crisol no puede ser insertado en la mufla con mucho de
volumen de liquido para evitar salpicaduras de muestra.

45.2.2. Digestion por horno microondas

A los tubos de teflon para horno microondas con 0.25 g de muestra, se les afadira
una alicuota de 0.5 mL de la disolucion de trabajo con concentracion de 12 mg/L de
Zny 20 mg/L de Mn, o en su efecto, la cantidad de disolucién de concentracion
respectiva para obtener una fortificacion de 0.006 mg Zn y 0.01 mg Mn por cada
0.25 g de muestra. Tome en consideracion que el volumen de liquido maximo en el
tubo no puede ser superior de los 12.5 mL.
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4.6. Curvade calibraciéon

Mida alicuotas de 2, 4, 6, 8 y 20 mL de las disoluciones de trabajo de cada metal (o
en su efecto de la disolucion de trabajo mixta), depositelas en balones aforados de
100 mL y diluya a linea de aforo con agua desionizada. La curva de calibracion
puede prepararse como una disolucion mixta de ambos analitos. Como blanco
reactivo se utilizara el agua desionizada utilizada para preparar los patrones y las
muestras

Posterior a esto, se procede a realizar la calibracion instrumental utilizando los
parametros del cuadro 12.

Cuadro 12. Condiciones de operacion del espectrofotometro.

Pardmetro Manganeso Zinc
Longitud de onda (nm) 279.5 213.9
Abertura de rejilla(slit) 0.7H 0.2
Corriente de lampara(ma) 10 10
Tipo de quemador Premezcla
Tipo de llama Oxidante
Presion de aire(psi) 80
Flujo de aire (L/min) 17
Presién del acetileno(psi) 12
Flujo de acetileno(L/min) 2,2

5. Tratamiento de datos

1.Elabore y grafique los modelos de regresion lineal con los datos obtenidos en el
inciso c.

2.Cuantifique la concentraciéon en mg/kg de cada analito en la muestra analizada y
para cada tipo de digestion realizada.

3. Para cada resultado promedio calculado anteriormente reporte la desviacion
estandar, el coeficiente de variacion, la incertidumbre y el porcentaje de error
respecto al valor nominal suministrado para la muestra.

4. Para los analisis realizados en el inciso b, cuantifique la recuperacion obtenida,
para esto calcule el promedio del duplicado y sustraiga la concentracion promedio
de la muestra cuantificada en el inciso anterior. El valor resultante corresponde a la
concentracion recuperada del analisis, este valor, se divide entre la concentracion
teodrica afadida y se multiplica por 100.

5.Determine si existe diferencia estadisticamente significativa entre el valor de
recuperacion obtenido por ambos métodos de digestion.

83



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 8 horas.
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Cuadro 13. Gestion de residuos de la practica determinacioén de zinc y manganeso

por AA.
NUmero .
Priorida | Estad .
. de Recipiente de
Proceso Reactivos L d de 0 .
priorida . residuos
d mezcla fisico
acido 6
clorhidrico
Residuos de ;.
disoluciones Acidos y sales
preparadasy | &cido nitrico 5 5 liquido inorganicas
residuos de #5
incognitas Disoluciones 5
de Zny Mn
residuos de
Residuos de | concentrado ) ] liquido Residuos
muestras S q Ordinarios ~—
alimenticios

Observacione
S

Los lavados con &cido nitrico deben efectuarse sobre cristaleria
completamente limpia y pueden disponerse en el recipiente #5 acidos

y sales inorganicas.
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SECCION IV. METODOS CROMATOGRAFICOS
EXPERIMENTO 9

OPERACIONES FUNDAMENTALES EN CROMATOGRAFIA
DE GASES

1. Contenidos

1.1 Identificaciény reconocimiento de los componentes principales de un sistema
cromatografico.

1.2  Utilizacion de la jeringa de inyeccion en un sistema cromatografico, para la
evaluacion del efecto de la inyeccion manual en la repetibilidad y reproducibilidad
de los resultados.

1.3 Identificacion de analitos en una corrida cromatogréfica.

1.4  Reconocimiento de algunos pardmetros cromatograficos como indicadores
de la eficiencia de separacion de la corrida (N, H, Rs, etc.)

1.5 Cuantificacion algunos componentes organicos haciendo uso de una curva
de calibracion.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debe tener conocimiento en el uso de pipetas aforadas, micropipetas
y pipetas electrénicas, asi como, conocimiento en la preparacion de disoluciones,
en la elaboracién de curvas de calibracion y sobre los principios de la técnica de
cromatografia de gases.

3. Introduccién

La cromatografia de gases es una técnica de separacion de sustancias desarrollada
por Martin y Synge en 1941, la cual consiste en la inyeccion de una pequefia
cantidad de muestra en una corriente de gas inerte a elevada temperatura. Esta
corriente de gas atraviesa una columna cromatografica que separard los
componentes de la mezcla por medio de un mecanismo de particién, adsorcién o
una mezcla de ambos. Los componentes separados emergen de la columna a
intervalos discretos y llegan hacia un sistema de detecciéon donde se podran
identificar y cuantificar.

La muestra se inyecta en un bloque de calentamiento (horno), donde se transforma
instantaneamente en vapor y mediante un gas transportador de naturaleza inerte
(inyector), se introduce dentro de un tubo empacado con un soporte sélido cubierto
con una fase liquida (generalmente) que logra separar los analitos (columna). La
interaccion entre los componentes de la muestra presentes en la corriente de gas 'y
el recubrimiento, conducen a una separacion diferencial de los componentes de la
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mezcla. Este proceso de adsorcidon-desorcion se realiza muchas veces, mientras la
muestra se desplaza hacia la salida de la columna y los analitos son conducidos a
través de la celda del detector. Haciendo uso de un registrador, integrador o PC, las
sefales cromatograficas aparecen en el grafico en forma de picos en funcién del
tiempo. El tiempo de elucion de un pico ayuda a identificar el componente y el area
del pico permite determinar la concentracion relativa de cada sustancia en la mezcla
(Figura 16).

Fm———p==—p-
-
A

Respuesta del detector

T CH, Octano ' Nonano

Inyaccién
Figura 16. Cromatograma de una mezcla de octano y nonano; donde tm es tiempo
muerto; tr es tiempo de retencion y t'r es tiempo de retencion ajustado.

Tiempo —

Algunas de las ventajas de la cromatografia son el rango de medicion (desde niveles
de ppm hasta el 100 por ciento), la deteccion de una amplia gama de componentes,
ademas, requiere de pequefias cantidades de muestras del orden de décimas de
microlitros. Sin embargo, una limitante es requerir compuestos volatiles.

Componentes de un sistema de cromatografia de gases

Los componentes fundamentales de un cromatdgrafo de gases son: La fuente de
gas, el sistema de inyeccion, el horno y la columna, el sistema de deteccién y el
sistema de registro (figura 17).
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s
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Gas ﬂ
! Controls
Data System A l & Display

Figura 17. Esquema basico de un sistema cromatogréfico. Fuente: Restek. com

3.1. Gases de arrastre

Generalmente se utilizan como gases de arrastre el nitrogeno, helio e hidrégeno
debido a que cumplen con ciertas condiciones: son inertes, capaces de minimizar
la difusion gaseosa, facilmente disponible y puros.

Su seleccién dependera del tipo de detector y columna a utilizar, sin embargo, se
conoce que el hidrogeno es el gas de arrastre que posee una mayor velocidad lineal
lo que influye en el tiempo del analisis.

3.2. Inyector

La primera etapa del analisis es la inyeccion y si ésta falla, la cuantificacion
representard dificultades por la no reproducibilidad en las areas de los analitos
eluidos. La muestra puede ser inyectada al sistema ya sea por inyeccion manual o
automatica (figura 18)
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Jeringa
quja de la jeringa

Septum

Purga del septum

Gas portador

Camara de vaporizacion E %
5\ Conexiona columna

Columna

Figura 18. Sistema de inyeccion para cromatografia de gases.

La mayoria de los cromatégrafos poseen cdmaras de inyeccion termostatizada en
donde la muestra se vaporiza y el gas resultante se arrastra hacia la columna. Esta
vaporizacion se debe realizar lo mas rapido posible sin que se discrimine ninguin
componente de la muestra y que la banda que llegue a la columna sea fina.

Cuando se utilizan columnas empaquetadas se pueden inyectar porciones de
muestra mayores que cuando se utilizan columnas capilares, esto debido a que las
columnas capilares son afectadas por los disolventes. Los volimenes que son
inyectados en una columna capilar son muy pequefios y no hay jeringas con
volimenes inferiores a 0.1 microlitros, es por lo anterior, que los inyectores
utilizados con este tipo de columnas deben permitir el ingreso de una porcion del
total de la muestra inyectada, split, con esta separacién una parte de la muestra
pasa a la columna mientras que la otra parte sale del sistema. Por otro lado, la
inyeccion splitless, dirige la totalidad de la muestra hacia la columna.

3.3. Hornoy columna

El horno es un componente que se mantiene a temperatura elevada para favorecer
los procesos adsorcidn-desorcion para la muestra que se encuentra en la columna,
permiten gradientes de temperatura para una mejor eficiencia de elusién en la
columna.

