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Introducción 

 

En la actividad agronómica y forestal es importante conocer las características fisicoquímicas de los distintos componentes del agroecosistema a fin de realizar una utilización eficiente de los recursos de manera sustentable. Tanto en la actividad primaria como en la transformación de las materias primas es necesario conocer los componentes presentes en los productos naturales y/o sintéticos, ya sea para su aprovechamiento y comercialización, para cumplir la legislación vigente o para dar respuestas en muchos campos de la investigación.

La mayoría de los autores de este libro contamos con varios años de experiencia como do-centes de Análisis Químico en la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la UNLP. Se trata de una materia de segundo año, para un universo de estudiantes que, en general, a esa altura de la carrera, no imaginan que un Ingeniero Agrónomo o Forestal es un profesional habilitado para realizar análisis químicos. En este sentido, los docentes apreciamos un mayor entusiasmo e interés por parte de los estudiantes al contextualizar y encontrar la aplicación de lo estudiado tanto en lo referido a la profesión como en diferentes temas de actualidad. 

El Análisis Químico comprende el conjunto de técnicas que se emplean para determinar la composición de una muestra. Este análisis puede ser cualitativo, cuando el objetivo es indicar la presencia o ausencia de un componente en la muestra sin determinar la cantidad, o cuantitativo, cuando determinamos la cantidad del componente presente en la muestra. La sociedad recurre a los análisis químicos para resolver problemáticas de diversos sectores, muchos de ellos vincu-lados a actividades agropecuarias y forestales. Mencionamos algunos ejemplos: 

- Procesos agroindustriales (industrias lácteas y de la fermentación, producción de acei-

tes, industrias de la madera, producción de agroquímicos, etc.): los análisis químicos son nece-sarios durante la producción, para el control de calidad desde la materia prima hasta el producto final, para realizar el control del proceso y para el control de vertidos y emisiones generados. 

- Agricultura, silvicultura y ganadería: los análisis químicos se requieren para el control y

dosificación de fertilizantes y fitosanitarios, la detección de tóxicos en suelos, la realización de diagnósticos de carencias nutricionales y la detección de enfermedades, la caracterización de diferentes cultivos y el análisis de su comportamiento frente a situaciones de estrés biótico y abiótico, el análisis de la calidad nutricional de los granos y forrajes, el análisis de la calidad de la semilla, etc.  

- Protección del medio ambiente: los análisis químicos permiten determinar la calidad de

aguas, suelos y aire. Permiten controlar los contaminantes vertidos en diversas producciones, 
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entre las que podemos mencionar criaderos de cerdos y aves, producción intensiva de ganado bovino (feedlots), etc.   

El libro que hemos escrito tiene como finalidad destacar el trabajo de laboratorio como una herramienta necesaria en el campo agronómico y forestal. En cada capítulo planteamos concep-tos básicos de los métodos instrumentales de la disciplina Química Analítica y aplicaciones con-cretas para el estudio de muestras de origen vegetal, fertilizantes, productos agroindustriales, entre otros. Nuestra intención es que el libro proporcione un adecuado balance entre los conte-nidos teóricos que subyacen en cada método instrumental y la propuesta de actividades experi-mentales concretas para llevar a cabo en un laboratorio básico de análisis químico.  

El conocimiento de las bases teóricas permitirá diseñar actividades similares en cada labora-torio en función de su demanda o bien permitirá encontrar estrategias adecuadas para solucionar problemas que puedan surgir en una determinación analítica. Las experiencias detalladas en cada capítulo podrán aplicarse directamente o adaptarse a las posibilidades y necesidades de cada usuario. Así, se pretende brindar conceptos que permitan comprender el fundamento de los métodos instrumentales de uso corriente y presentar casos de estudio que sean de utilidad como puntapié inicial para transferir los procedimientos a nuevos contextos. En cada uno de los ejemplos de aplicación, se incluye la preparación de las muestras, las cuestiones específicas del método, la interpretación de resultados y las medidas de seguridad relacionadas con los reacti-vos y/o equipamiento utilizados. 

