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INTRODUCCTION ﬂ

El presente manual aspira a complementar la ‘
parte tedrica del Curso de Técnicas Microquimicas |
ofrecido al 50. Semestre de la Carrera de Quimico
Bacteridlogo Parasitdlogo.

Una de las ventajas de los métodos instrumen:-
tales de anflisis, en comparacidn con los métodos
or via hGmeda, es que la composicibén quimica se -
determina por medicidn de las propiedades fisicas
especificas del sistema en estudio. ‘ ;\

La serie de experimentos presentados son con

el fin de preparar al alumno en la ﬁeseluC1on de- .
problemas analI. os que pueda encontrar en las -

investigaciones de quimica moderna. |

En los experlmentes se ev1ta, en lo posible-

el estllo "recetario” ; pero se le @frece aj
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SELECCION DEL FILTRO OPTIMO
PARA UNA DETERHINACION'COLORIMETRICA

OBJETIVO.- Encontrar el filtro adecuado para un sistema en particular, de

acuerdo con el comportamiento de 1la curva lectura contra concentracion

TEORIA.- La gréafica siguiente muestra la distribucidén de energia atraves

de un filtro.

4O -

0

400 E e ™ 800

Los fotémetros emplean filtros épticos para aislar regiones espectrales defi

idas, consisten en vidrios de color o gelatinas impregnadas con algiin colo_
rante y trasmiten sélo la luz de cierta zona del espectro, absorbiendo prefe

entemente el resto..

PROCEDIMIENTO.~ A partir de una solucidon que contiene 0O.lmg de ion MnO, /ml,
e ————

Be prepara por dilucién cori agua destilada una serie de estandares cuya con -

[ehtracion sea de i6n MnO, : 0.5mg/100mls, lmg/100mls, 2mg/100mls, - -
mg/100mls, 6mg/100mls, y  10mg/100mls.

¢ toman las lecturas de cada solucién estandar utilizando los filtros rojo,

marillo, verde y.azﬁl.

tilizando las lecturas, se grafican en un solo sistema de coordenadas los -

alores obtenidos en cada filtro, ejemplo:




F. Azul

Lectura

F. Rojo

Concentracién

v ' REPORTE :
| [ ]

¢ l.- Diagrama del fotémetro de filtros de Klett-Summerson indicando sus partes
)

— =



3.- Gréfica de resultados

4.- Tabulacién de resultados

Filtro U.K. ABS

Verde

Azul

Amarillo

Rojo
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COMPROBACION EXPERIMENTAL DE LA LEY DE BEER

OBJETIVO.- Construccién de la grafica absorbancia y transmitancia contra con
UBuE s

centracidén de un sistema coloreado, y determinar la concentracién de una solu

ci6n desconocida.

TEORIA.- E1 enunciado de la Ley de Beer para la absorcidén de la radiacién es.
"La reduccién de la energia de un haz monocromdtico es directamente proporcio
nal a la intensidad (potencia) del haz y a la cantidad de la sustancia absor -

pente; en términos matematicos se expresa:

~d1, = K1 (an)

donde —-dlyx= Decremento del haz incidente

K = Constante de proporcionalidad
1 = Intensidad del haz incidente
X

dN = Moléculas absorbentes en el elemento diferencia%:por

integracién definida se obtiene:

A = log. L = log I
Te K
Absorbancia
Coeficiente de extincidn
Concentracidn

Espesor de celda

Intensidad incidente

Intensidad transmitida

Transmitancia (T = It/Io)

PROCEDIMIENTO.- Con las soluciones estandar preparadas en la practica anterior,

S¢ determina la Absorbancia de cada una, utilizando el filtro mas adecuado.
8i la absorbancia de la muestra entregada por el instructor es mayor a -2, se rea

liza una dilucién.




REPORTE . -

1.- Curva de calibracién, interpolando la lectura de su muestra problema

para determinar la concentracién en la solucién leida

2.~ Determine el factor de la medicidn para encontrar la concentracién

de idn MnOZ de la muestra problema mediante céalculos.

3.~ Concentracién final de ién MnOZ en la muestra problema (incluyendo
dilucién) en mg/l00mls., % (P/V) y ppm.
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DETERMINACION DE HIERRO CON 1,10 FENANTROLINA

OBJETIVO: Evaluar un método colorimétricd utilizando un fotémetro de -

filtros y un espectrofotdometro.

TEORIA.- Cuando las moléculas interactiian con la energia radiante en 1a

region visible Yy ultravioleta, 1a absorcién consiste en desplazar un - -

electrén exterior de la molécula. Se ha observado que el espectro de -
absorcién es una funcién de la estructura completa de una sustancia; por
ello, es una propiedad altamente especifica de la estructura molecular -
del material absorbente. Desgraciadaménte, ciertos factores influyen
en los espectros obtenidos (por ejemplo, el solvente empleado, pH, etec.

factores que deben controlarse para un estudio cuidadoso en particular.

—==—3=

—=

En el afio de 1939 Ringbom introdujo un nuevo método de representar grafi

5

¥ i  witor ==>— g

N

===

camente: los datos espectrofotométricos, en el cual el % de absortancia -

(absortancia = l-transmitancia o % de absortancia 100-% de transmitancia,

no confundirla con absorbancia que es -log T) se traza en funcidén del log
de la.concentracién. En realidéd, el % de T puede emplearse directamen_

te como funcién de ordenada, sin embargo, hay cierta ventaja préctica en

el uso de 1la absortancia, por el hecho de que las concentraciones bajas-

se héllan asociadas en absortancias también bajas y la pendiente de la -

curva es positiva, Cuando se trazan los datos espectrofotométricos se

gin el método de Ringbom siempre se obtiene una sigmoides o curva en for

ma de S,

El tipo Ringbom de gréafica presenta dos particularidades especialmente —

Utiles: a) muestra a simple vista el dmbito de concentracién donde el -

error analitico es minimo, ésto es el ambito de concentracién correspon_

diente a la porcién practicamente lineal de la pendiente;. . oo e oo
b) puede evaluarse la precisién del analisis a cualquier concentracién, o

€N cualquier ambito de concentracién.




