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1. I ntroduccion:

Por més de cuarenta afios los métodos Opticos de andliss han desarrollado un gran auge
en la distplina de la Quimica Anditica Actudmente las normas ecoldgicas y los
edudios de impacto ambientd estan fuetemente orientados a la disminucion de
resducs, y la Quimica Anditica se presenta ante € reto de redizar sus actividades a
nivel microescda. Por otra parte, € &ea de ensefianza experimentad es un buen gemplo
para inducir d educando y crear conciencia del asunto. Cabe mencionar que ademés ded
beneficio ecol6gico obtenido con la microescda, adiciondmente se obtiene un beneficio
econdmico, por la reduccion de costos que implica € uso de cantidades pequefias de
reactivo, y lafabricacion de losingtrumentos en € propio laboratorio.

En Quimica Gengd y Quimica Sintética orgénica e inorganica s han desarollado
numerosas técnicas y metodologias a microescada totd pero no asl en Quimica
Anditica El incipiente desarollo en égte ambito en Quimica anditica es la fdta de
equipo de medicidn amicroescaa de aceptable precison y sobre todo de bgo costo.

En ese trabgo se proponen tres prototipos de Microfotocolorimetros de Minima
Insrumentacion congruidos con maerides de bgo codo y de dta precison para la
cuantificacion de Acido Acetilsdicilico en tebletas de Aspirind®; ademés se presentan
las gréfices de Ringbom para la determinacion del intervdo de concentreciones de
trabgo, las curvas ponderadas para demostrar la precison y reproducibilidad de los
datos obtenidos y los datos estadisticos para la comparacion de los resultados obtenidos
entre los tres prototipos de MIMC's y los obtenidos con un espectrofotdmetro
convenciond.

2. Objetivos

Dissfiar, condruir y caacterizar tres prototipos de microfotocolorimetros de minima
ingrumentacion  (MIMC) para la cuattificacion de anditos (AAS en tabletas de
agpirind por medio de curvaes de cdibracion con soluciones estandar. Ademés redizar
las pruebas edadidticas para demostrar que no hay diferencias dgnificativas entre los
resultados obtenidos con los MIMC' sy un espectrofotdmetro comercid.
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3. Materiales, Reactivos, Equipos y Métodos

3.1 Materialesy equipos.

Acrilico comercid, microcddas fotorresistivas, focos de gota de 6 V, cable de bgo
cdibre, campanas de Durham, tubos capilares de vidrio, microcddas de ensayos
enzimdticos, llaves de tres vias, diminador de voltge (15 V — 12 V), multimetro de
bgo codo, &ido icilico etdndar (AS), Cloruro de Hiero 11l hexahidratado (FeCls-
HXO), &ido dorhidico 05 M, hidroxido de sodio 05 M, tabletlas de &cido
acdilsdicilico 500 mg (Aspiring), solucion de yodo-yodurado (I-1) 0045 M,
Espectrofotometro (Espectronic 20).

3.2 Disefio y Construccion de los tres prototipos de MIMC.

En los tres moddos las cgas se condruyen con acrilico pintado de negro unido con
pegamento liquido. Pogteriormente se ensambla d foco y la fotorresstencia En €
primer moddo tanto para la microcelda del monocromador como para la de la muedtra
% usan campanas de Durham; en d segundo modeo la campana de Durham para la
muestra se sudtituye por un tubo capilar de vidrio en cuya sdida s encuentra una llave
de tres vias (utilizada en las précticas médicas de venodliss) que facilita € desaglie de
las muedtras y la inyecdion de la sguiente solucion; y en € tercer modelo esta se cambia
por una microcdda para ensayos enzimdticos. El foco se conecta a la fuente de luz y la
fotorresstencia se conecta d multimetro.

A continuacion se muestran 1os esquemas de los tres prototipos de MIMC:
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3.3 Determinacion del intervalo de concentraciones de trabajo (Linearidad) por medio
de las gréficas de Ringbom.