Los contenidos están organizados en cinco capítulos. En el Capítulo 1 se exponen conceptos generales del trabajo en el laboratorio y de los métodos instrumentales de análisis químico. Los Capítulos 2 a 5, abordan sucesivamente los fundamentos y procedimientos de cada método ins-trumental en particular. El Capítulo 2 desarrolla los métodos basados en la interacción de la luz con el componente que queremos cuantificar, incluyendo la espectrofotometría de absorción mo-lecular y atómica, la espectrofotometría de emisión atómica y métodos no espectrofotométricos de dispersión. El Capítulo 3 aborda los métodos de cromatografía plana y en columna, incluyendo una breve descripción del equipamiento específico necesario en cada caso. El Capítulo 4 se centra en la electroforesis, la cual constituye una herramienta indispensable de trabajo en estu-dios bioquímicos sobre fisiología de plantas, así como en métodos de biología molecular, los cuales se desarrollan en el Capítulo 5. 

El contenido del libro pretende acercar conceptos teóricos de Química Analítica y Bioquímica a los docentes y estudiantes de disciplinas afines pero que no forman parte del universo de las Ciencias Exactas. Imaginamos que nuestros lectores serán docentes, estudiantes y formadores de recursos humanos de diferentes niveles educativos, desde los últimos años de escuelas se-cundarias, pasando por materias de carreras de grado como Ciencias Veterinarias, Ciencias Agrarias y Forestales, Ciencias Naturales, hasta la primera etapa de formación de los estudiantes de las carreras de maestría y doctorado.  

En síntesis, el libro está pensado como una herramienta que será utilizada en los tres niveles educativos, i.e. pregrado, grado y posgrado, con el objetivo de acompañar el proceso de 
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enseñanza-aprendizaje durante las primeras etapas de formación para el trabajo en un labora-torio de análisis básico de muestras agronómicas y forestales.  

Este libro es principalmente el resultado del trabajo conjunto realizado por un equipo docente de diversa formación básica que considera la contextualización de la química en el campo pro-fesional como una herramienta indispensable en el proceso de enseñanza-aprendizaje. Espera-mos que les sea de utilidad.   

Lorenza Costa, Paula I. Villabrille y Vanesa Y. Ixtaina 
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Prólogo 

 

 

Cuando ingresas como estudiante a la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales los prime-ros cursos con los que te encontrás son los de matemática, física y química y quizás te preguntes ¿para qué? 

Pero será necesario el paso del tiempo para comprenderlo. Para encontrar las respuestas e ir descubriendo en ese recorrido la importancia de los primeros aprendizajes. 

Quizás sea imprescindible afirmar que toda disciplina tiene sus pilares fundamentalmente en el conocimiento, pero también en lo humano, en las personas que forman parte de las instituciones. 

El análisis químico no siempre fue parte del diseño curricular de la carrera de ingeniería agro-nómica y forestal. Fue necesario el aporte desinteresado y visionario iniciado por los docentes Raúl Pérez Duprat e Hilda Castagnasso allá por la década del 90, quienes pudieron ver cómo la química, a través de los análisis, fortalecía la formación general de los egresados y el trabajo interdisciplinario. 

Lorenza Costa —y los jóvenes docentes investigadores que la acompañan— hicieron su ca-mino comprometidos en el crecimiento y difusión de la ciencia y, siguiendo los pasos de los profesores que les precedieron, apuestan a dar cuenta de forma sencilla pero profunda que los métodos químicos, instrumentales, biológicos permiten mejorar la comprensión y resolución de las problemáticas de los sistemas biológicos e ingenieriles, ayudan a predecir las respuestas de los mismos y te enriquecen como egresado en todas tus prácticas profesionales. 

 “Métodos instrumentales básicos para muestras agroforestales” es un libro de Cátedra que vuelve a poner sobre la mesa la importancia del análisis químico y la práctica de laboratorio. Por ello, es irremplazable que lo leas y sea tu libro de consulta. 

 

Elisa Miceli 

La Plata, abril 2023 
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CAPÍTULO 1 

 

Métodos analíticos instrumentales 

para laboratorios agroforestales  

Paula I. Villabrille y Lorenza Costa 

 

En este libro se presentan los fundamentos y procedimientos de los métodos analíticos ins-trumentales utilizados frecuentemente en laboratorios que trabajan con muestras de origen ve-getal. No es un libro de Química Analítica ya que no está destinado a profesionales que se dedi-quen a desarrollar métodos analíticos, sólo pretende ayudar y acompañar durante el trabajo ini-cial de laboratorio a estudiantes y profesionales de otras formaciones académicas. 