PROCEDIMIENTO.- Construir la siguiente Curva de Calibracién.

Mls. de solucidn mls.

: ; mls. 1,10 acetato
Patron 100ppm. s mls, Hidroxilamina fenantrolina|de sodio

0.0 2 ) 5
e 2 5
.00
.00
.00
.00
.00

10.00

20.00

30.00

Se comprueba el pH de cada solucidn con papel indicador; cualquier pH
entre 8 y 6 es satisfactorio. Se agrega amoniaco, si fuera necesario, para

llevar al pH por encima de 3.

Se agita, y se afora a 100mls. con agua espere que se desarrolle color (15-30 min)

Seleccién del filtro Yy longitud de onda adecuada para el analisis:
Utilizando 1z solucién preparada con 4mls. del ‘patrén, seleccione el filtro

adecuado mediante el método de tabulacién. Midase 1a absorbancia entre 400
y 600nm de 5en 5nm y trécese la grafica gde absorbancia en funcién de la

longitud de onda usando el espeectrofotémetro Y encuéntrese la.Jllnax.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA PROBLEMA (se Sugiere una caliza, un abono o un suelo)

Caliza o abono: Pesar 0.5g y agregar 10mls. de agua destilada (a.d.) y 2-3mls.
de HC1 concentrado; se agita, se diluye a 25mls. y se filtra, recogiendo el fil_

frado en un matraz aforado de 100mls« Se lava con agua el residuo en el papel
- filtro. se ensaya el papel con unas gotas de HC1 concentrado; un color amarillo

indica que el papel contiene todavia algo de hierro. Se pPasa el hierro lo mis
completo posible al matraz aforado y se diluye con agua, completando el volumen
a2 100mls. , se mezcla bién. Se toma una alicuota (5,10 o 20mls) y se desarrolla

color en la misma forma que a los estandares. La alicuota adecuada sera aquella
Que proporcione una absorbancia entre 0.2 y 0.8




SUELO .-

Se tamiza para eliminar particulas de diémetro mayor de 2mm; se pesa una

muestra de 2g, se adiciona 2-3mls - de agua y 10 mls de HNOconcentrado; -
se'calienta 10 minutos sobre una placa caliente en una buena vitrina pa_
ra elimihar los humos de &cido Y posteriormente se agregan 5 mls, -
HClQ1c6ncentrado, Se continda calentando hasta casi Sequedad. No se -
debe sobrecalentar porque los foéfatos de hierro resultantes son difici_
les de disolver. Se enfria, se agregan 20 mils. de HC1 6M, se filtra y -
se lava el papel con HC1 6M. |

El filtrado y los lavados se aforan a 100mls. 4 partir de ésta solucién

se toman alicuotas que proporcionen absorbancias entre 0.2 y 0.8.

REPORTE:
l.- Determinacién del filtro adecuado

Elltro | .- uiK: | Absorbancia | Concentracién

- Azul
Verde
Amarillo

Rojo

Filtro adecuado

2.~ Determinacién dq la Jl max.
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3.- Curva de calibracién (curva estandar).

Beer-Bouger.

* 4.- Calcilese el coeficiente de extincidn Molar para el quelato

Ei5EE Determine el contenido de hierro en 1a muestra problema Yy dénse los
resultados en % (p/p) Y ppm.
Use la curva de calibracién y el factor para ‘'la determinacién de 1la

concentracién.
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* 6.~ Tracese el % de absortancia (100-% de T) en funcién al logaritho

‘de la concentracién (gréfica de Ringbom)

* 7.- ¢ Cuadl es el ambito de concentracién éptimo ?

¥ 8.- . Cudl es la maxima presiciéon en éste ambito ?
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* 9.- ; Cudl sera el rango de concentracién dentro del cual el error

analitico relativo no exceda el 10% ?

* En éstas preguntas debe incluir los resultados obtenidos con el

Fotémetro de Filtros Yy con el Espectrofotémetro.

10.- Formula de 1,10 fenontrolina (ortofenantrolina)

11.-

« Cuéll es el objeto de usar Hidroxilamina ¥y qué otro reactivo re_
comendaria en su lugar ?

12.- ¢ 8i no utilizara hidroxilamina qué resultados esperaria ?

Obtenga los resultados experimentalmente utilizando un estg%dar
de Fe3+




13.- ¢ Qué solvente recomendaria para extraer el fierro de la(s) mues
tra(

s) digeridas y en qué forma se encuentra el fierro ?

14.- Describa un diagrama del Espectrofotémetro Coleman Juniar,

indican
do sus partes.
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IDENTIFICACION DE SUBSTANCIASféﬂGANICAS
POR EXAMEN AL ULTRAVIOLETA

OBJETIVO: Observar la absorcién de la energia radiante por compuestos

orgédnicos en la regidn ultravioleta, y aplicarla al anélisis orgénico-
cualitativo y cuantitativo.

TEORIA: La absorcién de la luz, por los iones y las moléculas, sirve
para las bases de los métodos analiticos, cuantitativos y cualitativos,

Ademés sirve para dar informacidn acerca de la estructura de las molé
culas.

PROCEDIMIENTO: Se pesan 2mg de una muestra gue contenga alguna de las
siguientes substancias:

a) Acido benzoico f) Nafraleno

b} I-naftol g) Antraguinona
¢t Acido picrico h) Antraceno

di Triptéfano i) Brucina

€] p-Benzoqguinona : J) Fenantreno

Se colocan en un matraz aforado de lOOml., se disuelven con una pequefia
cantidad de solvente (se debe hacer un examen preliminar para determinar

el solvente apropiado; usualmente se usa metanol, etanol, hexano, agua,
etc. ) 'y se lleva hasta la marca (solucién A).

Se transfieren 10ml. de la solucidn anterior en un balon de 100ml. y se

llevan hasta el afero con solvente (solugién B).

Serllena una cubeta de silice (precaucién, son muy caras y delicadas)
con el solvente y otras dos con cada una de las soluciones, A y B.