Las columnas utilizadas en cromatografia de gases pueden ser empacadas o
capilares, en ellas, la muestra inyectada en el gas portador interactia con la fase
estacionaria y se establece un equilibrio entre la concentracién de cada componente
en la fase gaseosa y la fase estacionaria. El gas de arrastre fluye por la columna 'y
cada compuesto sale de la fase estacionaria a su propia velocidad. La separacion
se incrementa después de muchas interacciones de los analitos a lo largo de la
columna.
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3.4. Detectores

Los detectores que se utilizan en cromatografia de gases son de tipo diferencial, no
producen sefial cuando el gas portador pasa por ellos, sino que responden ante
alguna propiedad que varia cuando el gas portador se encuentra mezclado con la
muestra eluida en la columna.

Existe una amplia variedad de detectores entre los que se encuentra el detector de
masas (MS), el detector de ionizacion de llama (FID), el detector de captura
electronica (ECD), el detector ultravioleta (UV), entre otros.

4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones

- Disolucion al 0.3 0 0.5% de la mezcla de alcoholes: isopropanol, n-propanol
e isobutanol en agua.

- Agua desionizada tipo |

4.2. Materiales

- Jeringa para cromatografia de gases

- Columna Capilar

- Pipeta graduada de: 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL o micropipeta de 1.0 mL
y pipeta electrénica de 10.0 mL

- Balones aforados de 50 mL

4.3. Instrumentacion requerida
- Cromatografo de gases con detector FID
4.4. Muestras para andlisis

- Muestras incégnitas
- Licores comerciales de alta graduacion.

45. Procedimiento

4.5.1. Tiempos de retencion y repetibilidad.

Asegurese antes de cualquier inyeccion, verificar que el septum no esta roto, ha
sido revisado y que no hay fugas de gas por el mismo debido a inyecciones
anteriores, ademas se deben verificar las condiciones cromatograficas que se
encuentran en el cuadro 14 y 15 dependiendo de la columna utilizada.
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Cuadro 14. Parametro y valores usados en el andlisis cromatografico de mezclas
de alcoholes en agua. Columna Carbowax.

PARAMETRO | VALOR  PARAMETRO @ VALOR PARAMETRO | VALOR

Columna 0,53 Inveccion 1ul Flujo de 2
Widebore nm y H nitrdgeno mL/min
o L Carbowax . . 0,30
Temp Detector | 200°C = Fase liquida 20 M Split/Splitless min
Temp o
Columna 90°C Largo 12 metros Make up N2
Temp 150°C Film 12um | empode g
Inyeccion analisis
Columna Alltech Detector FID
Econocap

Cuadro 15. Parametro y valores usados en el andlisis cromatogréafico de mezclas
de alcoholes en agua. Columna StabilWAX.

PARAMETRO ' VALOR PARAMETRO | VALOR | PARAMETRO VALOR

15,9
Columna 0,53 Inveccion 1ul Flujo de mL/min
Widebore nm y H nitrégeno 122
cm/s
Temp o S . . . )
D 250°C @ Fase liquida | StabilWAX | Split/Splitless 1:100
etector
Temp 80°C Largo 15 metros Make up
Columna
Temp 250°C Film 05um | empode |42 i
Inyeccion analisis
Columna Restek Detector FID
Corp.

'2?. i f>
g [ ]

%

Figura 19. Ferrules y septums
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4.5.2. Procedimiento de inyeccion. Solvent Flush.

=

Lave varias veces la jeringa con la mezcla de alcoholes.

Mida en la jeringa 1 pL de aire y luego 0.5 0 1 pL de la mezcla de alcoholes.
3. Inyecte la muestra en el cromatografo. Tiene la opcidn de retirar
inmediatamente la jeringa después de depositar la muestra o también, puede
dejarla en el inyector y esperar 3 segundos después de inyectar. La jeringa
se debe retirar perpendicular al septum.

Enjuague la jeringa minima 3 veces con la mezcla de alcoholes.

Repita los pasos anteriores 2 veces mas después de finalizar la corrida
cromatografica.

N

ok

4.5.3. Determinacion de una mezcla de alcoholes. Isopropanol, isobutanol y
n-propanol.

45.3.1. Curva de calibracion de alcohol isopropilico, n-propanol e
isobutanol (IPA-nPA-IBA) en agua.

1. Preparacion de la curva de calibracion (0.05 a 0.50%)

2. A partir de una solucion de 5.00% en isopropanol, n-propanol e isobutanol,

mida las alicuotas de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL y depositelas en balones
aforados de 50 mL, completando con agua desionizada.

4.5.3.2. Preparacion de la muestra.

1. Realice el procedimiento de dilucibn mas apropiado para el andlisis de su
muestra en aras de obtener una concentracion que se ajuste al intervalo
lineal de trabajo de calibracién preparado anteriormente.

4.5.3.3. Inyeccion de las muestras y patrones.

1. Inyecte 0.5 0 1 pL de cada disolucion patron o muestra preparada, haciendo uso
de la técnica de solvent flush.

2. Realice el procedimiento por triplicado.

3. Inyecte de 0.5 a 1 pL en idénticas condiciones de trabajo que con la curva de
calibracion.

4. Realice el proceso por triplicado.
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5. Tratamiento de datos

5.1. Tiempos de retencion y repetibilidad.

1. Considerando para cada analito, el tiempo de retencion (tr), el area de pico
calculada por el equipo (A) y las repeticiones realizadas, determine la media,
mediana y la desviacion estandar para cada parametro por analito.2. Calcule el
numero de platos teéricos de la columna, n = 16(t/Why)? para cada analito y la altura
equivalente del plato tedrico, H = L/N, donde L es la longitud de la columna usada
en mm y N el nUmero de platos teéricos de ésta. Calcule el promedio, mediana y
desviacion estandar para H y N de cada analito.3. Calcule el valor de Rs entre los
picos1-2y2-3.

2. Construya los modelos de regresion lineal para realizar la cuantificacion
respectiva de analito. No olvide calcular la concentracion y la incertidumbre de cada
analito, asi como estimar la precision de la determinacion (%RSD)

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 8 horas.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 16. Gestion de residuos de la practica de cromatografia de gases

. Nimero | Prioridad Estado Recipiente de
Proceso Reactivos de de . :
o fisico residuos
prioridad | mezcla
Residuos de iPA 3 . -
disoluciones Disolventes organicos
. no halogenados
preparadas y nPA 3 3 liquido g
residuos de . #3
incognitas IBA 3
_ Disolventes organicos
R.eS'dUQS de Acetato de L no halogenados
disoluciones : 3 3 liquido
. etilo
para equipo (2 #3
Observaciones Ninguna
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EXPERIMENTO 10
DETERMINACION DE CAFEINA POR HPLC

1. Contenidos

1.1. Optimizacion de las condiciones cromatograficas para la determinacion de
cafeina por cromatografia liquida.

1.2. Aplicaciéon de la cromatografia liquida con fines cualitativos y cuantitativos
1.3. Andlisis de alimentos por cromatografia liquida.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debe tener conocimiento en el uso de la balanza analitica, pipetas
aforadas y micropipetas, asi como, conocimiento en la preparacion de disoluciones,
en la elaboracion de curvas de calibracién y de la técnica de cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC).

3. Introduccidén

La cromatografia es un método fisico de separacion, en el cual, las sustancias a
separar se distribuyen en dos fases: estacionaria y movil. Esta separacion se debe
a las repetidas adsorciones y desorciones de las sustancias en la fase estacionaria,
conforme se van moviendo por efecto de la fase mévil, obteniéndose la separacion
por las diferencias en los coeficientes de distribucion de los distintos compuestos.

La fase estacionaria esta compuesta de diferentes tipos de materiales, mientras que
la fase movil puede ser un gas, lo que se llamaria cromatografia gaseosa o puede
ser un liquido o una mezcla de liquidos, conocida como cromatografia liquida.

La cromatografia liquida dependiendo de la forma que tenga la fase estacionaria
puede dividirse en cromatografia de capa fina, cromatografia de papel o
cromatografia de columna. Esta ultima se puede clasificar segun los procesos de
separacién en cromatografia de adsorcidén, de particion, intercambio i6nico y de
exclusion.

Ademas, la cromatografia liquida también puede ser clasificada segun la polaridad
de la fase estacionaria como: cromatografia liquida en fase normal y cromatografia
liquida en fase reversa. En el primer tipo, la fase estacionaria tiene una naturaleza
fuertemente polar, mientras que la fase movil es fuertemente apolar (hexano o
tetrahidrofurano), en este caso las sustancias mas polares se verian mayormente
retenidas en la fase estacionaria.
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En la cromatografia en fase reversa, la fase estacionaria es de naturaleza apolar y
la fase movil presenta un caracter polar (agua o alcoholes), en este caso aquellas
sustancias mas polares serian menos retenidas por la fase estacionaria.

En cromatografia liquida es muy comun modificar la polaridad de la fase movil, en
el caso de la fase normal, se puede hacer una adicion de una sustancia mas polar,
mientras que, en fase reversa, el aditivo sera una sustancia menos polar.