En este primer capítulo se desarrollan aspectos generales que se deben tener en cuenta independientemente de cuál será el método instrumental utilizado. Tales temas se abordarán organizados en tres aspectos importantes:  

- Normas generales para el trabajo en el laboratorio

- Concepto general del Análisis Químico instrumental

- Planificación de un procedimiento adecuado para el análisis instrumental

 

Normas generales para el trabajo en el laboratorio 

El trabajo en el ámbito de un laboratorio conlleva riesgos y por ello es necesario conocer las normas generales antes de desarrollar las actividades. Incorporar las normas a la rutina de trabajo conducirá a minimizar los riesgos asociados, generando un espacio de trabajo efi-ciente y seguro para nosotros, las personas que nos rodean y el ambiente. La prevención de accidentes es responsabilidad de todos los que trabajamos en un laboratorio y, por lo tanto, es necesaria la cooperación activa de cada uno.  

Las normas generales y recomendaciones relacionadas con el conocimiento, el sentido co-mún y el bien común en el ámbito de trabajo se pueden agrupar en tres momentos: antes, durante y al final de la actividad de laboratorio. 

Antes de la actividad:

- Se debe tomar conocimiento de las normas generales del lugar, se recomienda leer aten-

tamente el material disponible.   
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- Se debe conocer la ubicación de los elementos de seguridad disponibles, extintores, du-

chas, lavaojos, botiquín, entre otros.  

- El ingreso a un laboratorio debe estar bajo la responsabilidad de algún docente/investi-

gador (tutor). Es importante que siempre se trabaje cuando él esté presente o bien se tenga la autorización correspondiente.    

- Todo trabajo en el laboratorio debe ser cuidadosamente planificado. Se debe tener en 

cuenta que el experimento comienza con el armado del plan de trabajo con el tutor. 

- Se debe conocer el protocolo de uso de cada equipo que se utilice, lo cual es importante 

tanto para el buen funcionamiento del equipo, como para la seguridad individual y colectiva. Se recomienda trabajar siempre con el tutor hasta adquirir experiencia en el manejo del equipo. 

- Se debe conocer el grado de peligrosidad de los productos químicos que se utilicen. Esta 

información está disponible tanto en la etiqueta del envase comercial como en las fichas de datos de seguridad correspondientes. Se recomienda leer la sección sobre manipulación de productos químicos para mayor detalle.  

Durante la actividad: 

- Se recomienda dejar las pertenencias personales (mochila, equipo de mate, libros, etc.) 

en alguna zona de escritorios, mesas o armarios, alejada o fuera del laboratorio. 

- Se debe utilizar la vestimenta adecuada (guardapolvo, preferentemente de algodón y 

mangas largas y calzado cerrado), el pelo largo recogido y los elementos de protección necesa-rios (guantes, gafas, máscara). 

-      No se debe comer, ni fumar en el laboratorio.   

- Se debe mantener limpia y ordenada el área de trabajo, esto incluye rotular el material 

que se utilice para evitar contaminaciones indeseadas. 

- Se debe trabajar concentrado y sin apuro: se recomienda no estar atentos al celular, no 

correr de un lado para el otro, cerrar cajones y/o puertas de los armarios luego de su uso.    

- Se recomienda ser extremadamente prudente con las siguientes pautas: no tocar con las 

manos directamente los reactivos, ni olerlos y mucho menos ¡probarlos!; sujetar siempre los fras-cos de productos químicos con las dos manos y nunca desde la tapa, taparlos inmediatamente después de su uso y, cuando se termine el contenido del envase, se debe lavar apropiadamente (no se deja para lavar en otro momento, es importante pensar en la seguridad de los que com-parten el espacio de trabajo). No se deben reutilizar envases para otros productos sin quitar la etiqueta original. 

- No se deben eliminar por el desagüe de las piletas, aunque sea en pequeñas cantidades, 

productos inflamables, pestilentes, lacrimógenos, no biodegradables, cancerígenos, aquéllos que reaccionan violentamente con el agua o muy tóxicos. 