Se determina la absorbancia de ambas soluciones contra el solvente desde
350 a 200mm. (se recomienda usar espectrofotémetro con graficader) .

REPORTE :
L~ Nombre del compuesto

2.~ Espectro de Absorcién de su muestra.

LAFTLLLY £and-aernoonenas
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Long.de onda méxima experimental

reportada en literatura
encontrada por las reglas de Woodward-

Fischer

Coeficiente de extincién molar experimental

Coeficiente de extincidn molar reportado en 1la literatura

Concentracién del compuesto en s

_ u muestra problema, utilizando el
coeficiente y absorbancia.

5.-
q &
CONCLUSIONES

Solvente utilizado como referencia:

i
£
I
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ESPECTROFOTOMETRIA DEL INFRARROJO

‘nETIVO: Identificar las bandas caracteristicas de Polimeros (sintéticos y

naturales) en la regién del infrarrojo y aprender el manejo del -
aparato.

JNTRODUCC ION

La regién infrarroja del espectro es la que se extiénde mas alla

el rojo, es decir la que corresponde a longitudes de onda superiores a 0. 8u
a regién infrarroja media o fundamental da mayor 1nformac1on entre las vi_

raciones de las moléculas (2.5 u a unos 20 a 25 u) y, por lo tanto, sobre-

a estructura de las mismas. La espectroscopia infrarroja se emplea princi

almente para compuestos orgéanicos Y primordialmente, para identificacién y
eterminacidén de estructuras. No eslmuy empleada en el anilisis cuantitati
, aunque lo puede ser en casos especiales, pero sin la precisién que alcan
a la espectroscopia visible y ultravioleta en las determinaciones cuantitg
ivas. En cambio, es mucho més Gtil en la identificacién cualitativa, El-
spectro infrarrojo no solo sirve para caracterizar el compuesto sino que -

dica su pureza y proporciona orientacién acerca de la naturaleza de 1as -

fpurezas presentes.

ROCEDIMIENTO

Las muestras a estudiar son peliculas de poliestireno, polietileno
plicloruro de vinilo, celofan, agarosa y agar. Las peliculas deben ser —-
flgadas y transparentes, las cuales se montan en marcos de cartén de 5x5cm.
0s usados para diapositivas o construirlos con carton y tijeras) Para -
btener 1a pelicula de los polisacéridos, se prepara una solucién al 0.2% -

b/v) y se agregan de 3 a 5ml. a un crisol de porcelana que contenga 4 mls.
¢ mercurio,

¥ €vapora el .agua a 40-50°C toda la noche. ~ A continuacién, se obtienen
A eSpectros de las peblculas empezando: con ‘1a de poliestireno, que sirve

ira el callbrado de longltudes de onda.




RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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SECCION DE PREGUNTAS




ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

LMETIVO Estudiar algunas variables de la solucidn en la cuantificaciédn de un metal
por absorcién atémica; aprender a optimizar y manejar el instrumento.

ODUCCION
La espectroscopia de absorcién atdmica es un método para la deteccidén y de
erminacién de elementos quimicos. particularmente de elementos metalicos.
0s compuestos para su andlisis se tienen que romper en los atomos que los constituyen
llo se realiza generalmente en una llama a alta temperatura. Los atomos absorven -
uz en bandas muy estrechas de longitud de onda, que se conocen como lineas. Este -
omportamiento es caracteristico de los 4tomos en estado gaseoso.

ROCEDIMIENTO

Preparacion de estandares: Se prepara una solucién patrén que contenga --
00 ppm de iones Zn**. Se prepara un litro de esta solucién, usando Zn en polvo y ——
(1 Q.P. en una cantidad minima para disolver el Zn S04 .7H_O con 0.110g/250mls. con
ml. de HCl 6N. Se preparan a partir de estas soluciones patrén; soluciones estandar
onteniendo las siguientes concentraciones (usando matraces volumétricos de 100ml):
«25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 5.0 y 10.0 ppm (usar HC1 0.1N para el aforo). Usando el
parato de absorcién atémica, se obtiene la lectura para el HCl 0.1N y de ser posible,
alibrar el instrumento con el mismo.

¢ obtiene la lectura de cada solucién y se limpia la flama del quemador después de
ada solucidn.

ara preparar muestras de vegetales o alimentos, se pesan 10 gr. de muestra que de
eria ser homogénea, en caso contrario se recomienda licuarlas, se transfieren a un-
risol y se desecan cuidadosamente. Se calcina en mechero hasta que no desprenda hu
0S5 y se pasa a una mufla hasta desaparicién del carbon (temperatura de 500 a 550°C).
¢ disuelven las cenizas con .2ml. de HCl (1:1) se afiaden 10ml. de H.O y se evapora a
tquedad. Se agregan 10 ml. de HCl 0.1N y se continGa calentando aproximadamente 3 -
inutos . Se filtran recibiendo en un matraz de 100ml. se lava el crisol y filtro —-
on varias porciones de HC1 0.1N de 5 a 10 ml. (se deben recoger en el balén de 100ml)
enfria y se afora hasta la marca con HCl O.ln; se toma la lecutra de la muestra en
1 espectrofotémetro de absorciédn atdémica; si son necesarias diluciones posteriores,
ecérlas con HC1l 0.1N hasta que se obtenga la concentracién adecuada en el aparato.
ra observar el efecto de una sal y de la viscocidad de la solucidén, sobre la absor_
16n de radiacién en la llama. se preparan 2 soluciones de Sppm de Zn una de las cua_
S contiene 10% de NaCl y la otra 10% de glicerina. '
ara analizar suelo agricola, se parte de 5-10g de muestra, que se seca a la estufa
€ agita por 5 min. con 20mls. de citrato de amonio al 5% para extraer los metales
sados, se filtra y se lava el residuo con un minimo de agua; el filtrado y las --
Yas de lavado reunidas se diluyen hasta 50ml. o 100mls.
e debe hacer un blanco de reactivos, segin la muestra usada.
irlalmem:e, se llevan al atomizador los estandares, blanco de reactivos, problemas,
mma destilada y agua de la llave. :




SEPARACION POR INTERCAMBIO IONICO

OBJETIVO:

Separar una mezcla de metales (Fe, Co) usando la tecnica de intercam
bio idénico y medir su concentracidén usando espectrofotometria.