©

5 OH = Apolar g CH3; = Muy polar

c S

o N} g ‘0

2 OH E o CHa E
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v

Figura 20. Cromatografia liquida en fase normal y en fase reversa.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, High Performance Liquid
Cromatography) es una de las técnicas analiticas mas utilizadas para la
determinacién de compuestos no volatiles y térmicamente inestables presentes en
matrices complejas, tales como: fluidos biolégicos, productos naturales, matrices
ambientales, alimentos, entre otros.

La técnica méas popular para la determinacion de cafeina en diferentes mezclas es
por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), sin embrago otros
métodos de andlisis incluyen espectrofotometria UV-Vis, cromatografia de capa
fina, cromatografia de iones, espectroscopia Raman por transformada de Fourier y
espectrofotometria infrarroja de transformada de Fourier.

La cafeina es un alcaloide natural, parte de un grupo de compuestos conocidos
como metilxantinas, cuyo nombre sistemético es 1,3,7-trimetilxantina con una
estructura molecular tal como la presentada en la figura 21.

O CHs
HaC N
N
A AV
O r~|¢ N
CHs

Figura 21. Estructura quimica de la cafeina.
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La cafeina se puede encontrar en las hojas, semillas o frutos de aproximadamente
60 a 80 especies de plantas. Entre las fuentes mas conocidas de cafeina estéan la
planta de café, los granos de cacao, las nueces de cola y las hojas de té.

La cafeina es una sustancia farmacologicamente activa y, dependiendo de la dosis,
puede ser un estimulante leve del sistema nervioso central, cardiaco y respiratorio,
puede ser utilizado como agente saborizante. En el caso de ingestion de la cafeina,
esta no se acumula en el cuerpo a lo largo del tiempo y normalmente se excreta
dentro de varias horas de consumo.

4. Seccién experimental

4.1. Reactivos y disoluciones

- Agua desionizada tipo |
- Disolucion patron de 100 mg/L de cafeina

4.2. Materiales

- Filtro de 0.45 pm.

- Pipetas aforadas de 1.00; 2.00; 3.00; 4.00 y 5.00 mL
- Balones aforados de 10.00 mL

4.3. Instrumentacion requerida

- Cromatdégrafo liquido de alta eficiencia (HPLC)

4.4. Muestras para andlisis

- Muestras incognitas

- Bebidas comerciales

4.5. Procedimiento

Antes de realizar el andlisis verifique las condiciones cromatograficas mostradas en
el cuadro 17.
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Cuadro 17. Condiciones experimentales del analisis cromatografico de cafeina por
la técnica de cromatografia liquida.

Caracteristica Valor

Columna Agilent, Eclipse Plus (C18)
Largo 100 mm

Didmetro Interno 4.6 mm

Tamafio de particula 3.5 um

Cantidad inyectada (lazo) 5 uL

Disolucion de aforo agua desionizada tipo |

Fase movil agua: acetonitrilo 95:5 90:10
Flujo 1.0 mL/min

4.5.1. Curva de calibracién

1. Mida alicuotas de 1.00; 2.00; 3.00; 4.00 y 5.00 mL de la disolucion patrén de
100 mg/L de cafeina y coléquelas en los respectivos balones aforados de 10.00 mL.

2. Complete con agua desionizada

3. Si fuera necesario filtre cada muestra de agua a través de un filtro de
membrana de 0.45 um con una jeringa de 5 0 10 mL.

4. Recoja parte de este en un vial rotulado para tal efecto.

5. Inyecte cada disolucion o coloquelo en el automuestreador, si lo hubiese.

4.5.2. Preparacion de la muestra

1. Mida 1,00 mL de incognita y depositela en un balén aforado de 10.00 mL o
en su efecto, la dilucidbn mas apropiada para el rango lineal de calibracién elaborado.
2. Afore con agua o fase mavil. Realice por duplicado.

3. Continte el procedimiento descrito desde el punto 3 de la subseccion
anterior.
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5. Tratamiento de datos

1. Determine la repetibilidad de las inyecciones en la incégnita y evalle la precision
de las mismas, para ello tome el tiempo de retencidén Tr y calcule el promedio con
Su respectivo desvio estandar.

2. Calcule el numero de platos téoricos (N) y la altura de los mismos para la
columna.

3. Calcule f (factor de respuesta) (f= C/A), a partir de los patrones de cafeina. Puede

hacer el promedio de los patrones. (**)

Luego Uselos para calcular la concentracion de la incégnita.

. Construya el modelo de regresion lineal para realizar la cuantificacion respectiva
de la concentracion de cafeina en las muestras analizadas. No olvide hacer la
estimacion de incertidumbre respectiva hacia como la estimacion de precision
(%RSD).

6. Compare el valor de la concentracion calculada con el factor de respuesta (f),

respecto a la obtenida mediante la curva de calibracion.

o

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.

7. Bibliografia especializada

- Aung, W. L., Kyaw, M., Hlaing, T. M., & Zaw, T. (2020). Determination of
caffeine content in different brands of pure coffee, instant coffee and tea available in
the naypyitaw market. International Journal of Engineering Applied Sciences and
Technology, 5(4), 500-504.

- Belay, A.; Ture, K.; Redi, M.; Asfaw, A. Measurement of caffeine in coffee
beans with UV/vis spectrometer. Food Chemistry, 108 (2008) 310-315. Doi
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.10.024

- Chirfa, G., Merdassa, Y., & Gure, A. (2020). Salting-out Assisted Liquid—
Liquid Extraction for Analysis of Caffeine and Nicotinic Acid in Coffee by HPLC-
UV/Vis Detector. Journal of Analysis and Testing, 4(4), 298-306.
https://doi.org/10.1007/s41664-020-00148-7

- Eticha, S., & Bedassa, T. (2020). Determination of Caffeine in Coffee Samples
by High Performance Liquid Chromatography and Ultra Violet - Visible
Spectrophotometry Methods from Wollega, Ethiopia. International Journal of

99


https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.10.024

Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

Biochemistry, Biophysics & Molecular Biology, 5(1), 8.
https://doi.org/10.11648/j.ijbbmb.20200501.12

- Imanulkhan, Setyaningsih, W., Rohman, A., & Palma, M. (2020).
Development and validation of hplc-dad method for simultaneous determination of
seven food additives and caffeine in powdered drinks. Foods, 9(8), 1-12.
https://doi.org/10.3390/foods9081119

- Sancho, A. Estudio comparativo del contenido de cafeina en diferentes
bebidas. Escuela de Ingenieria y Arquitectura, Universidad de Zaragoza, Espafia.
2013

- Santiago, W. D., Teixeira, A. R., Santiago, J. de A., Lopes, A. C. A., Brandao,
R. M., Caetano, A. R., Cardoso, M. das G., & Resende, M. L. V. (2020). Development
and validation of chromatographic methods to quantify organic compounds in green
coffee (Coffea arabica) beans. Australian Journal of Crop Science, 14(8), 1275—
1282. https://doi.org/10.21475/ajcs.20.14.08.p2433

- Solis-Montiel, E., Fernandez-Araya, J.F. 2016. Manual de Laboratorio de
Analisis Instrumental. Escuela de Quimica, Universidad Nacional.

- Skoog,D. A., Holler J. y Crouch, S. 2008. Principios de analisis instrumental,
6 edicion. Cengage Learning Editores, México.

- Srdjenovic, B. Djordjevic-Mili, V. Gruji, N. Injac, R. Lepojevic, Z. Simultaneous
HPLC determination of Caffeine, Theobromine, and Theophylline in Food, Drinks,
and Herbal Products. Journal of Chromatographic Science 46 (2008) 144-149

- Ziak, L.; Majek, P.; Hrobonova, K.; Cacho, F.; Sadecka, J. Simultaneous
determination of caffeine, caramel and riboflavin in cola-type and energy drinks by
synchronous fluorescence technique coupled with partial least squares. Food
Chemistry 159 (2014) 282-286. Doi https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.03.034

100



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Analisis Escuela de Quimica, Universidad Nacional

8. Gestidn de residuos. DETERMINACION DE CAFEINA POR HPLC

Cuadro 18. Gestion de residuos de la practica determinacion de cafeina por HPLC

. Numero de | Prioridad | Estado Recipiente de
Proceso Reactivos . L :
prioridad | de mezcla | fisico residuos
Residuos de =
disoluciones fﬂ.c.|dosySaLfas_
. Lo organicas y Peroxidos
preparadas y cafeina 4 4 liquido o
residuos de #4
incognitas
Fase movil
_ (acetato de 3 ; o
Residuos de _ Disolventes organicos
disoluci amonio) 3 lfauid no halogenados
isoluciones Metanol 3 iquido #3
r —
para equipo acetonitrilo 3
iPA 3

Observaciones

En las disoluciones del equipo se debe contemplar la del drenaje del
equipo, estas tienen la misma naturaleza y por ende la misma segregacion
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EXPERIMENTO 11

ANALISIS DEL CONTENIDO IONICO EN AGUAS DE
CONSUMO MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE IONES

1. Contenidos

1.1. Identificacion de los principios que sustentan las separaciones y
mediciones en cromatografia de iones.

1.2. Andlisis de las principales variables de optimizacion para los métodos
cromatograficos aplicados a la deteccion de iones.