- En caso de accidente, se debe actuar inmediatamente aplicando el tratamiento especí-

fico adecuado e informar al tutor (o pedir a un compañero que lo haga) para seguir con el plan de contingencia.  
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Al final de la actividad:

-      Se deben dejar los equipos apagados siguiendo los respectivos protocolos de uso.

- Se deben descartar los residuos generados según los procedimientos establecidos en el

lugar de trabajo. Se recomienda leer la sección sobre gestión de residuos para más información. 

-      Se debe dejar el espacio limpio y ordenado.

-      Lavarse las manos antes de abandonar el laboratorio.

Si se trabaja en el ámbito de la UNLP se recomienda revisar los documentos elaborados por la Dirección de Higiene y Seguridad (DHS), tal como el relacionado a la prevención de riesgos en laboratorios (DHS UNLP, 2018).  

 

Manipulación de productos químicos 

El grado de peligrosidad de los productos químicos varía según su composición y estructura química. El riesgo de que este peligro genere efectivamente un impacto adverso (accidentes, problemas de salud, daños al ambiente) depende de factores tales como las cantidades de uso, los tipos de aplicaciones y las posibles vías de exposición a los mismos (dérmica, ocular, inhala-toria, digestiva, parental).  

El Sistema Globalmente Armonizado de clasificación y etiquetado de productos químicos (SGA) (ONU, 2021) unifica criterios a nivel internacional para la comunicación confiable sobre los peligros intrínsecos de todos los productos químicos, los riesgos químicos para la salud hu-mana y el ambiente. En la Figura 1.1 se presentan los pictogramas o símbolos de advertencia definidos por el SGA según la clase de peligro.

[image: ]

 

Figura 1.1. Pictogramas del SGA para identificar la peligrosidad de los productos químicos 
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El uso del SGA es obligatorio en el ámbito laboral (Resolución SRT N° 801/15 y modificato-rias) y se implementa a través de dos elementos de comunicación de peligros: 

-      etiquetado de envases y  

-      Fichas de Datos de Seguridad (FDS) estandarizadas y en idioma español.  

Esto permite establecer las medidas preventivas adecuadas y los procedimientos efectivos ante cualquier situación que pueda presentarse durante la manipulación de productos químicos.  

La etiqueta es la fuente de información básica y obligatoria que identifica al producto y los riesgos asociados a su manipulación. En la Figura 1.2 se muestra un modelo de etiqueta del sistema armonizado. En la misma se incluyen los siguientes datos: la identificación del producto químico, una palabra de advertencia (Alerta o Peligro, que indica la gravedad o el grado relativo de peligro), el(los) pictograma(s) de precaución (composición gráfica que transmite de manera visual el tipo de peligro), las indicaciones de peligro (frase asignada a una clasificación y catego-ría de peligro que describe la naturaleza de los riesgos, por ejemplo ver H314- en la Figura 1.2), los consejos de prudencia (describe las medidas recomendadas para minimizar o prevenir los efectos adversos resultantes de la exposición, por ejemplo, P271- en la Figura 1.2) y la identifi-cación del fabricante/proveedor/distribuidor.  

[image: ]

 

Figura 1.2. Modelo de etiqueta SGA para el ácido clorhídrico (37 % m/m) 

Por su parte, las FDS complementan la función realizada por las etiquetas, brindado una infor-mación mucho más completa y ampliada a otros aspectos relevantes, tales como la gestión de residuos y primeros auxilios. Una FDS consiste en un documento de varias hojas cuyo contenido se organiza siguiendo el orden de 16 secciones: identificación del producto y su(s) peligro(s), com-posición del producto, procedimientos en casos de accidentes derivados de la manipulación, pri-meros auxilios, medidas de lucha contra incendios o vertidos accidentales, precauciones para la 
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manipulación y el almacenamiento seguro, controles de exposición y protección personal, propie-dades físicas y químicas, estabilidad y reactividad, información toxicológica y ecológica, informa-ción relativa al transporte y eliminación del producto, reglamentación y otra información relevante. Las FDS deben ser suministradas por el proveedor de cada producto químico y se deben ubicar en un lugar conocido por todos los usuarios y de fácil acceso en el laboratorio. 

 

Gestión de residuos peligrosos  

La Ley Nacional 24.051 considera peligroso a todo residuo capaz de causar un potencial daño, directa o indirectamente, a seres vivos o contaminar el ambiente. La misma establece que todo generador de residuos peligrosos es responsable de su adecuada gestión.  