TEORIA:

Muchas separaciones las cuales son tediosas y dificiles, por otros -
medios son realizadas répida y facilmente por intercambio idnico.
Este método involucra absorcién de una mezcla de iones sobre una resina -
de intercambio iénico, seguida por remocién selectiva de cada ién.

En la figura siguiente se muestra la estructura de una resina sintética
de. intercambio iénico. Las unidades basicas son monomeros que al unirse
forman polimeros de alto. peso molecular. 1los sitios de intercambio con -
sisten de un ién simple y pequefio que puede ser intercambiado por otro -

i6n -de la misma carga. Las resinas de intercambio anidnico intercambian
aniones y las resinas de intercambio cationico intercambian cationes.

é
1
3

N+(CH3)3OH




a reaccion quimica que ocurre cuando el intercambio toma lugar entre un
i6n Na' y una resina catidnica (R) con iones hidrdgeno intercambiables -
se puede representar como sigue:

R - H + Na+ —‘;R-Na+H+
==
La ecuacidén para la reaccidén entre una solucion que contiene iones Cl1*° y
una resina anidnica con iones hidroxilo se puede representar por:
R-0H + C1T ——3p R-=ClL + OH

N

En éste experlmento, separara una mezcla de Co y Fe con una resina de in

tercambio aniénico. La base para la separacién es la formacién de anio_
nes en a01do clorhidrico.

2+

s - : 2-
co + 4C1 -—————4} CoCl4
3+

Fe + 4C1 — FeCl '
Si el HC1l (fuente de Cl ) es dlluldo, las reacciones procederén a la iz_
quierda; y el Co y Fe existen como cationes (Coz*, Res™)
En HCl mas concentrado el cobalto y fierro (en forma de aniones) ‘estan -
absorbidos en la resina. :
En HC1 4N el Fe existe como anion y el Co como cation (Co ). El Fe
puede ser eluldo con agua.

3+

‘Ni, Co, Fe - : , ‘
HC1 aN ' Ni
HC1 - AWEN, - - 1. . Nte

HCl'O.S 0 Hp0 ~ _Fe

.En’ un conJunto de: med1c1ones a la misma longitud de onda con la misma cel
da, los valores de.a y b en la ley de Beer son constantes, Asi, para dos
soluciones, la razdn de las absorbancias es igual a la razon de concentra
ciones 1
A =@ ber

AL _ 4, B,
A2 -.al>%) C

2

Si C2 es conocida, el valor 'de-C1 es obtenido:
Y5 e G
Ao
PROCEDIMIENTO

l.- Construlr una columna de’ intecambio idnico (ver figura) . Poner una-
T 4 .
pequefia bolita de lana de vidrio en el fondo de una bureta cilindrica
de 50ml. vertir una lechada aquosa de resina de intercambio anidnico




BURETA DE 50ml.

|

LANA DE VIDRIO

o

>‘__ RESINA DE INTERCAMBIO ANIONICO

TR ]

\? %

LANA DE VIDRIO

e




dentro de la bureta., lavar la resina pegada a las paredes inferio
res dentro de la bureta con agua. Abrir la valvula y permitir que
la resina se estabilice. (no permita secarse la columna durante el
experimento). El méximo de la columna puede ser cerca de la marca-

de 10ml. después que la columna se ha estabilizado, colocar otra —
bola de lana de vidrio sobre la resina.

.- Enjuague tres veces 1la columna'con 25ml. de agua destilada. Enton
ces acidificar eluyendo con 25ml. de HCl 4M (no confundir los a01dos
el acido nitrico causaria una violenta reaccién de oxidacidén con la- .
resina.) En todas las eluciones permitir que el nivel de la solu =

cién llene casi el tapon de lana de vidrio que estd sobre la resina.
Eliminar el lavado.

.- Tomar una pequefia cantidad de cristales de CoCl2 y disolver en lmlm
de HC1 4M en un tubo de ensaye, disolver una pequefia cantidad de -=
cristales de FeC13 en 1 ml, de HC1l 4M en otro tubo de ensaye, mezclar

las soluciones registrar el color de las soluciones por separado y
el de la mezcla. (1,2,3)

.~ Con una pipeta, afiada 1ml de la mezcla a la resina. La punta de la
. pipeta debera ser introducida dentro de la bureta tan cerca de la re

Podria ser necesario lavar cuidadosamente con 1lml. de HCl 4M para la

mitir que la muestra se sumerja en la columna.

.= Afladir 4ml. de la solucién tiocianato de amonio (NH SCN) para cada -
tubo de ensaye y mezclar bien. El color azul indica cuiles fraccio

ries contienen cobalto y el color rojo indica cuales fracciones con -
tienen fierro. Estimar la intensidad del color <con los ojos y regls
trar. cuales tubos de ensaye contienen pequefias moderadas, (e} grandes

cantidades de cobalto o fierro.

.~ Afladir 1ml de HCl 4M y retirar porciones de 5ml. en tubos de ensaye-—
que hayan sido numerados del 1 al 5. Ellos pueden contener el cobal
to . Afadir 25ml. de agua destilada y retirar porciones de 5ml en tu

tener el fierro.

'~ Regrese al paso II del procedimiento; lavar la columna con agua y elu
ir con HC1 4M . Pipetear 1.0ml de una solucién-obtenida de tu ins -

Separar de la manera descrita anteriormente en la parte V- colectar —-
las 5 porciones de la fraccién de cobalto en una probeta graduada de

lOOml . Descartar la fraccién de fierro.