1.3. Estudio de la concentracion de iones disueltos en aguas de consumo.

1.4. Determinaciéon de los limites de deteccién y cuantificacion para las
especies analizadas.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debera poseer conocimientos béasicos de la técnica de
cromatografia liquida, asi como un manejo adecuado de la herramienta para el
andlisis de datos de Excel o del lenguaje de programacién R; ademas debera ser
capaz de hacer pruebas de contraste entre medias y determinar los limites de
deteccion y cuantificacion de técnicas analiticas.

3. Introduccioén

La cromatografia de iones (CI) es una técnica analitica que puede ser entendida
como una variante a la cromatografia liquida de fase reversa (CLFR), cuyo interés
de aplicacion se centra en la determinacion de iones disueltos, principalmente en
una matriz acuosa. Ademas del dmbito de aplicacion de esta técnica, existen
diferencias importantes en relacion con la CLFR como la preparacion que requieren
las muestras, la naturaleza quimica de los eluentes, los materiales que componen
las columnas cromatogréficas, los métodos de deteccion y la inclusion de una etapa
entre la salida de la columna y la entrada al detector, llamada supresién de
conductividad; no obstante, los procesos y principios generales de la cromatografia
liguida, son también aplicados a esta técnica.

Las muestras analizadas por Cl, normalmente no requieren procesos complejos de
preparacion, en la mayoria de casos, basta con un filtrado con una membrana de
0.45 um para ser introducidas al sistema; no obstante, para aplicaciones donde la
muestra puede contener fuerza idnica importante u otros constituyentes capaces de
interferir en la claridad de la sefal o separacion del analito (aguas residuales, aguas
marinas, lixiviados, extractos acuosos de matrices alimenticias o de sedimentos,
entre otros), se requiere de procesos de dilucion o de limpieza de las muestras
mediante extraccion en fase solida.
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El proceso de separacion en esta técnica, esta determinado por los procesos de
interaccion existentes entre los analitos y la matriz de intercambio i6nico utilizada
como fase estacionaria, estos procesos son influenciados por variables como: el
tamafio y la carga del ion, asi como por la velocidad y la fuerza del eluente, entre
las sustancias utilizadas para este fin estdn compuestos acidos como: el &cido
metasulfénico, nitrico u oxdalico, mientras que eluentes como: el hidréxido de
potasio, carbonato de sodio y carbonato acido de sodio, son utilizados en las
determinaciones de aniones.

La principal diferencia de esta técnica en relacion con la CLFR, radica en la inclusion
de una etapa intermedia entre la separacion y la deteccion de los iones, llamada
supresion de conductividad, la cual tiene como objetivo atenuar la conductividad
eléctrica que aporta la fase movil en aras de detectar con mayor sensibilidad la sefial
de los analitos; ya sea por un mecanismo de supresiéon quimico o electrolitico, en
ambos casos el fundamento radica en una reaccién acido-base que neutraliza los
iones hidronio o hidroxilo responsables de la fuerza iénica de la fase mavil.

Partiendo del principio que los analitos separados en esta técnica son especies con
carga eléctrica, puede resultar basico que el método de detecciébn mas utilizado es
el diferencial de conductividad, no obstante, no estd de mas indicar que para
aplicaciones muy especificas (ej. especiacion de cromo, metales de transicion,
lantanidos o actinidos) pueden ser utilizados detectores de absorcion de radiacion
UV-Vis o incluso de fluorescencia.

Los rangos lineales de trabajo en esta técnica oscilan entre las decimas y centenas
de partes por millén con valores de recuperacion entre 80-110%, por su parte los
limites de deteccién alcanzados pueden ser de decenas de partes por billén; lo
anterior, aunado al poco o nulo procesamiento de muestra requerido, asi como a la
capacidad intrinseca de la cromatografia para realizar separacién y deteccion
simultdnea de dos o mas componentes, le confieren a este técnica, multiples
aplicaciones en el campo ambiental, industrial, alimentario y médico, incluso para
ser utilizada como base en metodologias regulatorias o de control de calidad.
Diferentes estudios demuestran la aplicacion de esta técnica para la deteccion de
cloruros, nitritos y nitratos en muestras de carne, determinacion de la composiciéon
quimica de agua de lluvia y niebla, caracterizaciones hidrogeoquimicas de aguas
subterraneas, superficiales marinas y de lagos; asi como el uso en el monitoreo de
la calidad del agua de consumo en sistemas de abastecimiento a la poblacién.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha emitido lineamientos que pretenden
servir como guias para evaluar la calidad del agua de consumo humano, estas a su
vez, han servido como base en diferentes paises para reglamentar los valores
recomendados y maximos admisibles en relacion con la concentracion de
sustancias disueltas en el agua. Bajo este escenario, resulta necesario poder
detectar y medir la concentracion de varios componentes iGnicos que se encuentran
de manera natural en las aguas, siendo la cromatografia idbnica una solucion que se
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ha tipificado como método base para este propédsito, algunos ejemplos son el
método 300.1 de la Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos de
América (EPA) y el método 4110 de los métodos estandares para la examinacion
del agua y agua residual.

En este experimento se determinara el contenido iénico en muestras de agua de
consumo mediante cromatografia liquida con deteccion de conductividad y
supresion electrolitica, ademas, se determinaran los limites de deteccion y
cuantificacion a partir de los modelos de regresion lineal utilizados para el calculo
de las concentraciones de cada ion. Finalmente, los resultados seran comparados
con el Reglamento para la Calidad del Agua Potable (Decreto N°38924-S) y se
realizaran pruebas de inferencia estadistica para determinar si existe diferencia
significativa entre las medias para algunos iones del agua segun la region de
muestreo.

4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones

- Agua desionizada tipo |

- Fase movil anionica (Hidréxido de potasio, bicarbonato de sodio, carbonato
de sodio)

- Fase movil cationica (Acido metasulfénico, Acido nitrico)

- Disoluciones patrén de cationes (1000 mg/L del analito de interés)

- Disoluciones patrén de aniones (1000 mg/L del analito de interés)

4.2. Materiales
- Material volumétrico y cristaleria de laboratorio general
- Viales para automuestreador

4.3. Instrumentacion requerida
- Cromatografo de iones con capacidad de andlisis dual

4.4. Muestras para andlisis
- Muestras de agua de consumo tomadas de diferentes regiones del pais.

45. Procedimiento

Antes del analisis verifique las condiciones cromatograficas que se muestran en el
cuadro 19.
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Cuadro 19. Condiciones cromatogréficas recomendadas para el analisis de
cationes y aniones mediante el cromatégrafo ThermoScientific ICS-5000+EG

Variable Especificacién
Aniones Cationes
Guarda columna AG18 (2 x 50 mm) CG18 (2 x 50 mm)
Columna analitica AS18 (2 x 250 mm) CS18 (2 x 250 mm)
Eluente t (min) KOH (mM) 36 mM Acido metasulfénico
0 10 mM
17 23 mM
19 23mM
20 10mM
Flujo 0.25 mL/min (isocratico) 0.40 mL/min (isocrético)
Volumen de inyeccidn 10 uL 10 uL
Supresion AERS 2mm CERS 2mm
Amperaje del supresor 11 mA 30 mA
Temperatura de la columna 35°C 35°C
Temperatura del dectector 35°C 35°C
Tiempo de corrida 27.5min

4.5.1. Preparacion de la muestra

Las muestras analizadas deben estar libres de sélidos en suspension para evitar
saturacion de los filtros que se encuentran en las tapas de los viales u obturacién
de las tuberias capilares del sistema cromatografico, esto se puede asegurar
haciendo pasar la muestra por un filtro de 0,45 um de poro.

Las muestras posteriormente se depositan y son selladas en los viales
correspondientes al sistema automuestreador utilizado.

4.5.2. Preparacion de los estdndares a utilizar para la construccién de
modelos lineales de regresion

Utilizando disoluciones estandar de 1000 mg/L de cada ion de interés, prepare
200.00 mL de una “disolucion de trabajo” mixta con las concentraciones indicadas
en el cuadro 20 para cada analito.

Cuadro 20. Concentracion recomendada para cada ion de interés en la disolucién
de trabajo.

Aniones Cationes
lon Concentracion (mg/L) lon Concentracion (mg/L)
Fluoruro 10 Litio 10
Cloruro 100 Sodio 100
Nitrito 25 Amonio 10
Bromuro 50 Magnesio 100
Nitrato 100 Potasio 50
Sulfato 100 Calcio 100
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Se prepara una disolucion de trabajo mixta para aniones y otra para cationes, lo
anterior debido a que los estandares de cada ion son preparados a partir de sales
de nitrato y cloruro para el caso de los cationes y de sodio o potasio para el caso de
los aniones.

A partir de estas disoluciones de trabajo, prepare 100.00 mL para cada nivel de
concentracion a incluir en el modelo de regresion lineal; se recomienda preparar
entre 5y 7 niveles de concentracion, cuyas alicuotas serian 2.00, 4.00, 6.00, 8.00,
10.00, 15.00, 30.00 y 50.00 mL.