Una gestión adecuada implica la minimización y eliminación de las emisiones y liberaciones de sustancias peligrosas al ambiente siguiendo procedimientos previamente establecidos que se deben conocer. Se deben considerar las disposiciones legales vigentes a nivel local para resi-duos. Estas se pueden consultar con el referente de Seguridad e Higiene del lugar de trabajo.  

Es importante destacar que:  

- Las soluciones de ácidos y/o bases con concentraciones menores a 0,1 M se pueden 

desechar por las piletas con suficiente agua corriente para producir una dilución conveniente (1:10 v/v). 

- Se prohíbe el descarte de líquidos inflamables o tóxicos o corrosivos por los desagües 

de las piletas, sanitarios o recipientes comunes para residuos. En cada caso se deben seguir los procedimientos establecidos para la gestión de residuos.  

- Los residuos se deben separar y envasar en recipientes adecuados de vidrio, plástico o 

bolsas plásticas, perfectamente identificados y rotulados según la normativa vigente (categorías indicadas en los Anexos I y II, Ley 24.051).  

 

Concepto general del Análisis Químico Instrumental 

Se define como Química Analítica a la rama de la Química que describe la composición cua-litativa y cuantitativa de una muestra. Para lograrlo se utilizan métodos analíticos que permiten determinar qué componentes y en qué cantidad se encuentran presentes en la muestra. En los métodos analíticos se denomina analito al componente que se quiere identificar y/o cuantificar. 

En particular, dentro de los métodos analíticos se denominan métodos instrumentales a aque-llos que se basan en el uso de un equipo o instrumento para medir alguna propiedad fisicoquí-mica que se relaciona con el analito. Dentro de los métodos instrumentales se encuentran aque-llos basados en medidas de conductividad o de potencial de electrodo que se relacionan con la concentración del analito, mediciones de intensidad de luz luego de su interacción con el analito, o medidas de desplazamiento del analito bajo determinadas condiciones que permitirán separar a los componentes y posteriormente cuantificarlos. En todos los casos, se utiliza un equipo y un 
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procedimiento específico para realizar las mediciones, algunos de los cuales, se desarrollan en detalle en cada uno de los capítulos posteriores de este libro. 

Ahora bien, en todos los métodos instrumentales, para transformar la medida del equipo que se utiliza en concentración de analito, se necesita construir una curva de calibración. La idea general de una curva de calibración consiste en preparar en el laboratorio soluciones de concentración conocida del analito que se quiere cuantificar y realizar las mediciones en el equipo utilizado. De este modo se puede construir un gráfico de coordenadas cartesianas en el que se representa en el eje de las X las concentraciones conocidas del analito y en el eje de las Y la medida en el equipo que corresponde. Con esta representación gráfica de pares ordenados (x, y) = (concentración, medida en el equipo) se obtiene una relación entre ambos que generalmente será lineal. A partir del gráfico construido o de la ecuación matemática que lo representa se puede convertir una medida en el equipo de una muestra desconocida en un valor de concentración de analito. Por lo tanto, la curva de calibración es la herramienta que permitirá transformar las me-didas del equipo en concentración de analito. 

Para reforzar el concepto de una curva de calibración se considera el siguiente ejemplo con-creto. Se necesita construir una curva de calibración para medir el contenido de calcio en mues-tras de leche mediante un método instrumental.  

El analito que queremos cuantificar será el ion calcio, por lo tanto, se preparan en el labora-torio soluciones de diferentes concentraciones conocidas de ion calcio utilizando cloruro de calcio (CaCl2) y agua destilada. Se preparan por lo menos cinco concentraciones diferentes de ion cal-cio: 0, 25, 50, 75 y 100 ppm (mg·L-1). Estas soluciones, de concentración conocida, se utilizan para realizar el procedimiento correspondiente al método instrumental que estamos usando  y se realizan las medidas en el equipo indicado. Como resultado, se obtiene para cada concentración de ion calcio la medida correspondiente en el equipo (Figura 1.3). 

[image: ]

 

Figura 1.3. Curva de calibración. 

Se muestra la tabla de pares ordenados (x, y); el gráfico correspondiente en el que se trazó la recta que mejor ajusta 

los puntos obtenidos y la ecuación de la recta obtenida. 