En un vaso de precipitados de 50 mL pesar goroximadamente con exactitud  44.0 mg de
AS, adicionar 10 mL de NaOH 05 M vy disolver completamente con cdentamiento.
Dgar enfriar, adicionar 10 mL de HCl 05 M, trasvesar cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 50 mL y llevar d aoro con agua dedtilada Tomar dicuctas de 0.07,
014, 028, 058, 0.88, 1.2, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 mL y trandeir cada
una a un matraz volumérico de 10 mL, adicionar 1 mL de solucion de FeClyz6H,0 0.15
M y llevar al aforo con agua destilada

Por otro lado en vasos de precipitados de 10 mL pesar por separado gproximadamente
con exactitud 8.8, 124, 16.6, 198, y 239 mg de AS, adicionar 4 mL de NaOH 05 M y
disolver completamente con cdentamiento. Dgar enfriar, adicionar 4 mL de HCl 05 M,
trasvasr cuantitativamente a un matraz volumérico de 10 mL, adidonar 1 mL de
solucion de FeCl3-6H0 0.15M y llevar d aforo con agua destilada

Medir la resgencia resdud (respuesta a la poca luz que e filtra es decir; con la luz
apagada). Conectar a la fuente de energia y dgar d foco prendido durante 15 minutos,
poderiormente  medir la resdencia de las soluciones estdndar incluyendo un blanco
(disolucion de FeClz-6H;0 0.015 M) en d MIMC utilizado.

3.4 Preparacion de las soluciones estandar de AS
a) Paracurvade cdlibracion del espectrofotd metro.

En un vao de precipitados de 25 mL pesar gproximadamente con exectitud  21.3 mg de
AS, adicionar 5 mL de NaOH 05 M y disolver completamente con caentamiento.
Ddar enfriar, adicionar 5 mL de HCI 05 M, trasvasr cuantitativamente a un matraz
vaumétrico de 25 mL y llevar d aoro con agua destilada. Tomar dicuotas de 142, 284,
587,880y 1174 nh y trandferir cada una a un matraz volumétrico de 10 mL, adicionar 1
mL de soludon de FeCls-6HO 015 M y llevar d aforo con agua dedtilada Medir la
Absorbancia de las soludones en d espectrofotdmetro  utilizando como blanco una
disolucion de FeCl3-6H,0 0.015 M 'y unalongitud de onda de 520 nm.
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b) Paracurva de cdibracion delosMIMC's

En un vaso de precipitados de 25 mL pesar goroximadamente con exactitud 42.6 mg de
AS, adicionar 10 mL de NaOH 05 M vy disolver completamente con cdentamiento.
Dga enfriar, agregar 10 mL de HCl 05 M, trasvasxr cuattitativamente a un metraz
volumétrico de 25 mL y llevar d aoro con agua detilada. Tomar dicuctas de 4, 5, 6, 7
y 8 mL y tranderir cada una a un matraz volumérico de 10 mL, adiconar 1 mL de
0lucion de FeCl3-6H0 0.15M y llevar al aforo con agua destilada

Medir la resgencia resdud (respuesta a la poca luz que e filtra, es decir; con la luz
gpagadad). Conectar a la fuente de energia y dga d foco prendido durante 15 minutos,
poderiormente  medir la resgencia de las soluciones etdndar incluyendo un blanco
(disolucion de FeClz-6H20 0.015 M) en d MIMC utilizado.

3.5 Preparacion de la muestra

Determinar d peso promedio de no menos de 10 tabletas. Triturar y micronizar las
tabletas en un mortero (mezcla compuesta).

8 Muedtra para determinar contenido de AAS utilizando € espectrofotometro.

En un vaso de precipitados de 25 mL pesar d equivdente a 27.8 mg de AAS de la
mezda compuesta, adicdonar 5 mL de NaOH 05 M y disolver con cdentamiento
durante 10 minutos teniendo cuidado de que no s pierda mucho volumen de disolvente
durante la evgporacion. Dega enfriar, agregar 5 mL de HCl 05 M, trasvasar
cuantitativamente a un matraz volumérico de 25 mL y llevar d &oro con agua
dedilada Filtrar la disolucion anterior por una torunda de dgodon. De la solucion
filtrada tomar una dicuota de 587 ni y tranderirla a un matraz volumétrico de 10 mL,
adicionar 1 mL de solucidon de FeClz-6H,0 0.15 M y llevar d aforo con agua dedtilada
Medir la Absorbancia de la solucion en @ espectrofotometro utilizando como blanco
unadisolucion de FeCls-6H,0 0.015 M y unalongitud de onda de 520 nm.