4.5.3. Preparacion de controles de calidad.

Los controles de calidad para evaluar la recuperacion del sistema cromatografico
pueden realizarse con matriz o sin matriz. En ambos casos, calcule el volumen de
alicuota necesario para preparar una disolucidon cuya concentracion en los iones de
interés sea proxima o inferior, al nivel maximo de calibracién (si no utiliza matriz, la
concentracion puede ser proxima a este ultimo valor), posteriormente afore con
agua desionizada tipo | o con matriz, segun corresponda.

5. Tratamiento de datos

1. Construya los modelos de regresion lineal para cada ion analizado (Andalisis
grafico y estadistico de la regresion).

2. Calcule los limites de deteccién y cuantificacidn a partir de la estadistica de cada
modelo.

3. Cuantifique la concentracion de cada ion analizado en las muestras de agua,
reporte adecuadamente las concentraciones no cuantificables o detectables, segun
corresponda.

4. Realice una comparacion de las concentraciones obtenidas, con relacién al
Reglamento para la Calidad del Agua Potable (Decreto N°38924-S).

5. Determine si existe diferencia estadisticamente significativa entre la
concentracion promedio de cada ion, de acuerdo con la region donde la muestra fue
colectada.

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento

El tiempo estimado para la preparacion de muestras, estandares de calibracién y
controles de calidad es de 4 horas, no obstante, el andlisis de cada corrida
cromatografica puede oscilar de 20-30 minutos, por lo que se aprovechara la
capacidad de auto inyeccién brindada por el equipo.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 21. Gestion de residuos de la practica de cromatografia de iones.

: Ntmero Priorida | Estad .
Reactivo de Recipiente de
Proceso o d de o] .
S priorida - residuos
d mezcla | fisico
Fase
movil 6
anionica
Residuos de Fase Acidos y Sales
disoluciones y movil 4 - organicas y Peroxidos
: o 4 liquido
residuos del cationica - #4
equipo Patrones
de
trabajo 6
mixtos

Observacione
S

En las disoluciones del equipo se debe contemplar la del drenaje
del equipo, estas tienen la misma naturaleza y por ende la
misma segregacion. En caso de obtener alguno de los reactivos
0 soluciones sin contaminar con otras disoluciones procure

segregarlas por separado.
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SECCION V. OTROS METODOS DE ANALISIS
EXPERIMENTO 12

DETERMINACION DEL CONTENIDO ALCHOLICO EN
LICORES COMERCIALES DE ALTA GRADUACION.

1. Contenidos

1.1. Aplicacion de métodos instrumentales sencillos utilizados en la industria para
el control de calidad de productos.

1.2. Identificacion de los principios que sustentan las mediciones refractométricas
y densimétricas de mezclas binarias.

1.3. Determinacion de la concentracion de alcohol presente en licores
comerciales de alta graduacion tipo destilados.

1.4. Comparacion de la concentracion de alcohol presente en un licor comercial
obtenida a través de la técnica densimétrica y refractométrica

1.5. Comparacion del contenido alcohdlico indicado en las tablas de
concentracion con respecto al método de calibracion por medio de estandar externo.

2. Conocimientos previos requeridos

El estudiante debera tener un manejo adecuado de la técnica de pipeteo y del
uso de material volumétrico en general, asi como del uso de balanza analitica;
ademas debera ser capaz de hacer pruebas de contraste entre medias.

3. Introduccioén

El alcohol etilico es una de las sustancias mas simples de este grupo funcional de
compuestos organicos, su polaridad, le confiere la propiedad de miscibilidad en
agua. La produccion de alcohol involucra una serie de procesos unitarios, siendo la
fermentacién de azucares y la destilacion posterior de la mezcla, los procesos mas
importantes para obtener esta sustancia en un variado rango de graduaciones.

Esta sustancia ha sido introducida en la dieta humana cientos de afios atras en gran
diversidad de alimentos, principalmente en bebidas fermentadas, destiladas y
fortificadas. No obstante, el uso del alcohol en la industria alimenticia también se
remonta a la utilizacién de disoluciones de esta sustancia como disolvente de
ingredientes tales como: tintes, especies y sabores.

Debido a la amplitud de aplicaciones industriales, las mezclas de alcohol etilico
normalmente son sometidas a procesos de aseguramiento de calidad que permitan
verificar las especificaciones en relacion con las concentraciones de las mezclas.
Hoy en dia existen diversas técnicas analiticas cuantitativas mediante las cuales se
puede medir el contenido alcohdlico en una mezcla, algunas de ellas, mas sencillas
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que otras, con rangos de trabajo y limitaciones analiticas diferentes. Entre las
técnicas mas utilizadas podemos citar: métodos enzimaticos, espectrometria de
infrarrojo cercano con transformada de Fourier, cromatografia en fase liquida y/o
gaseosa, espectrofotometria de absorcién molecular por retroceso, densimetria por
hidrometria o gravimetria especifica e indice de refraccion.

Las técnicas basadas en el indice de refraccion y en la densimetria, poseen
limitaciones en relacion con el tipo de matriz y a la incapacidad para determinar mas
de un tipo de alcohol, esto debido a que un supuesto basico para aplicar estos
meétodos de analisis reside en que la mezcla debe ser binaria, ya que en principio la
concentracion del componente, sera proporcional a la densidad de la mezcla, por lo
tanto, esto limita el analisis de mezclas que posean mas de un tipo de alcohol, o
bien que posean concentraciones importantes de otros componentes como los
azucares, puesto que estos modificaran la densidad de la mezcla y por ende afecta
el fundamento tedrico que sustenta a estas metodologias. A pesar de lo anterior, es
importante destacar que estas poseen la ventaja de ser métodos muy faciles de
implementar a nivel de laboratorio e incluso son ampliamente utilizadas a nivel de
planta industrial, ya que no requieren instrumentos muy especializados, alta
capacitacion, gran cantidad de insumos y que ademas la obtencion de resultados
es bastante rapida,

La densimetria por gravimetria consiste en obtener un valor de gravedad especifica
para la mezcla mediante la relacion de la masa de la sustancia y la masa del agua,
esto en un volumen especifico, normalmente se utiliza el picndmetro como
instrumento volumétrico para contener a la sustancia previa a la medicion de sus
masas. Por su parte la refractometria consiste en la medicién del indice de
refraccion de las mezclas por analizar, el indice de refraccion es la capacidad de
una sustancia para desviar un haz de luz cuando pasa de un medio a otro cuyas
densidades son diferentes, este fendmeno esta gobernado por la Ley de Snell. Para
ambas metodologias, los valores obtenidos, pueden ser correlacionados con la
composicion porcentual de alcohol ya sea mediante un estandar externo o tablas
validadas por entes internacionales como el AOAC.

En este experimento se determinara el contenido alcohdlico en licores comerciales
de alta graduacion mediante dos técnicas analiticas las cuales son de amplio uso
industrial, a la vez se compraran los resultados obtenidos cuando las mediciones
realizadas se cuantifican contra un estandar externo o mediante tablas de
composicién validadas por entes internacionales.
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4. Seccion experimental

4.1. Reactivos y disoluciones

- Agua desionizada

- Etanol absoluto (o de concentracién conocida)
4.2. Materiales

- Material volumétrico y cristaleria de laboratorio
- Picnémetros

4.3. Instrumentacion requerida

- Refractometro Abbé o similar

4.4. Muestras para analisis

- Muestras de licor comercial de alta graduacion

45. Procedimiento

4.5.1. Preparacion de la muestra

Las muestras analizadas deben estar libres de sélidos en suspension para evitar
interferencias opticas o alteracion de la densidad, para ello se hace pasar la muestra
por un filtro de 0,4 um.

Si el licor es coloreado, se recomienda eliminar la coloracion del mismo afiadiendo
5g de carbon activado a 100 mL de la muestra. Esto se realiza con agitacion
constante durante al menos 20 minutos, posteriormente se filtra la muestra para
eliminar el solido.

4.5.2. Determinacidn densimétrica de alcohol.

Mida la masa de un picnédmetro limpio y seco, posteriormente adicione agua
desionizada y afore el contenido del mismo, asegurese que el agua se encuentre a
20 °C y que el picnbmetro se encuentre totalmente lleno. Mida la masa de este
picnémetro asegurandose que no existan gotas de agua derramada en la superficie
exterior del mismo. Repita este procedimiento 2 veces mas.

Enjuague el picndmetro al menos 3 veces con la muestra a la cual se le determinara
el contenido de alcohol, repita el procedimiento descrito anteriormente con el
objetivo de obtener 3 mediciones de la muestra. Es importante que las mediciones
de masa para la muestra y el agua se realicen a la misma temperatura.

4.5.3. Determinacién refractométrica de alcohol.

Prepare una curva de calibracion en el rango de 0-5 % v/v de etanol. Para esto tome
alicuotas de 100-500 pL del etanol absoluto, depositelos en balones aforados de 10
mL y afore con agua desionizada.
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De las muestras para analizar se toma 1 mL y se deposita en balon aforado de 10
mL, complete el aforo con agua desionizada. Este procedimiento se realiza por
quintuplicado.

El indice de refraccidon para los patrones y muestras se miden en un refractometro
tipo abbé o similar, siguiendo las indicaciones del fabricante del instrumento.

5. Tratamiento de datos

1. Con los resultados obtenidos en el inciso b, calcule la gravedad especifica del
triplicado realizado al licor comercial. Utilice el material suplementario de este
experimento para convertir los valores de gravedad especifica en % v/v de etanol
en la muestra.