Respecto al uso de una curva de calibración se debe tener presente tres puntos importantes: 

1- Cada equipo tendrá un rango de validez para las medidas de concentración 
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2- Las muestras desconocidas deben estar comprendidas dentro del rango de validez para el equipo utilizado (dentro del rango de concentraciones que abarca la calibración) 

3- La dependencia entre las medidas del equipo y la concentración conocida de analitos que se usa para construir la curva de calibración debe tener valor estadístico. Si se trata de una dependencia lineal, esto significa que el coeficiente de correlación entre la medida y la concen-tración conocida debe ser cercano a 1. Para profundizar este concepto se recomienda la lectura de un texto de Cálculo Estadístico, Hines y col. (2006). 

En todo método instrumental se obtiene un resultado, una medida del contenido del analito en la muestra. Un concepto inherente a todo análisis cuantitativo es la existencia de errores en la medición. Es un hecho real que el resultado obtenido siempre difiere del valor real del analito en la muestra, se asume que el valor obtenido está afectado por un cierto error. Dicho error tiene dos componentes: errores sistemáticos y aleatorios.  

Los errores sistemáticos o determinados tienen una causa definida, provocan un error por ex-ceso o por defecto en el resultado, en otras palabras, todas las mediciones darán por exceso o por defecto. Este tipo de errores pueden detectarse y corregirse. Las causas de estos errores pueden ser inherentes al método utilizado, errores del instrumento o de algún reactivo y errores del operador.   

Los errores aleatorios o indeterminados son los que ocurren ocasionalmente y pueden darse como errores positivos o negativos aleatoriamente, no tienen siempre la misma tendencia. Los errores aleatorios ocurren en toda medición. A diferencia de los errores determinados, los indeterminados no se pueden corregir. Para disminuir estos errores inevitables, se realizan re-peticiones del análisis. Ninguna de las mediciones arroja el valor verdadero del analito en la muestra y, por lo tanto, el resultado del análisis será el valor más probable calculado como el promedio de las mediciones realizadas a la misma muestra y se determinará además la preci-sión del resultado que será una medida de cuan dispersos son los resultados obtenidos para una misma muestra. De manera sencilla, se puede definir la precisión como la capacidad de un método de análisis para obtener resultados similares en varios análisis realizados a una misma muestra, es decir, sería una medida de la repetibilidad de los resultados. La forma más utilizada para medir la repetibilidad de los resultados es calcular su desvío estándar.  

[image: ]

 

Para ampliar estos conceptos se recomienda la lectura de los Capítulos 3 (Error experimental) y 4 (Estadística) del libro de Análisis Químico Cuantitativo, Harris (2016). 
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Etapas iniciales para la aplicación del método 

analítico instrumental 

La planificación adecuada para realizar el análisis en el laboratorio mediante un método ins-trumental incluye varias etapas que serán comunes para todos los métodos. Según Zumbado Fernández (2004) dentro de la planificación debemos incluir las siguientes etapas: definición de los objetivos, selección del método analítico, muestreo, preparación de la muestra, determinación (protocolo del método analítico seleccionado) y finalmente cálculos, reporte e interpretación de los resultados.  

Definición de los objetivos 

¿Qué analito voy a cuantificar? ¿A partir de qué muestra voy a trabajar, es decir, cuál es la matriz en la que se encuentra el analito? ¿El analito es un componente mayoritario de la muestra o es un contaminante?

Selección del método analítico 

Este es un punto muy importante de la planificación. Para seleccionar el método más ade-cuado se deben tener en cuenta tres aspectos relevantes: el tipo de analito que vamos a cuanti-ficar, las características de la matriz en la que se encuentra y que sea un método validado. Los métodos elegidos dependerán del estado de agregación de la muestra y de la complejidad de su composición, ya que de ello dependen las interferencias que pueden aparecer. Por último, un concepto muy importante a tener en cuenta es que el método elegido permita obtener resultados reproducibles y confiables, es decir, que sea validado. Los criterios de validación los establecen organizaciones internacionales como AOAC, (2000); Codex Alimentarius, (2001) y IUPAC (2002). Si bien el objetivo de este libro no es contribuir con la formación de profesionales que van a desarrollar métodos analíticos, sino que se asume que los métodos que se van a utilizar corresponden a métodos validados, es importante que el profesional tenga una idea general so-bre el significado de un método validado. Para definir si un método está validado, los organismos analizan características tales como la exactitud (precisión y veracidad), selectividad, linealidad, sensibilidad, robustez y límite de detección y cuantificación de cada método. Para profundizar en este tema se recomienda la lectura del Capítulo 1, páginas 28-38, del libro Análisis Químico de los alimentos. Métodos clásicos, cuyo autor es Héctor Zumbado Fernández (2004). 