b) Muedtra para determinar contenido de AAS utilizando losMIMC's

En un vaso de precipitados de 25 mL pesar d equivdente a 27.8 mg de AAS de la
mezda compuedta, adiconar 5 mL de NaOH 05 M vy disolver con cdentamiento
durante 10 minutos teniendo cuidado de que no s pierda mucho volumen de disolvente
durante la eveporacion. Dea enfriar, agregar 5 mL de HCl 05 M, trasvasar
cuantitativamente a un maraz volumérico de 25 mL y lleva d &oro con agua
dedilada. Filtrar la disolucion anterior por una torunda de agodon. De la solucidn
filtrada tomar una dicuota de 6 mL y tranderirla a un matraz volumétrico de 10 mL,
adicionar 1 mL de solucidon de FeClz-6H,0 0.15 M y llevar d aforo con agua dedtilada
Medir la ressencia resdud (respuesta a la poca luz que e filtra, es decir; con la luz
apagada). Conectar a la fuente de energia y dgar € foco prendido durante 15 minutos,
poderiormente  medir la resgencia de las muedras incdluyendo un blanco (disolucion
de FeCl3-6H20 0.015 M) end MIMC utilizado.
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4. Resultados
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Paa la deccion de la solucidon monocromadora se trazd primero € espectro de
absorcion dd complgo AASFe En bae a ete y d color dd complgo (violeta) se
€igid una solucion de yodo-yodurado 0.045 M como monocromeador. Los espectros de
absorcion muestran que la solucidén de yodo yodurado aida la longitud de onda a la cud
d complgo AAS Fe tiene su maximo de absorcion (520 nm) (Fg. 4).
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Fig. 4. Espectro deabsorcion de complgo AAS Fe

Utilizando las gréfices de Ringbom se determind que d intervalo de concentraciones de
trabgo en @ cud la respuesta dd detector se comporta linedmente va de 2 mM a 6 mM
(Fig. 5). Es bgo ede intervdo de trabgo que se trazaran las curvas de cdibracion y se
determinard € contenido de AAS en las tebletas de aspirina®. Estas condiciones son
vdidas paralos tres microfotocol orimetros.
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Fig. 5. Gréficos de Ringbom parala determinacion de intervalo de concentraciones de trabajo.
L ospuntosmar cados con @ corresponden a los puntos elegidos como intervalo detrabajo.
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Una vez determinadas las concentraciones de AS de trabgo se procedid a redizar las
curvas de cdibracion ponderadas para demodtrar la precison de la respuesta de

Curva de claibracion de AS utilizando el ler Curva de calibracién ponderada de AS
prototipo de MIMC utilizando el 2do prototipo de MiMC
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Fig. 6. Curvasdecalibracion ponder adas con disolucionesde AS estandar en concentracionesde 2
a5mM. Semuestran lasbarrasdeerror delas5 disoluciones estandar queindican la dispersion de
la absorbancia obtenida en cada réplica.

Para demostrar que con los MIMC's se obtienen curvas de cdibracion comparables con
las obtenidas con un espectrofotdmetro comercid, se trazd en este Ultimo una curva de
cdibracion con disoluciones etandar de AS de concentraciones entre 0.1 mM y 0.9
mM. El codficiente de corrdacion linedl obtenido (* = 0.9996) es comparable con los
obtenidos con losMIMC's (Fig. 7).
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Fig. 7. Curva de calibracion con soluciones de AS (0.1 mM - 09 mM) en un Espectrofotdmetro

(Espectronic 20).

Por (ltimo se redizé la cuantificacion de AAS en tebletas de Aspirina® utilizando d
espectrofotdmetro y los tres prototipos de MIMC's. Para dlo se trazé la curva de
cdibracion correspondiente y se midio la respuesta de las muedtras de AAS, haciendo 5

réplicas por cada método.

