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= Laboratorio Quimica Analitica ll

Material laboratorio

- Bata

- Gafas protectoras

- Guantes

- Mascarilla

- Libreta

- Guion practicas individual
- Movil, tablet u ordenador
- Calculadora

- Boligrafo

* Resto de material preferentemente en la taquilla de la Facultad (Si se deja en
la taquilla del laboratorio, desinfectar antes y después).

* Desinfectar banco de trabajo y limpiar todo el material que tendran en la
bandeja antes y después de la practica.

* No hacer cola para pesar, solo una balanza.



Laboratorio Quimica Analitica ll

Estructura libreta laboratorio:

MATERIAL, REACTIVOS, INSTRUMENTACION
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL (Esquema de trabajo)
CALCULOS PREVIOS

Preparacion patrones

Curva calibrado

Preparacion muestras
Cantidades iniciales a pesar ...

DATOS EXPERIMENTALES EN EL LABORATORIO
CALCULOS POSTERIORES

Recalcular concentraciones

Obtencidn curva calibrado

Calculo concentraciones analito en la muestra
Aplicacion de diluciones

RESULTADOS Y CONCLUSIONES



= Laboratorio Quimica Analitica ll

Evaluacion

Trabajo experimental y resultados: 70%

* Preparacion de la practica en la libreta:
- Materiales, reactivos e instrumentacion
- Esquema experimental
- Calculos previos (preparacion curva calibrado y muestras)
- Calculos posteriores y resultados

» Cuestiones previas y posteriores
« Trabajo en el laboratorio

« Entrega de informes (modelo de informes)

Examen: 30%
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INFORME ANALITICO

1.- Informacién de la muestra

Fecha de recepcion:

Fecha de andlisis:
Referencia de la muestra:
Aspecto de la muestra:
Referencia del laboratorio:
Toma de muestra:

2.- Objetivo del analisis

3.- Metodologia

Técnica analitica:
Instrumentacion utilizada:
Método:

4.- Resultados

Desviacion estandar

Muestra Réplicas Media
1*
Referencia de la 2
muestra 3

5.- Resultado final

* (indicad si se ha rechazado algun valor y el criterio estadistico utilizado)

Media + S/J;

6.- Firma

7.- Anexos

- En su caso, incluir datos experimentales y tablas o figuras relativas al estudio de la influencia de variables. Discutir

resultados.

- Incluir datos experimentales para la obtencion de la curva de respuesta asi como la ecuacién de la recta (formato

tabla)

- Indicar los datos relativos al tratamiento y medida de la muestra (masa de la muestra, diluciones efectuadas,
sefiales medidas, concentracion de las disoluciones de medida y contenidos en la muestra) en formato tabla.

- En su caso, justificar el rechazo de datos experimentales.
-Si se aplican dos procedimientos diferentes, seleccionar el mas adecuado y justificar la eleccion mediante la

aplicacion de algun test estadistico.



Laboratorio Quimica Analitica Il

ANALISIS
INSTRUMENTAL

Estudio de variables experimentales (variables instrumentales)

l Mejora de procedimientos existentes

METODO DE ANALISIS

Miniaturizacion de técnicas
Empleo de nuevos (nano)materiales
Desarrollo de sistemas de medida in-situ



« RECORDATORIO CALIBRACION
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MODELO DE CALIBRACION, ¢ES ADECUADO PARA NUESTRA MUESTRAS?
Calibracion externa

Método de adicion estandar

Calibracién con patrén interno



RECORDATORIO CALIBRACION

CALIBRACION EXTERNA

Preparacion de patrones

Medida de la sefial analitica para patrones

4

Parametros de la recta de calibrado

y=b,+bix

Medida de la sefial analitica para muestras
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« RECORDATORIO CALIBRACION

ERRORES SISTEMATICOS PROPORCIONALES: SI

Cambio relativo significativo de la respuesta de analito por unidad de concentracidn
(pendiente). Este cambio puede ser positivo o negativo

Es atribuible a pardmetros del sistema de medida, procedimiento o métodos.