Muestreo y preparación de la muestra 

En la mayoría de los casos, quienes realizan el trabajo en el laboratorio reciben la muestra, por lo tanto, no participan del muestreo original, el que se realiza en el lugar de producción y que se denominará a campo. Sin embargo, es importante tener conocimientos de la forma correcta en que se debe tomar la muestra fuera del laboratorio, ya que el resultado obtenido también depende fuertemente de la calidad del muestreo realizado a campo. La muestra que se recibe en el laboratorio debe ser representativa  del material que se quiere analizar (lote, partida, 
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cultivo, parcela, fuente de agua, cosecha, etc.). Por regla general, para las determinaciones en el laboratorio se trabajará con un número de 3 a 5 muestras iniciales. No menos de 3 para ase-gurarnos un análisis estadístico que nos permita evaluar la calidad de los resultados obtenidos. La elección de un número máximo de 5 muestras tiene que ver con el tiempo que demandará el análisis y el costo de reactivos, pero obviamente cuanto mayor sea el número de muestras ana-lizadas más representativo será el resultado obtenido. Las muestras que se procesan en el labo-ratorio podrán ser individuales o bien compuestas, es decir, muestras que se arman por combi-nación de muestras individuales. Por último, se debe procesar la muestra para que sea lo más homogénea posible. En general, si se trata de muestras líquidas se homogenizan por agitación y, si se trata de muestras sólidas, generalmente se secan y trituran o se congelan y trituran. A partir de este punto, cada método analítico que se estudie tiene su procedimiento particular de preparación de la muestra, por lo tanto, se analizará en cada capítulo en particular. 

A modo de ejemplo, se plantea la recepción en el laboratorio de un muestreo realizado para un análisis foliar de un lote de Eucalyptus globulus. Se reciben en el laboratorio muestras de hojas provenientes de 25 árboles identificados individualmente (A1, A2, A3,…, A23, A24 y A25) y seleccionados al azar dentro del lote. Cada muestra está formada por 100 hojas del árbol. 

Al planificar el análisis en el laboratorio, se debe decidir el número de muestras con las que se va a trabajar. Obviamente no se realiza el análisis individual de cada árbol por una cuestión de tiempo y costos, ya que serían 25 muestras. Una decisión adecuada para obtener un buen resultado sería trabajar con 5 muestras compuestas (M), cada una de las cuales será la combi-nación de 5 árboles, por ejemplo: 

M1: compuesta por A1, A2, A3, A4 y A5 

M2: compuesta por A6, A7, A8, A9 y A10 

Lo mismo para M3, M4 y M5. Por lo tanto, dado que de cada árbol entregaron 100 hojas, cada muestra tendrá un total de 500 hojas. Las hojas de cada muestra serán trituradas para transfor-marlas en muestras homogéneas antes de realizar el método analítico. Por lo tanto, a partir de las hojas trituradas se tomará la porción de muestra homogénea que se utilizará para hacer el método analítico, es decir, se tomará la alícuota.

Se describieron hasta aquí los puntos importantes de las tres primeras etapas de la planifica-ción de un análisis químico. Los pasos siguientes, desde la preparación de la muestra en ade-lante, serán desarrollados para cada método en particular en los capítulos siguientes.  
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CAPÍTULO 2  

 

Métodos basados en la interacción del analito 

con la luz 

Agustina Buet, Nadia S. Rolny y Paula I. Villabrille 

 

En este capítulo, se consideran tres tipos de interacción entre el analito y la luz: absorción, emisión y dispersión. Se describen los fundamentos de los métodos basados en dichas interac-ciones para determinar la concentración del analito presente en una muestra (análisis químico cuantitativo) y se presentan ejemplos de aplicación en cada caso. 