= Llenar la probeta graduada de 100ml conteniendo el cobalto que se se

102111497

sina como sea posible para evitar que la muestra se adhiera a los lados

var la solucién inferior dentro de la resina. Abrir la valvula -y per

bos de ensaye que hayan sido numerados del 6 al 10. Ellos pueden con_

tructor conteniendo una concentracién desconocida de cobalto y fierro

paré hasta la marca de 100ml. con la solucidén de NH SCN, mezclar bien.

DAL baiwes s e




IX.—- Pipetear 1.0 ml. de la solucién estandar de cobalto en una probeta

graduada de 100ml. y diluir hasta la marca de lOOml

con 1la solu -
cién de NH SCN mezclar bien.

X.- Seleccione la longitud de onda maxima para leer la solucidn de - -
cobalto.

XI.- Con la longitud de onda maxima determine la absorbancia de su mues

tra problema y estandar utilizando como blanco la solucidn de tlo

cianato de amonio.

RESULTADOS
l.- Color del CoCl2 en HC1 4M

Color del FeCl3 en HCl1l 4M

Color del CoCl2 y FeCl3 en HC1 4M

Color de las fracciones de

Color de las fracciones de
cobalto (eluidas con HC1 "4M)

Fierro (eluidas con agua).

Tubo No. 1. Tubo No. 6.

-

8.

WL IR

2
e
4

98
10.

Long. de onda maxima para la solucién de cobalto

Absorbancia del estandar de cobalto

Absorbancia del problema de cobalto

Concentracién del estandar de cobalto

Concentracién del problema del cobalto




CROMATOGRAFIA DE GASES
OBJETIVO.- Hacer patentes los principios de Crométografiavde*gases}"

Conocer las variables de operacién y determinar la composi -

cidén de una mezcla de solventes.

INTRODUCCION.- La Cromatografia de Gases, es la técnica instrumental que

permite la separacién de mezclas gaseosas, liquidas volati

les y sélidos que puedan pasar al estado gaseoso.

Para efectuar la separacién, se introduce una mezcla en una
corriente de gas inerte (gas acarreador); esto la transpor

b

tfa a una columna cromatografica donde ocurre la separacioén

de los componentes.

Cada componente (arrastrado por el gas acarreador)  pasa a
un detector; ahi se genera una sefial eléctrica (que activa

un registrador) y finalmente los componentes salen del sis_

tema.

PREPARAR LOS SIGUIENTES ALCOHOLES AL 1% (v/v) Y UNA MEZCLA DE ELLOS CON
IGUAL PORCENTAJE: ' ‘

P RSIPEETI -

Metanol,
Etanol,
1-Propanol y 2 Propanol

Diluir las muestras (bebidas destiladas) apropiadamente, hasta obtener al

turas semejantes a los estéandares.

Después de inyectar en el Cromatografo los estandares y muestras, se de_

terminan tiempos de retencion, alturas, areas, platos teoricos, resolucién.




ELECTROFORESIS

TITULO: '"Separacién de aminodcidos por electroforesis en papel"

OBJETIVOS: Demostracidén de los principios de electroforesis. Separar

por medio de esta técnica una serie de aminoacidos.

TEORIAS: El principio usado en electroforesis es que si a una solucidn
de moléculas cargadas se le aplica un campo eléctrico, las moléculas migran
a los electrodos de polaridad opuesta y asi se pueden separar moléculas que

poseen cargas diferentes.

La carga de una molécula depende del pH del medio y esto se demustra para -
el caso de tres aminoédcidos: Acido aspdrtico, histidina y lisina.

Debido a la difusidén que se produce, la electroforesis a bajo voltaje no se
usa generalmente para separar compuestos de bajo peso molecular, pero lo -
usamos agui pues es mas facil ilustrar la relacién entre carga y pH con ami

noacidos que con proteinas u otras macromoléculas:

A pH 7.6 la histidina tiene cérga total cero, el acido aspartico estara car

gado negativamente y la lisina tendrad una carga positiva.

NH3" coo~

e CH2-CH-CO0 CH2

+
(‘ZH—NH3

co0~

Acido aspéartico
Histidina - (=) *

(0)*

' Lisina
(+)*
* Carga a pH 7.6

Por lo tanto, estos tres aminoacidos pueden ser separados facilmente por ——

electroforesis.,




Leucina

Acido glu
tamico.

Leucina

Fenila-
lanina.

Glicina

Histidina

Histidina Origen

Acido Glu-
tamico

Fig. 28.6 Efectos del pH en la separacién de diversos aminoacidos.




PROCEDIMIENTO.

Llene hasta el mismo nivel las dos partes de los compartimientos de los elec_
trodos con solucién amortiguadora (tris-acetato (0.07 mol/l.pH 7.6)

Cologue cinco tiras de papel filtro en el aparato y a dos de ellas aplique -
cuidadosamente en una banda delgada un poco de mezcla de aminoacidos* evitan
do tocar el borde de papen. Aplique a cada una de las otras tres tiras de-
papel una solucién diferente de un aminoacido* y proceda a efectuar la elec
troforesis para las cinco tiras juntas., Moje los extremos de las tiras de

papel y deje que el resto se humedezca por accién capilar. Inmediatamente

conecte la corriente . En esta forma la muestra no se extiende mucho.

Deje transcurrir la electroforesis durante 3 horas a 8V/cm, retire las tiras
¥y seque en un horno a 110°C coloree.una de las tlras que contiene glucosa con
una solucidén de anilina dlfenllamlna re01entemente preparada y sumerJa raplda
mente las cuatro tiras restantes en una solucién de ninhidrina fresca. |

Deje que se evapore al aire la acetona y caliente en el horno durante 10 min.

hasta que aparezca el color. Identifique los aminodcidos examinando si se

ha producido electro-ésmosis.

*Las soluciones de aminoicidos y la mezcla de aminoacidos, estédn en amortigua

dor de tris-acetato que contiene 10 g/1 de glucosa ¥ se aplican en el centro

de las tiras.




POTENCIOMETRIA:

TITULO: "TITULACIONES POTENCIOMETRICAS ACIDO-BASE"

OBJETIVO: Realizar la titulacidn potenciométrica de varios acidos,

observar su diferente comportamiento idnico y aprovechar

las gréficas»de neutralizacién para cuantificarlos.