2. Grafique la curva de calibracion realizada en el inciso c y calcule la concentracion
en %v/v de etanol para del quintuplicado de la muestra a partir de la regresion lineal.

3. Con los mismos valores quintuplicados del indice de refracciéon y utilizando el
material suplementario de este experimento, calcule el % v/v en la muestra.

4. Para cada resultado promedio calculado anteriormente reporte la desviacion
estandar, el coeficiente de variacion, la incertidumbre y el porcentaje de error
respecto al valor nominal en la etiqueta.

5. Determine si existe diferencia estadisticamente significativa entre los dos
métodos utilizados para el calculo de la concentracion de etanol mediante la técnica
refractométrica (Tablas y estandar externo)

6.Determine si existe diferencia estadisticamente significativa entre el valor obtenido
por densimetria y refractometria, tomando como base los valores obtenidos con las
tablas del material suplementario.

6. Tiempo estimado para el desarrollo del experimento
El tiempo estimado para el desarrollo de este experimento es de 4 horas.
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8. Gestion de residuos.

Cuadro 22. Gestidon de residuos de la practica de determinacion del contenido
alcohdlico en licores comerciales de alta concentracion.

Numero o
Reactivo de Pr(ljo(gleda Es(';ad Recipiente de
Proceso S priorida _ residuos
q mezcla | fisico
Residuos de Residuos
disoluciones etanol 3 3 liquido Ordi .
preparadas rainarios -~

A pesar de caracterizarse como Disolventes Organicos No
Observacion | Halogenados puede disponerse como un residuo ordinario y

es depositarse en la pila al tratarse de diluciones de un producto
comercial.
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SECCION VI. ANEXOS

Anexo 1. Densidad del agua en funcion de la temperatura

1 atm 0,8 atm 0,6 atm 0,4 atm
Temperatur Densidad Temperatur Densidad Temperatur Densidad Temperatur Densidad
a (K) (g/mL) a (K) (g/mL) a (K) (g/mL) a (K) (g/mL)
273,16 0,99984 273,16 0,99983 273,16 0,99982 273,16 0,99981
274,16 0,9999 274,16 0,99989 274,16 0,99988 274,16 0,99987
275,16 0,99994 275,16 0,99993 275,16 0,99992 275,16 0,99991
276,16 0,99997 276,16 0,99996 276,16 0,99995 276,16 0,99994
271,16 0,99997 271,16 0,99996 271,16 0,99995 277,16 0,99994
278,16 0,99997 278,16 0,99996 278,16 0,99995 278,16 0,99994
279,16 0,99994 279,16 0,99993 279,16 0,99992 279,16 0,99991
280,16 0,9999 280,16 0,99989 280,16 0,99988 280,16 0,99987
281,16 0,99985 281,16 0,99984 281,16 0,99983 281,16 0,99982
282,16 0,99978 282,16 0,99977 282,16 0,99976 282,16 0,99975
283,16 0,9997 283,16 0,99969 283,16 0,99968 283,16 0,99967
284,16 0,99961 284,16 0,9996 284,16 0,99959 284,16 0,99958
285,16 0,9995 285,16 0,99949 285,16 0,99948 285,16 0,99947
286,16 0,99938 286,16 0,99937 286,16 0,99936 286,16 0,99935
287,16 0,99925 287,16 0,99924 287,16 0,99923 287,16 0,99922
288,16 0,9991 288,16 0,99909 288,16 0,99908 288,16 0,99907
289,16 0,99894 289,16 0,99894 289,16 0,99893 289,16 0,99892
290,16 0,99878 290,16 0,99877 290,16 0,99876 290,16 0,99875
291,16 0,9986 291,16 0,99859 291,16 0,99858 291,16 0,99857
292,16 0,99841 292,16 0,9984 292,16 0,99839 292,16 0,99838
293,16 0,99821 293,16 0,9982 293,16 0,99819 293,16 0,99818
294,16 0,99799 294,16 0,99798 294,16 0,99797 294,16 0,99797
295,16 0,99777 295,16 0,99776 295,16 0,99775 295,16 0,99774
296,16 0,99754 296,16 0,99753 296,16 0,99752 296,16 0,99751
297,16 0,9973 297,16 0,99729 297,16 0,99728 297,16 0,99727
298,16 0,99705 298,16 0,99704 298,16 0,99703 298,16 0,99702
299,16 0,99678 299,16 0,99677 299,16 0,99677 299,16 0,99676
300,16 0,99651 300,16 0,9965 300,16 0,99649 300,16 0,99649
301,16 0,99623 301,16 0,99622 301,16 0,99621 301,16 0,99621
302,16 0,99594 302,16 0,99594 302,16 0,99593 302,16 0,99592
303,16 0,99565 303,16 0,99564 303,16 0,99563 303,16 0,99562
304,16 0,99534 304,16 0,99533 304,16 0,99532 304,16 0,99531
305,16 0,99502 305,16 0,99502 305,16 0,99501 305,16 0,995
306,16 0,9947 306,16 0,99469 306,16 0,99468 306,16 0,99467
307,16 0,99437 307,16 0,99436 307,16 0,99435 307,16 0,99434
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308,16

308,16

308,16

308,16

0,09402 0,09401 0.994
0,99403 : 309,16 0,99366
’ 309,16 99367 309,16 0,99366 '
309,16 0,99368 ' 0, 31016 0.09331 310,16 0,9933
310,16 0,99333 310,16 0,99332 R 0.99200 311,16 0,99294
311,16 0,99296 311,16 0,99295 T 0'99257 1216 0.99756
31216 0.99250 312,16 0,99258 315,16 0.56216
’ 313,16 0,9922 313,16 0.99219 '
313,16 0,99221 : ’ 314,16 099181 314,16 0,9918
31416 0.99183 314,16 0,99182 31516 000141
' 315,16 0.99142 315,16 0,09141 :
315,16 0,99143 ’ ; 1616 050101 316,16 0,99101
316.16 0.99103 316,16 0,99102 31716 0.5006
’ 317,16 99061 317,16 0,99061 .
317,16 0,99062 ’ 0, 318,16 0.99018
’ 318,16 0,9902 318,16 0,99019 '
318,16 0,99021 ' ! 319,16 0,98976
’ 319,16 98978 319,16 0.98977 ’
319,16 0,98979 ‘ 0, 320,16 0,98933
' 320,16 0.98935 320,16 0,08934 :
320,16 0,98936 ' ! 321,16 0,9889
’ 321,16 98891 321,16 0,9889 :
321,16 0,98892 ' 0, 322,16 0.98845
' 322,16 0.98847 322,16 0,08846 '
322,16 0,98848 ' ; 323,16 0,988
’ 323,16 98802 323,16 0,98801
323,16 0,98803 ‘ 0, o416 0.08756 324,16 0,98755
32416 0.98757 324,16 0,98757 o ;) - 2516 0.98709
325,16 0.98711 325,16 0,9871 326,16 0.98662
’ 326,16 98664 326,16 0,98663 :
326,16 0,98664 ‘ 0, 327,16 098614
‘ 327,16 0.98616 327,16 0,98615 >
327,16 0,98617 ' : 328,16 0,98566
' 328,16 98568 328,16 0,98567 :
328,16 0,98569 ' 0, 329,16 0,98517
329,16 0.98519 329,16 0,98518
329,16 0,9852 ' . 330,16 0,98468
' 330,16 0.9847 330,16 0,08469 :
330,16 0,98471 ' : 331,16 0,98418
: 33116 09842 331,16 0,98419 '
331,16 0,98421 ' : 332,16 0,98368
, 332,16 0.98369 332,16 0,98368 >
332,16 0,9837 ' ' 333,16 0.98317 333,16 0,98316
333,16 0,08319 333,16 0.98318 334,16 0,08265
334,16 0.98266 334,16 0,98266
334,16 0,98267 ’ : 335,16 0,98212
335,16 0,08214 335,16 0.98213
335,16 0,98215 i : 336 16 0.9816 336,16 0,98159
336,16 0,08162 336,16 0,98161 337,16 0,08106
337,16 0.98108 337,16 0,98107
337,16 0,98109 ' : 338,16 0,98052
338,16 0,08054 338,16 0.98053
338,16 0,98055 ’ : 3916 067995 339,16 0,97997
6 : '
339,16 0,98 339,1 0,97999 o1 0.97043 340,16 0,97942
16 ' '
340,16 0,97945 40 0T 341.16 0.97887 341,16 0,97886
6 : '
341,16 097889 3411 0.97888 342,16 0.0783
342,16 0.97832 342,16 0,97831
342,16 0,97833 ' : 2316 097774 343,16 0,97773
1 ' '
343,16 0,97776 343,16 0.97775 344,16 0,97716
344,16 0.97718 344,16 0,97717
344,16 0,97719 ' : 345,16 0,97658
24516 0.9766 345,16 0,97659 '
345,16 0,97661 : : 346,16 0,97599
346,16 0.97601 346,16 0,976
346,16 0,97602 i : 347 16 0.97541 347,16 0,9754
16 : '
347,16 097543 347, 0.97542 348,16 0,07481
24816 97483 348,16 0,07482
348,16 0,97484 ’ 0,
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349,16