Deteccion: se conoce como efecto matriz y se caracteriza por el cambio estadisticamente
significativo del valor de la pendiente obtenido al hacer una calibrado con patrones puros y
otro calibrado en presencia de muestra.

CORRECCION

Error sistematico proporcional por exceso

Error sistematico proporcional por defecto




« RECORDATORIO CALIBRACION

METODO DE ADICION ESTANDAR

Objetivo: Diagnosticar efecto matriz, calibrado en presencia de error sistemdtico proporcional.
Calibrado en presencia de muestra.

Requisitos: Las sefiales han de estar en la regidn lineal; se asume que la disolucién sin el analito no
presenta sefial.

DISENO EXPERIMENTAL

«Anadir un volumen o cantidad constante de muestra
«Anadir las diferentes adiciones de patron

sLlevar a un volumen final constante

disolvente
- patron
muestra
Solution no. 2 3 4 Std Conc=10 ppm
Sample vol. 5 5 5 5
Std vol. 0 1 3 4
Total vol. 10 10 10 10

10



e RECORDATORIO CALIBRACION

ERRORES SISTEMATICOS Y ALGUNOS ALEATORIOS: SsI
CALIBRACION CON PATRON INTERNO

Un patrén interno es una sustancia con unas caracteristicas fisico-quimicas parecidas a las del analito que se
afiade a las muestras y patrones en cantidad fija. El calibrado se hace comparando para cada disolucién las
respuestas de patrén y analito, es decir, utilizando como variable independiente el cociente.

Objetivo: Corregir errores multiplicativos no aditivos, en técnicas instrumentales en los que el sistema de
introduccién de muestra o partes del disefio instrumental no permite una buena repetibilidad de la sefial analitica.

Metodologia: Afiadir una cantidad constante de patron interno a patrones de calibracién y muestras.
Curva de calibrado

unknown

IS signal
L 4

Analye signal

« Los patrones internos son especialmente Utiles: conc.

- La respuesta instrumental puede variar ligeramente a lo largo del andlisis por causas dificiles de controlar, por
ejemplo, cambio de caudal en cromatografia
- Se utilizan tratamientos que producen perdidas significativas de analito

- En ciertos sistemas cromatogrdficos, ya que la cantidad de muestra que se inyecta es irreproducible
11
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ANALISIS
INSTRUMENTAL

METODOS
ELECTRICOS

METODOS
OPTICO

Estudio de variables experimentales (variables instrumentales)

' Mejora de procedimientos existentes

METODO DE ANALISIS

Miniaturizacion de técnicas
Empleo de nuevos (nano)materiales
Desarrollo de sistemas de medida in-situ



SEMINARIO
TECNICAS CROMATOGRAFICAS

» Practica 6: Determinacién de cafeina mediante HPLC

» Practica 7 : Determinacion de fenoles en orina mediante GC




TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Son técnicas que permiten la separacic’m continua de los componentes de una mezcla compleja

en el tiempo, debido ala interaccion con dos fases: una permanece estatica o fija (fase
estacionaria) mientras que la otra fluye a su través (fase mavil)

A

Variable
cuantitativa‘

Senal

* SEPARAR
 |IDENTIFICAR
* CUANTIFICAR

— > Variable
Tiempo cualitativa

Fase movil
N
/

L

Fase movil
> | Detector




CLASIFICACION

TECNICAS CROMATOGRAFICAS

CROMATOGRAFIA DE GASES:
FM en estado gas y no hay interaccidon con los analitos

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS:
FM en estado liquido. Existe interaccion con los analitos



CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

FUNDAMENTO: La separacion se produce a lo largo de una columna recubierta con fase
estacionaria, donde los analitos son arrastrados por la FM. La separacidn es el resultado de la
interaccion de los analitos con la FM y FE.

depdsito para
disolvente

X

1.

inyector

J

7

columna

bomba

i muestra

detector

N (]

' desecho




CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

depdsito para
disolvente
A/myector\ detector desecho
. B =
columna
. \o o/
[ [

_—

VARIABLES A OPTIMIZAR

= FE
= Composicion FM (% disolventes , pH)

= ELUCION ISOCRATICA O EN GRADIENTE
= Caudal FM

= Temperatura

= Volumen de muestra




CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

CONCEPTOS

Elucion
Proceso en el que los solutos son arrastrados a través de la FE por el movimiento de una FM

Eluyente

Disolvente o mezclas de disolventes que se usa para arrastrar los componentes de una mezcla
a través de la FE

Eluido o eluato

Soluto que sale de la columna



CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

= Practica 6: Determinacion de cafeina mediante HPLC

OBJETIVO

OPTIMIZACION composicion de la fase mévil (% ACN, pt .