TEORTIA: En algunas titulaciones volumétricas, no se dispone de indicadores
opticos adecuados para-detectar el punteo final, ésto ocurre, por ejemplo, -
en la t1tulac1on de soluciones fuertemente coloreadas, soluciones con mez -

clas de acidos, etc.

En estos casos, la tecnlca de tltulac16n potenc1ometr1ca, resulta de gran -
utilidad. ’ ' :

PROCEDIMIENTO- Antes de empeza, hay que cerciorarse de que el aparato tenga

los electrodos adecuados (vldrlo—calomel) ¥ calibrarlo como se indica a con_

- tinuacién: :

Se conecta ei aﬁaratd a- la corriente, se deJa que alcance su temperatura de-

operacién y se 1nspecc1ona que los electrodos, vidrio y calomel, estén correc
tamente conectadosr Se sumergen los electrodos en una solucién buffer - -

(usualmente de pH 7) y se cambia el ququl princiapl a pH. Se toma la tempe
ratura del buffer y se ajunta ese valdﬁ on el control de temperatura En el
medidor se lee el valor del pH del buffer. En caso diferente, se calibra con
el control para obtener esa lectura, se limpian los electrodos con agua desti
lada se secan y Seé sumergen en la muestra descon001da para obtener la lectura
del pH:

1.~ Se colocan 25.0 ml. de solucidén de HCL.Q.1N (éprox) en un vaso de precipi
tados de 200ml. se insertan los electrodos y se adiciona agua destilada hasta
que gueden sumergidos. Se mide el pH inicial y luego se agbegan con agita_

¢i6n magnética, porciones de 1.0 ml. de solucién valorada NaOH 0.ln desde una
bureta. Se mide el pH cada vez que se realice una adicidn hasta que se ha-

yan agregado 50ml. de la solucién de NaOH (se recomienda agregar porciones -

mas pequefias en las proximidades del punto de equivalencia).




2.— Se repite el procedimiento anterior, pero se usan 25.0 ml. de acido
acético 0.1N (aprox) en lugar de HC1.

3.— Se repite el primer paso, pero usando 25.0 ml. de &cido bdrico 0.1N

en lugar de HC1,

4.- Se repite el primer paso pero con 25.0 ml. de H3P04 0.1N (aprox). -

en lugar de HCl.

Se construyen curvas de titulacién (graficas pH vs volumen agregado) para
los procedimientos 1, 2, 3y 4 se comparan teniendo a la mano los valores—

para Ka de cada acido y se calculan las normalidades exactas de cada acido.




OPERACIONES DEL
COLORIMETRO - FOTOELECTRICO KLETT - SUMMERSON.

H OPERACION:- Autes de encender la lémpara del Colorimetros

p a) .- Asegurese de que el filtro se encuentTe en el luger
I apropiado del Instrumento.

b).- Ajuste (D) el galvandmetro (C)s (Esto_sélo se hace
' con la lémpara apagada) .

! ¢c).- Conecte la corriente a una fuente apropiada.

PARA USAR EL INSTRIMENTO:

) a) .- Deje encendida (F) la lémpara del Instrumento hasta

| alcanzar su equilibrio (5 mimutos).

b) .- Coloque un tubo (E) limpio que contenga el blanco.

| c).- Ajuste la escala (B), con su respectiva perilla (a)

L & cero U. K.

| d) .- Cierre (ON) el switch de corto circuito (H).,

! e) .- Ajuste a cero (G) el galvandmetro (C)

; £) .= Abra (OFF) el switch de corto circuito (H).

g) »- Cambie su blanco por la solucién que desee leer.

h) .= Cierre (ON) el switch de corto circuito (H)

i)~ La aguja del galvanfmetro (C) sufrird una deflexifn
la cual se ajustard de muevo a cero con la perilla (A)

§)s- Realice su lectura sobre la escala (B).

PARA MEJORES RESULTADOS USE EL FILTRO APROPIADO:

COLOR FILTRO RANGO APROXIMADO(am)) SOL 'NES USADAS

AZUL 400 - 465 Bojo, naranja, emari
1lo, verde, turbidez

VERDE 500 - 570 Rojo, amarillo, pir-
pura y azul

0JO 640 - 700 Azul, verde y amari-
llo.

A= UK x2

1000




A
B
C
D
E
F
G
H

Scale Knob (Potentiometer dial) <
Scale Reading (Potentiometer scale)
Pointer (Galvanometer) ;
Galvanometer pointer adjustmen
Colorimeter Tube

Light Switch

Zero Adjustment Knob
Short-Circuit Switch




OPERACIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO COLEMAN JUNIOR II.

Antes de Usar el Aparato la Persona Debe Femiliasrizarse
con el Manejo de Celdas y cen los Aspectos del Anflisis.

Antes de Conectar el Cable a la Fuente de Energfa ESTE -

SEGURD de que el SWITCH ON - OFF &ste en la Posicién OFF
y el Obturador Cerrado al Paso de Luz.

a) .- Coloque el switch ON - OFF en posicién ON y calien-
te por 10 a 15 minutos. i

b) o= Gire la perilla de control de longitud de onda y ==
escoja la longitud de onda deseada.

c) .- Coloque el selector de filtro en la posicién apro--
Riada de acuerdo a la longitud de onda deseada.

POSICION: RANGO: ' (nm) AREA:

U.V. 325 - 380 AZUL
VISIBLE 380 - 650 BLANCA
INF, 650 - 825 BOJA

d) .= Ajuste a 0 % de T con corriente obscura (Obturador
Cerrado).

e)e= Ajuste a 100 % de T con los controles gruesos y fine
y con el obturador abierto, usando el blanco (Refe-
rencia).

£) o~ Desaloje la celda de referencia y coloque la Muestra

g8) .~ Haga la lectura en la escala (ABS. y/o % T).

h) .= Para obtener la concentracidn de la muestra intexrpo
le en la curva de calibracién o haga cdleulos.