349,16

349,16

349,16

0,97424 0,97423 0,97422 0,97421
350,16 0,97363 350,16 0,97362 350,16 0,97361 349,32 0,97411
351,16 0,97302 351,16 0,97301 351,16 0,973
352,16 0,9724 352,16 0,9724 352,16 0,97239
353,16 0,97178 353,16 0,97178 353,16 0,97177
354,16 0,97116 354,16 0,97115 354,16 0,97114
355,16 0,97053 355,16 0,97052 355,16 0,97051
356,16 0,96989 356,16 0,96988 356,16 0,96987
357,16 0,96925 357,16 0,96924 357,16 0,96923
358,16 0,9686 358,16 0,9686 358,16 0,96859
359,16 0,96795 359,16 0,96795 359,16 0,96794
360,16 0,9673 360,16 0,96729 359,41 0,96777
361,16 0,96664 361,16 0,96663

362,16 0,96597 362,16 0,96596

363,16 0,9653 363,16 0,96529

364,16 0,96463 364,16 0,96462

365,16 0,96395 365,16 0,96394

366,16 0,96326 366,16 0,96325

367,16 0,96257 366,99 0,96268

368,16 0,96188

369,16 0,96118

370,16 0,96048

371,16 0,95977

372,16 0,95906

373,12 0,95837
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Figura 22. Isobaras para densidad del agua en funcién de la temperatura 'y a
distintas presiones
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Anexo 2. Tolerancia del material de uso comun en el laboratorio.

Tolerancia para pipetas aforadas

Escuela de Quimica, Universidad Nacional

Clase Capacidad (mL) Tolerancia(xmL)
A 0,5 0,005
B 0,5 0,01
A 1 0,008
B 1 0,015
A 2 0,01
B 2 0,02
A 5 0,015
B 5 0,03
A 10 0,02
B 10 0,04
A 20 0,03
B 20 0,06
A 25 0,03
B 25 0,06
A 50 0,05
B 50 0,1
A 100 0,08
B 100 0,15
A 200 0,1
B 200 0,2

Tolerancia para buretas

Clase Minima divisién (mL) Capacidad (mL) Tolerancia (£mL)
A 0,02 10 0,02
B 0,02 10 0,05
A 0,05 25 0,03
B 0,05 25 0,05
A 0,1 50 0,05
B 0,1 50 0,1
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Tolerancia para balones aforados

Clase Capacidad (mL) Tolerancia(xmL)
A 5 0,025
B 5 0,05
A 10 0,025
B 10 0,05
A 25 0,04
B 25 0,08
A 50 0,06
B 50 0,12
A 100 0,1
B 100 0,2
A 200 0,15
B 200 0,3
A 250 0,15
B 250 0,3
A 500 0,25
B 500 0,5
A 1000 0,4
B 1000 0,8
A 2000 0,6
B 2000 1,2

Fuentes: ISO 385, Laboratory glassware — Burettes, ISO 648, Laboratory
glassware — Single-volume pipettes, ISO 1042, Laboratory glassware — One-mark
volumetric flasks
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Anexo 3. Porcentaje por volumen a 15.56°C (60°F) de alcohol etilico correspondiente a la
gravedad especifica aparente a varias temperaturas.

Apparent
Specific 15.56/15.56| 20/20| 22/22| 2a/24a| 25/25| 26/26| 28/28| 30/30| 32/32| 34a/34| 35/35| 36/36
1.0000 0.00| o0.00| o0.00| o0.00| o0.00[ 0.00| o0.00[ 0.00| o0.00| o0.00| o.0c0| o.oco0
Oo.o999 o7 07 o7 07 07 07 07 o7 07 07 07 o7
o8 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
o7 .20 .20 .20 .20 .20 .20 .20 .20 .20 .20 .20 .20
o6 =27 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 =26
o5 .33 .33 .33 .33 .33 .33 .33 .33 .33 .33 .33 .33
oa ~ao -ao -ao =Ys) ~ao ~ao -ao -ao =Ys) -ao —ao -ao
o3 a7z a6 .ae .ae a6 a6 a6 -ae -ae -ae a6 A
o= .53 .53 .53 .53 .53 .53 .53 .53 .53 .53 .53 .53
=EN 60 =Ys) 60 60 K=Ys) K=Ys) 60 60 60 K=Ys) .60 60
S0 67 .66 .66 .66 .66 .66 .66 .66 .66 .66 .66 .66
89 73 73 73 .73 .73 73 73 .73 .73 .73 73 73
88 80 -80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
87 87 87 .87 .87 87 87 .86 .86 .86 .86 .86 .86
86 o3 o3 o3 o3 o3 o3 o3 o3 o3 o3 o3 o3
85 1.00| 1.00| 1.00| 21.00[ 31.00| 1.00 =) 99 R=Y=) R=Y=) =) -9
sa .07 .07 .07 .07 .07 07| 1.06| 1.06| 1.06| 1.06| 1.06| 1.o0e
83 1a 1a 14 a3 13 13 a3 a3 i3 13 a3 a3
8= 20 20 E=Ye) 20 20 20 .20 ) .19 19 19 )
81 27 27 27 27 27 27 27 26 26 26 26 .26
80 _3a 34 34 34 3a 3a 33 33 32 32 3= 3=
) a1 a1 a3 =Te) a0 .ao0 .ao .39 .39 .39 .39 .39
z8 .as .as .as a7z a7z a7z a7z .ae a6 a6 a6 .ae
Z7 5a 54 54 54 5a 53 53 53 53 53 53 53
Ze 61 61 =x1 .60 .60 .60 .60 .59 .59 .59 .59 .59
75 .68 .68 .68 67 67 &7 67 .66 =Y .66 .66 =T
Za 75 75 75 -7Aa -7a 73 73 73 73 72 7= 7=
Z3 = .81 .81 .81 .81 .80 .80 .80 .80 .79 .79 .79
Z= 88 88 88 87 87 87 86 86 86 -85 -85 -85
Za .95 o5 .o5 .oa .oa .oa o3 o3 o3 = =) =
Zo 2.02| =z.02] =2.02| =201 =z.0a| =01 =z.0co| =.00| =.0o| o.99| o.o9| o.o9o
[=x=) eY=) er=) 1) o8 _os _os o7 o7 07 eY=) Y= o6
8 16 .15 .15 -1a -1a -1a -1a -1a 13 12> 1z 1z
&7 23 22 22 21 21 21 .20 .20 .20 19 19 19
[=X=) 30 29 29 =28 28 28 =27 =27 =7 26 26 26
65 37 .36 .36 .35 .35 .35 .34 .34 .33 .32 .32 .32
sa a3 a3 a3 Az .az _az a1 a1 .40 .39 .39 .39
&3 50 50 50 -as -as _as _as _as a7z a6 a6 a6
== 57 .57 .57 .56 .56 .56 .55 .5a .5a .53 .53 .53
&1 _6a = _6a 63 63 63 6= 61 60 K=Ys) 59 59
[=Xs) 71 .7Oo .Zo .Zo .7o .7o .69 .68 .67 67 .66 .66
59 .78 77 77 77 77 77 .76 .75 7a .7a 73 73
58 -85 -84 -84 83 83 83 8= 82 81 81 80 80
57 = o1 .91 .90 R=Ys) =Y .89 .88 .87 87 .86 .86
56 =Y o8 o8 o7 o7 o7 =Y o5 .oa _oa o3 o3
55 3.06| 3.05| 3.05| 3.04a| 3.04| 3.04a| 3.03| 3.02| 3.01| 3.01| 3.00| 3.0O0
s5a 13 1z 12 S -1 -1 .10 .09 .os .os .07 .07
53 20 1o 19 as -is -is a7 16 15 15 —1a 14
52 27 Y= 26 25 25 25 2a 23 22> 22 21 21
51 .3a .33 .33 .32 .32 .32 .31 .30 .29 .28 27 27
50 a1 -ao ~ao -39 -39 -39 38 37 36 35 3a 34
as -as a7z a7 -ae a6 a6 -as -aa a3 -az= a1 a1
as .56 .5a .5a .53 .53 53 52 51 .50 .ao .as .as
a7 63 61 61 60 K=Ys) =Ys) 59 58 57 56 55 55
as .7o .68 .68 .67 67 67 .66 .65 .6a .63 =3 =3
as 77 .76 .75 7a 7a 7a 73 72 ) .69 == .68
aa 84 83 82 81 81 81 79 78 77 76 75 75
a3 o1 =Ys) .89 .88 .88 .88 .86 .85 .8a .83 .82 .82
a= =) o7 o6 o5 S5 S5 o3 o= o1 R=Ys) 89 -89
a3 a4.06| a.oal aos| a.oz| aoz| a.oz| a.oco 99 K=Y o7 =Y o6
a0 13 Y .10 .10 Y=Y Y= 07| a.oe| a.os| a.ocal aozs| a.oz
39 20 as 17 17 16 16 1a a3 12 1 10 10
38 28 26 .25 25 =a =23 =1 20 T as 17 17
37 .35 .33 .32 .32 .31 .30 28 27 26 25 .2a .2a
36 az= -ao -39 -39 38 37 36 35 33 32 31 -30
35 .50 .as a7z .ae .as .aa a3 .az .40 -39 .38 .37
34 57 .55 .5a .53 52 51 .50 .ao a7z a6 .as .aa
33 _ea = 61 =Ys) 59 58 57 56 5a 53 52 51
32 71 .69 .68 .67 .66 .65 .6a .63 .61 .60 .59 .58
31 79 77 76 75 —7a| o.z7=3 7= 70O 68 67 66 65
30 a.ss| asa|l ass| asz2| asi| aso| aro| arz| ars| azal ar3| a.z=
29 o3 o1 .20 .89 .88 .87 .86 .8a .82 .81 .80 .79
=8 5.0 o8 o7 K=Y S5 oa o3 o1 -89 88 87 86
=27 o8| 5.06| 5.04| s5.03] 5.02| 5.01| 5.00 .o8 =Y .95 .oa o3
26 16 13 12 13 .10 oY= 07| 5.06| 6.05| s5.02] 5.01] 5.00
25 23 =21 19 as 17 16 1a 12 10 eY=) Y=} o7
24 .31 28 .26 25 .2a 23 = .20 a8 16 .15 .1a
23 .39 .36 .34 .33 .32 31 .29 27 25 23 22 21
== a6 a3 a1 J=Ts) -39 38 36 34 32 30 29 =28
=21 .5a 51 T .as a7z .ae .aa .a= .40 .38 .37 .36
20 61 58 56 55 5a 53 51 -as a7z a6 —aa a3
1o .69 .66 =) == 61 .60 .59 .56 .5a .52 51 .50
1is 77 .73 .71 ) .69 .68 .66 =) = .59 .58 .57
17 _8a 81 79 77 76 75 73 71 69 66 65 =
16 = .89 .86 .85 .8a .83 .80 .78 76 -Za 73 7=
15 =Y == .oa = o1 =Y 87 .85 .83 81 .80 .79
1a 6.07| 6.03| 6.01| &.00 R=Y=) o8 -5 o2 91 88 87 86
13 13 -1 .09 07| e.06| 6.05| s.0z2| &.c00 .o8 .95 .oa o3
12 23 as 16 15 _1a 13 .10 o8| s5.05| 5.02| 5.01] 5.00
13 _30| o.=2e6 2a 22> 21 20 A7 15 12> 10 sY=) o8
10 .38 .3a .32 .30 29 28 25 23 .20 17 16 .15
S a6 a1 -39 37 36 35 3= -30 =28 25 2a 23
=) 5a -as a7z -as .aa a3 .ao .38 .35 .32 .31 .30
z 62 .57 .55 .53 52 51 .as .as Az .39 .38 37
S i) 65 63 60 59 58 55 53 50 a7z a6 -as
5 e .73 .71 .68 67 .66 .63 .60 .57 .5a 53 .52
a .85 .80 .78 .75 7a 73 .70 .68 .65 = .60 .59
3 o3 88 86 83 82 81 78 75 72 69 == 67
2> Z.01 .96 o3 .20 -89 .88 .85 .83 .80 il .75 .7a
EX 09| 7.0a| Z.o01 o8 o7 o5 o= .20 87 .8a 82 .81
[s) 17 ) 09| 7.06| 7.05| Z7.03| 7.00 o8 oa 91 R=Ys) 88