Se muedtran las curvas de cdibracion tipicas obtenidas en cada uno de los méodos
(con coeficientes de corrdacion lined aceptables) que sSrvieron para la determinacion
de la concentracion de AAS en la muestra y en consecuencia dd % con respecto d
marbete de farmaco recuperado (Fig. 8).
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Fig. 8 Curvas de calibracion obtenidas por cada méodo utilizado para auxiliar en la
determinacion dela cantidad de AASen lastabletas de Aspirina®.

Reaultados de las Muestras

Se determind @ peso promedio de las tabletas utilizades para prepaar la mezda
compuesta

Peso promedio de |as tabletas utilizadas en los microfotocol orimetros:
0597739 (n=10)

Peso promedio de las tabletas utilizadas en € espectrofotdmetro:

0596299 (n=10)
L osresultados de la cuantificacion de AAS en | as tebletas de Apirina por é méodo
espectrofotométrico y € método microfotocol orimétrico se resumen en las siguientes
tablas:

Tabla 1. Respuestasdelasmuestras (kU) obtenidasen cada uno delosprototiposde MIMC.

No. de muestra Peso d((eg) muestra ler ?\;Iolt(lz;i ;c):o de 2do R;?t&tigo de 3er ?mt:\)/:i go de
Rr 99.6 98.2 309
Ro 6.5 41 43
1 0.0342 18.6 48.2 10.6
2 0.0336 185 47.7 104
3 0.0331 18.3 47.8 10.1
4 0.0328 18.3 479 10.9
5 0.0321 18.1 482 11

Las respuestas de las muestras (kU) fueron transformadas a absorbancia (pT) con la
ecuacion

_ . (R-R)
PT = Log(Ro- Rr)

donde:

pT: Absorbancia

R: Respuesta de la iésma especie, en edte ca0 las respuestas de las muestras y €
blanco.

Rr: Respuedta resdud, es decir, la respuesta a la poca luz que e filtra la cud se mide

con laluz gpagada
Ro: Larespuestadd blanco.

Pogteriormente, utilizando la ecuacion de regreson lined obtenida en la curva de
cdibracién en cada uno de los MIMC's, se determind la concentracidén de cada una de
las muestras con la cud se determinG  porcentge de AAS con respecto d marbete
presente en las tabletas de Aspirina. La ecuacion utilizada es lasiguiente:
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b AAS = Cc 13815 10, 25 *180.16*E*100
1000 1000 6 138.125 pm  pe

Donde:

C: es la concentracion de AAS de la muestra determinada con la curva de cdibracion
correspondiente.

pm: Ese peso delamuestra

pp: es & peso promedio de las tabletas.

pe esd contenido de AAS especificado en € marbete (0.5 g de AAS por tableta)

A continuacion se muestra la tabla con |os resultados obtenidos.

Tabla 2. Porcentaje de AAS cuantificado en las tabletas de aspirina. Estos resultados estén
referidosala cantidad especificada en e mar bete.

ler prototipo de 2do prototipo de 3er prototipo de

No. demuesira MIMC MIMC MIMC
1 11465 11511 10306

2 11564 10807 10374

3 11526 11154 10021

Z 11632 11442 10024

5 11667 12264 101.00
Media 11571 11436 10165
S 0.8091 5.4027 1.6444
V% 06992 47245 16177
S 06516 201892 27040

De igud manera, se midio la absorbancia (pT) de cada una de las muedras  utilizando €
espectrofotdmetro y posteriormente se caculé € porcentge de AAS con respecto d
marbete presente en las tabletas de Aspirina. La ecuacion utilizada eslasiguiente:

*

1000 1000 0587 138.125 pm pe

oaago C #138125, 10 25 18016, pp,.

L os resultados obtenidos se resumen en la Siguiente tabla:

Tabla 3. Absorbancia y % de AAS determinado en cada una de las muestras por € méodo
Eespectrofotométrico.