1) o~ Cuando termine de usar el Instrumento, cierre el =
obturador, ponga el switch ON - OFF, en posicidn -
OFF, desconecte y cubra el espectrofotémetrr.




SCALE PANEL
WAVELENGTH DIAL

FRICTION
SPRING
{(NOT
SHOWN)

WAVELENGTH CONTROL

COARSE CONTROL

ZERO LEVER CONTROL
FINE CONTROL FILTER SELECTOR

Figure 3-1. Front and Top Panel Controls, Junior II Spectrophotometer

RECORDER 10 My  SLOTTED SLOTTED
RECEPTACLE FASTENER FASTENER “NSN’fg‘F’:ER

P . R ; SWITCH

Zobine

Ay
(TN

INPUT JACK

Figure 3-2. Rear Panel, Junior Il Spectrophotometer




TABLA DE CONVERSION $ DE TRANSMISION-DENSIDAD OPTICA

DENSIDAD OPTICA

DENSIDAD OPTICA

1
(.25)

1.903
1.648
1.488
1327
1.280
1.204
1.140
1.083
1.034
1.989
.949
+912
.878
.846
.817
.789
.763
«739
.716
.694
.673
.153
.634
.615
o H9'8
4581
3565
.549
.534
.520

.505"

.491
.478
.465
.453
.441
.429
.417

.406

~395
.385
.374
.364
.354
.344
.365
-325
»317
.308
+299

2
(.50)

1.824
1.602
1.456
1.347
1.260
1.187
1.126
1.071
1.022
<979
239
.903
.870
.838
.810
.782
<157
.733
y 710
.688
.668
.648
.629
.611
.594
Y,
.561
. 545
.530
+516
.502
.488
.475
.462
.450
.432
.426
.414
.403
332
+382
.372
.362
+352
.342
332
.323
.314
«315
+ 297

3
(=759

1757

1561

1.426
1.323
1.240
- 171
Ledl2
1.059

1,001

.969
.930
. 894
.862
.831
.803
. 776

o gl
cA2T2

.704
.683
.663
.643
.624

.606

.589
« O3
o 20
.542
«527

«51:2

.498

.485

.472
.459
.447
.435
.423
.412
.401
.390

.380

.369
- 359
.349
.340
«330
3271
.312
.303
«295

L
(.25)

.2903
.2819
.2736
.2656
+2577
.2499
.2422
.2347
.2273
.2200
<2129
.2059
.1990
= 1922
+1855
.1788
1723
1659
+1596
.1534
.1472
:1412
» 1352
. 12392
<1235
« 11777
121
.1065
.1010
70955
.0901
.0848
.0796
0744
.0693
.0642
+05973
.0543
.0494
.0446
.0398
50351
.0304
0257
- D212
.0176
.0121
.0077
.0033
.0000

2
(.50)

.2882
-2798
.2716
.2636
2Dl
.2480
.2403
.2328
.2255
v 2182
s2ddg
.2041
+ 1973
.1905
.1838
« 1772
1707
.1643
.1580
.1518
.1457
s 1397
«1337
.1278
o221
.1163
.1107
10581
.0996
.0942
.0888
.0835
.0783
.0731
.0680
.0630
.0580
.0531
.0482
.0434
.0386
.0339
.0292
.0246
.0200
.0155
.0110
.0066
.0022
.0000
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Z I NG

General analytical conditions
§T0OCK SOLUTION

pissolve 1.000 g metallic Zn in about 3 ml conc. HC 1 and make up to 1 1.
This solution contains 1000 mg/1 Zn.

INSTRUMENT SETTING

Wavelength 427.7
Barrier filter I
STit 0.1 mm

Burner universal
Burner height 8- 9

Support gas 15.5 air
Fuel gas B = 9n¥ acetylene

Lamp current | 15 mA normal

#Set to minimum flame absorption with blank solution.
IYPICAL CALIBRATION CURVE with the instrument setting given

Ew

v

31

1

Qo1 0 10

— mg/l Zn

BENSITIVITY 0.012 mg/1 Zn for 1 % absorption in aqueous solution.

LIMIT OF DETECTION 0.002 mg/1 Zn in aqueous solution.




JTERFERENCES

b far no interferences have been observed in the air/acetylene flame.

INTS ON ANALYSIS

it width:

lit width can be increased to 0.5 mm if Cu-free hollow cathode lamp is used.
kmp current:

ith increasing current the sensitivity of the measuring set-up is reduced.
eal amperage: 7 - 10 mA.

fir/propane flame:

pisitivity 1s by about 40 % higher than in the air/acetylene flame with
ropane burner and with 15.5 scale divisions air and 4-5 scale divisions
topane (set to minimum intrinsic absorption of flame). But the worse
tading stability does not improve the detection Timit.

%Vhydrogen flame:

Xximum reading stability and 1imit of detection is obtained when using
versal burner with 16.5 scale divisions air and 5-6 scale divisions
drogen (steel ball). Sensitivity is 0.014 mg/1 Zn for 1 % absorption
d the Timit of detection is 0.0009 mg/1 Zn in aqueous solutions.

Line spectrum of a
zinc/copper hollow cathode
Tamp

Gas: Neon

Sensitive analytical

lTine: 213.9 nm

{0 4 ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETER Edition 1978
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| —
IMN PREPARATION

AK beads do not crush or
reeasily and may be packed
into GC columns. For best re-
the packing material should
ed to the column through a
|in small amounts — a frac-
ifacubic centimeter. This.is
;hmaterial to fill Sto 7.5¢cm
3in.) in column length at a
After each addition, the col-
dould be vibrated or gently

to insure the column is
d tightly and has a low void
¢. The efficiency of the col-
isdirectly dependent upon how
the column is packed.

olumn should be conditioned
warrier flow for at least two
atabout 25 to 50°C below
perature limit of the PORA-
While the column is condition-
e effluent end should not be
ted to the detector. For
efficient columns more ma-
should be added to the effluent
fthe column at the end of the
joning period to fill any voids.
umn should be further con-
d for an additional half hour.
ighest sensitivity, the column
be conditioned overnight.
porous polymers will discolor
feating, but this does not
the separation.