Tomado del AOAC Official Methods of Analysis (2005) Apéndice C p.16

120



Laboratorio de Métodos Instrumentales de Andlisis

Escuela de Quimica, Universidad Nacional

Cuadro para calcular porcentaje de alcohol por volumen a 15,56°C (60°F) en
mezclas de alcohol etilico y agua desde la inmersion Zeiss por lectura de

refractoemtria e indices refractivos a 17.7-25°C

Scale Refractiv
reading e Index 17.5 18 19 20 21 22 23 249 25
13.2 1.33250 .00
.4 3257 .18
.5 3265 0.14 |0.35
.6 3273 0.10 |0.31 [0.53
14.0 3281 0.04 |[.28 .49 .70
2 3288 .04 .24 .45 .67 .88
.4 3296 .23 .41 .63 .84 1.06
.6 3304 0.15 0.38 |.59 .80 1.02 [([1.24
.8 3312 0.14 [([0.34 0.55 |0.77 |0.98 |1.19 |1.40
15.00 3319|0.00 |0.10 |0.31 [0.52 0.73 |0.94 |1.16 |1.36 |1.55
2 3327]|0.17 |0.27 |10.48 |[0.69 0.91 |[1.12 [1.32 |1.51 |1.71
.4 3335|0.34 |0.44 |0.65 |[0.85 1.03 [([1.29 |1.47 |1.66 |(1.86
.6 3343|0.51 |0.60 |0.82 [1.03 1.24 ([1.44 |1.62 |1.82 |2.01
.8 3350|0.68 |0.78 |0.99 [1.23 1.40 [(1.60 77 |1.97 |[2.17
16.00 3358|0.84 |0.94 |1.17 |[1.36 55 [1.75 |1.92 |2.12 |2.33
2 3366[|1.02 |1.12 |1.32 |(1.51 1.70 [1.90 |2.08 |2.27 [(2.48
.4 3374(|1.18 |1.29 |1.47 |1.66 1.85 [2.05 |2.24 |2.43 [2.62
.6 3381 [|1.34 |1.43 |1.62 [(1.83 2.00 [2.20 |2.39 |2.57 [(2.77
.8 3389[|1.49 |1.57 .77 |1.95 2.15 [2.35 |2.53 |2.72 [2.92
17.00 3397(|1.63 |1.72 |1.92 |[2.11 2.30 [2.50 |2.69 |2.87 [3.06
2 3405|1.77 |1.87 |2.05 [2.25 2.45 [2.65 |2.82 |3.02 (3.21
= 3412|1.92 |2.01 |2.21 (2.4 2.59 [2.79 |2.97 |3.17 [3.36
.6 3420|2.07 |2.16 |2.36 [2.56 2.74 |[2.94 |3.12 |3.32 (3.51
.8 3428 |2.21 |2.31 |2.51 .70 2.89 [3.09 |3.27 |3.46 [3.66
18.00 3435 |2.35 |2.45 |2.66 |[2.85 3.04 [3.23 [B.42 |3.61 |3.81
.2 3443 |2.50 |2.60 |2.81 [23.00 |3.19 .37 [3.57 [B3.76 |3.96
-4 3451 |2.65 |2.75 [2.96 [3.15 3.34 .52 .71 |[3.91 |4.11
.6 3459|2.80 |2.90 |3.10 [3.30 3.48 .66 [3.86 [4.06 |4.26
.8 3466 |2.95 |3.05 |3.25 |[3.45 3.63 .81 .01 [4.21 |4.41
19-00 3474|3.10 .19 [3.40 .59 3.77 |3.96 |4.16 |4.36 |4.56
2 3482|3.25 |3.34 |3.55 [3.73 3.92 |4.11 ([4.31 |4.51 |4.70
.4 3489 |3.39 .48 |3.70 |3.88 4.07 |4.26 |4.46 [4.65 |4.85
.6 3497|3.53 |3.63 |3.84 [4.03 4.22 |14.41 |4.61 [4.80 |5.00
.8 3505|3.68 .78 |[3.98 .17 a4.37 |4.56 |4.75 [4.95 |5.15
20.00 3513[|3.83 |3.93 |4.13 [(4.32 a4.52 |4.72 |4.90 [5.10 |5.29
2 3520|3.97 |4.07 |4.27 |4.47 4.66 |4.87 |5.05 [5.24 |5.44
.4 3528|4.12 |4.22 |4.42 |4.61 4.82 |5.01 |5.20 [5.38 |5.58
.6 3536|4.26 |4.36 |.A456 |4.75 4.96 |5.15 |5.34 [5.52 |5.72
.8 3543|4.41 |4.51 |4.70 |[4.90 5.10 |5.29 |5.48 |5.67 |5.87
21.00 3551|4.56 |4.65 |4.85 |5.04 5.24 |5.44 |5.62 |5.82 |6.02
2 3559|4.70 |4.80 |4.99 |[5.19 5.39 |5.58 |5.77 |5.96 |6.16
.4 3566 |4.84 |4.94 |5.14 .33 5.53 |5.72 |5.91 |6.11 |6.30
.6 3574|4.99 |5.09 |5.28 |5.47 5.67 |5.87 |6.06 |6.25 |6.44
.8 3582|5.13 |5.23 |5.43 |5.61 5.82 |6.01 |6.20 |6.39 |6.59
22.00 1.33590|5.27 |5.37 .57 |5.76 5.96 |6.15 |6.34 |6.54 |6.73
2 3597|5.41 |5.51 .71 |5.90 6.11 [6.29 |6.49 |6.68 (6.87
.4 3605|5.56 |5.65 .85 |6.05 6.25 [6.43 |6.63 |6.82 (7.01
.6 3613|5.70 |5.80 |6.00 [6.19 6.39 [6.57 |6.77 |6.96 |[7.16
.8 3620|5.85 |5.94 |6.14 |6.33 6.53 |[6.71 |6.91 |7.10 [7.31

Tomado del AOAC Official Methods of Analysis (2005) Apendice C p.17
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