% de AAS
No. de muestra Peso de T (%) pT cuantificado
muestra (g) respecto d
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marbete
1 0.0371 18 0.7447 97.82
2 0.0326 22 0.6576 9303
3 0.0329 22 0.6576 97.13
4 0.0327 22 0.6576 97.73
5 0.0305 25 0.6021 9B.72
Media 97.29

53 0.9360

CV % 0.9621

S 0.8761

Para comparar los resultados obtenidos con € espectrofotometro y los obtenidos con los
microfotocolorimetros se recurrid a una prueba de F, en la sSguiente tabla se muestran
los resultados obtenidos

. . cDiferencia
Método Vaianza(9) Fee Foos Sanifice?
MIMC 1 065457382 0.7471772 6.39 NO
MIMC 2 29.1891998 333186325 6.39 S
MIMC 3 270404138 3.0865355 6.39 NO
Espectrofotometro 0.87606236

5. Discusion

En d presente trabgo se demostré que con materides de bgo cogto y de féacil acceso e
pueden condruir ingrumentos para andiss dptico en d propio laboratorio con los que
% obtienen curvas de cdibracion tipicas con excdentes coeficientes de corrdacion
linedl.

En las curvas de cdibracion ponderadas s puede observar que se obtiene una
buenisma precison y reproducibilidad de la respuesta obtenida en cada una de las
concentraciones de las disoluciones ensayadas, 10 que asegura una adecuada respuesta
de la muestra y en consecuencia la cuantificacion del contenido de famaco en las
tabletas.

Por otro lado, @ porciento de AAS recuperado en cada uno de los méodos, segin los
resultados obtenidos por la prueba de hipdtess nula o de F, d ler y 3e prototipo de
MIMC no muedra una diferencia dgnificstiva d comparalo con los resultados
obtenidos con @ espectrofotometro, pero d 2do prototipo de MIMC difiere mucho en
resultados con € nétodo convenciond.

De los tres prototipos de MIMC € Unico que presenta problemas en cuato a la
precison es d 2do moddo, d problema radica en d diametro dd capilar utilizado como
microcelda para la muedra, la solucién entonces es aumentar € dianetro dd capilar.
Sn embargo este modelo presenta dgunas ventgas técnicas sobre los demés ya que
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posee una llave de desaglie que fadilita la diminacion de la muestra, la inyeccion de la
muestra Sguiente'y € lavado de la microcelda entre cada solucion inyectada

El MIMGIII presenta la ventga de que € deector (foto-resstencia) no se satura en
presencia de disoluciones de e evada concentracion.

L os tres microfotocolorimetros utilizan vol menes muy pequerios, de goenas 200 ni.

6. Conclusones

Se condruyeron equipos para d andiss Optico con maerides de fadl acceso y
bgo preco con los que se obtwieron resultados con lineridad, preciSon,
exactitud y reproducibilidad aceptables y comparables con los obtenidos con un
epectrofotometro comercid.

El % de recupgracion de AAS ocon respecto d mabete obtenido
espectrofotométricamente  y - microfotocolorimétricamente no  muestra  diferencia
Sgnificativa

La aplicacion de los microfotocolorimetros es muiltiple, especidmente dentro de
las précticas de campo, ya que debido a su tamafio pueden llevarse a cudquier
parte en donde s requiera hacer un andiss, ademas ofrecen una gran ventga
cuando las muedras son susceptibles a cambios y  degradacion  durante €
tradado de la misma desde d Stio de recoleccion hegta d |aboratorio, porque €
andigs se puede hacer en d mismo stio.

El volumen utilizado de disolucion eséndar 0 muestra (gpenas de 200 nb) es
muy pequeiio comparado con los 3 0 5 mL utilizados en los espectrofotémetros.
Eso implica entonces una disminucion dgnificativa de los reactivos Uutilizados,
una reduccion de los costos en cada andiss y una reduccion de residuos y
contaminantes.

Es ademéds, desde € punto de vista docente, una dterndiva para las practicas de
laboratorio de andids porque permite conocer d educando € fundamento de los
métodos Opticos de andiss, ya que d dumno puede condruir U propio equipo.
Por otro lado se crea una conciencia ecoldgicay de ahorro en los dumnos.
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