DETERMINACION de cafeina en una muestra de cola comercial

O CH,
HiC | N’>
O)\N N/



CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

= Practica 6: Determinacion de cafeina mediante HPLC

Ejemplo: Separacion de compuestos aromaticos en HPLC. Optimizacion de la fase movil

A- disolucion amortiguadora (pH 3.5) Columna Hypersil ODS 250 mm x 4.6 mm (5 um)

B- acetonitrilo
Flujo: 1 mL/min
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HPLC

l TECNICA INSTRUMENTAL

CALIBRACION EXTERNA

Preparacion de patrones

Medida de la sefial analitica para patrones

4

Parametros de la recta de calibrado

y= bo+b1X

Medi

da de la sefial analitica para muestras

|

» | CURVA DE CALIBRADO
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X (concentracion)

y (sefal analitica)



» Practica 6: Determinacion de cafeina mediante HPLC

Preparacion de patrones

A partir de disolucion de cafeina 1000 ppm

PO P1 P2 P3 P4 P5
O 20 40 60 80 100 ppm

10 mL

Preparacion de muestra

Contenido de cafeina en la muestra 80-120 ppm. Cual es la dilucién a aplicar?




CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

» Practica 7: Determinacién de fenoles en orina mediante cromatografia de gases

FUNDAMENTO: Los
analitos se introducen en
el cromatografo de gases
en forma gaseosa o, mas
frecuentemente en
disolucién vaporizandose
inmediatamente por el
aumento de la
temperatura.

La separacion se produce
a lo largo de la columna,
donde son arrastrados
por la FM, un gas
portador (inerte)

i muestra
controlador 1

de flujo detector
inyector .
1]

columna

horno

gas
portador




CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

—p
Gas portador / 100 ml/min

Regulador de presion

“Split”

98
ml/min

ml/min

—
2 ml/min Vi de cogti
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97 ml/min Vilvuls de
venteo

—
Gas portador 54 ml/min

“Splitless”
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CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

VARIABLES A OPTIMIZAR

= FE

= Separacion ISOTERMA O CON RAMPA DE TQ.

= Caudal gas portador

= Temperatura

= \Volumen de muestra

= Modo de inyeccidon de muestra: split o splitless




CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

Influencia de la temperatura en el proceso de separacion

Ejemplo: separacion de 9 hidrocarburos

Fase estacionaria: 5% fenil-95% metilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm, 1 um de espesor de pelicula)
Portador: nitrégeno, Caudal: 1 mL/min, T inyector: 200 C, T detector: 250 2C

Vinyeccion: 1 uL en modo divisiéon 1:30
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CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

Practica 7: Determinacién de fenoles en orina mediante cromatografia de gases

Preparacion de la muestra @

ORINA: MUESTRA COMPLEJA, ELIMINACION DE INTERFERENTES +
PRECONCENTRACION
SPE o EFS: Extraccion en fase solida

Etapas:
1) Acondicionamiento
\ \ | \
( ) (\g}) (b ( ) 2) Carga
e e e e 3) Lavado > SECADO???
4) Elucién
o8 iadg r
31: % 5 e ! Factor de preconcentracion = Cotmen _ zm“em R
SOA Ai> N muestra extracto
v oYy VvV vV
1 20 36 48




GC » TECNICA INSTRUMENTAL

CALIBRACION PATRON INTERNO

Preparacion de patrones

Medida de la sefial analitica para patrones

4

Pardmetros de la recta de calibrado
y=b,+b1x, donde y=A/Apr

Medida de la sefial analitica para muestras

» | curvA DE cALIBRADO

X (concentracion)

y (sefal analitica)