LE 1. PHYSICAL PROPERTIES
PORAPAK POROUS POLYMERS

Maximum
Su5face Densitsy Temperature
(m*/gm)  (g/om?) (°c)

100-200 0.27 250
500-600 0.34 250
450-600 0.30 250
300450 0.35 -+ 250
15-350 0.38 190
150-350 0.43 190

TABLE IV.RETENTION TIMES
ON PORAPAK POROUS POLYMERS (MINUTES)

COMPOUND

@

Acetic Acid 039
Propionic Acid 0.65
sso-Butyric Acid 091
Butyric Acid 1.05
/s0-Valeric Acid 1.52
Valeric Acid 1.89

ALCOHOLS

Methanol 0.24
Ethanol 030
iso-Propyl alcohol 0.37
tert-Buty| alcohol 038
n-Propyl alcohol 0.43
sec-Butyl alcohol 0.50
is0-Butyl alcohol 0.61
rert-Pentyl alcohol 0.62
n-Butyl alcohol 0.69
iso-Pentyl alcohal 1.07
n-Pentyl alcohol 1.10

ALDEHYDES

Acetaldehyde 0.24
Propionaldehyde 035
Acrolein 035
iso-Butyraldehyde 0.46
Butyraldehyde 0.54

ALKANES

Pentane 0.34
Hexane 0.48
Heptane 0.73
Octane 1.14

Benzene 0.87
Toluene 133
Ethyl Benzene 2.09
0-Xylene 252

CHLOROALKYLS

Methylene Chloride 0.41
Chloroform 0.59
Carbon Tetrachloride 0.75
1,2-Dichloroethane 0.78
1,2-Dichloropropanc 098

Methyl formate 0.27
Methy! acetate 038
Ethyl acetate 0.52
Methyl propionate 0.57
iso-Propyl acetate 0.65
Propyl acetate 0.83
Butyl acetate 1.39

ETHERS

Diethiy| ether 0.33
iso-Propyl ether 0.52
Dibutyl ether 1.94

GLYCOLS

Ethylene glycol 0.94
2,3-Butanediol 1.41
1,3-Propanediol 1.83
1,3-Butancdiol 219
1.4-Butanediol 338
Dicthylene giyco! 4.21
Glycerol 492

KETONES

Acetone 033
2-Butanone 0.53
2-Pentanone 0.80 367

NITRILES

Acetonitrile 0.38 0.75
Propionitrile 0.44 1.02
Acrylonitrile 0.55 1.40

ADDITIONAL
COMPOUNDS

Nitromethane 0.53 1.02
Dioxane 0.98 335
Pyridine 1.35 4.34
Dimethy| sulfoxide 2.60 8.70
Phenol 4.04 15.11
Benzy! alcohol 6.73 30.62

Operating Conditions: | meter » 2.3 mm (D, stainiess steel column, 80 - 100 mesn, | 759C, 25 mi/min Ny llow, FiD




calalanin PRESENTS PROPERTIES OF THE L (NATURAL) AMING ACIDS:

i ' ol il ation
Raso A Forsuls Mol, Wi, Solvent v N HCl e
slanine CaMy N0, 0%.1 2 18 +18.8  +33.0
G-amino-n=butyric acid C Noh0, 103.1 3 420.5 +82.0
a-smjncadiple scid CoMy1 M0, 161.2 +25.0
feaninoisebutyric eacid C M0, 103.1
wnaerine CioMyaMa0s 220.3 ¥ +12.2 5.0

arginine Callyala0, 17,2 L *20.9 1.6 4276 ‘298
arginine.NC] CoMyale0,C1 210.7 +22.1(eale.) +22.8(calc. )
sparegine Caltglz 0y 132.1 38,3 2.2 -

ssparag ine. K0 CoMyolg0y 150.1 - +30.2{cale.) -
spertic scld Caliyho, 133.1 +28.8 2.0

camavanine CoMyo¥ 04y 176.2 + 7.9 3.2

conavanine. M, 30, Colty ,1,0,8 27%.3 -

carnos ine CoWy (0,0, 228.2 +20.5 2.0

citrelline CoMya¥50s 175.2 28,3 2.0

crstathion ine CyMy (H,0,8 222.3 T ke +23.7 1.0

Gitele scid €44, 80,3 169.2 & - 7.0 6.0
cystaine Cy¥y 10,8 121.2 . . - —40.1 2.0
crateine. HC1. 0,0 C M, oH0,8C) - §75.¢ 3 — 2.5 -2.0
cyptoine sulfinie seid CyH,H0, 8 183.2 f - 20,0 1.0
cystine UPLACR S 280.3 ¥ S.2 -2, 4.0

L%disminobetyric sc i €My o0,0, 118.1
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DETERMINACION DE HIERRO

1,10 Fenantrolina: 0.2 gramos en 100 ml de agua caliente.
(lorhidrato de Hidroxilamina: 5 gramos en 100 ml de agua destilada.
Aicetato de Sodio 1M : Disolver 14 gramos en 100 ml de agua destilada.

Solucién Patrén de Hierro (100 ppm): Disolver 0.702 gramos de FeSOa(NH ),S0 .6H20

4°2° 74
(P.M.=392.14) en 100 ml de Acido Sulfurico -

0.1M y luego aforar a un litro con el mismo-

acido.

ELECTROFORESIS

Ininodcidos: Acido aspartico, Histidina, Lisina ¥y una mezcla de los tres en
Amortiguador Tris-Acetato 0.07M pH 7.6 que contenga 10 g/l de

Glucosa.

Minhidrina: Disolver 0.2 gramos en 100 ml de acetona.

ilina-Difenilamina-Acido Fosférico (5:5:1): Mezclar en las proporciones - -
indicadas las siguientes soluciones:
Anilina 10 g/l en écetona, Difenilamina -

10 g/1 en acetona y Acido Fosférico 85%.