 

Conceptos generales sobre la interacción del analito con la luz 

¿Qué es la luz? 

La luz es definida por la Física Clásica como una radiación electromagnética y se describe como una onda transversal a la dirección de propagación. Cada onda se caracteriza por un con-junto de parámetros que la definen: longitud de onda, número de onda, amplitud de onda y fre-cuencia de onda. La longitud de onda (λ) corresponde a la distancia que existe entre dos máxi-mos o dos mínimos de la onda y se mide en unidades de longitud (cm, µm, nm, etc.) (Figura 2.1). El número de onda ( ⊽) corresponde a la inversa de la longitud de onda y se mide en (unidades de longitud)-1, por ejemplo, cm-1; nm-1. La amplitud de onda (A) se refiere a la distancia entre la línea de avance y el máximo de la onda y también se mide en unidades de longitud (Figura 2.1). En tanto que la frecuencia de onda (ν) representa el número de veces que pasa la onda completa por un punto fijo por unidad de tiempo, se mide en hercios (1 Hz = 1/s = s-1). 

[image: ]

 

Figura 2.1. Representación bidimensional de una onda electromagnética.  

El eje vertical (eje y) puede ser el campo eléctrico o magnético y el eje horizontal (eje x) 

puede ser el tiempo o la distancia. 
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Los parámetros que caracterizan a una radiación electromagnética están relacionados entre sí de la siguiente manera: 

𝑐𝑐

𝜈𝜈 =

𝜆𝜆

donde ν se refiere a la frecuencia, c es la velocidad de la luz en el vacío, una constante cuyo valor es 3x108 m⋅s-1 o 3x1010 cm⋅s-1. La unidad de medida para la longitud de onda (λ) común-mente utilizada en los métodos aquí presentados es nanómetros (1 nm = 10-9 m). 

A partir de la Física Cuántica, se agregó el concepto de dualidad onda-partícula y se co-menzó a interpretar a la luz como una onda de fotones que se propagan. Dichos fotones repre-sentan paquetes discretos de energía denominados cuantos. Con este nuevo concepto, se inter-preta a la luz como una onda que propaga energía. La energía de la onda (radiación electromag-nética) queda definida como:  

𝐸𝐸 = ℎ ∙ 𝜈𝜈

donde h corresponde a la constante de Planck, siendo su valor de 6,63x10-34 J⋅s. Considerando que     𝑐𝑐 𝜈𝜈 =, se puede reemplazar en la expresión de energía:  

𝜆𝜆

𝑐𝑐

𝐸𝐸 = ℎ ∙

𝜆𝜆

A partir de ambas expresiones, se puede relacionar claramente que cuanto mayor es la fre-cuencia de la radiación electromagnética mayor será su energía. En cambio, cuanto mayor es la longitud de onda de la radiación electromagnética menor será su energía. 

 

¿Qué es el espectro electromagnético? 

El conjunto de radiaciones electromagnéticas de diferentes longitudes de onda conforma el espectro electromagnético abarcando desde los rayos ɣ hasta las ondas de radio (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Representación esquemática del espectro electromagnético 
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Aquellas longitudes de onda que corresponden al rango entre 380-780 nm pertenecen a lo que se denomina región visible del espectro ya que las radiaciones electromagnéticas de estas longitudes de onda afectan la retina del ojo humano y provocan que observemos colores. La luz blanca contiene todos los colores del espectro visible y, por lo tanto, es un ejemplo de fuente de luz policromática (luz formada por varias longitudes de onda). En cambio, si la luz tiene un solo color, una única longitud de onda, se denomina luz monocromática.  

A cada extremo de la región visible, se ubican la región infrarroja (con λ mayores a 780 nm) y la región ultravioleta (UV) (con λ menores a 380 nm). Como se ha mencionado, la energía de una radiación electromagnética es inversamente proporcional a su longitud de onda ( 𝑐𝑐  𝐸𝐸  =  ℎ  ⋅), 

𝜆𝜆

por lo tanto, los rayos visibles tienen menor energía que los rayos UV, pero mayor energía que los rayos infrarrojos. 

 

¿Qué sucede cuando un átomo absorbe luz? 

Dentro de un átomo, los electrones ocupan niveles discretos de energía (concepto que deriva de la Teoría Cuántica). Estos niveles se denominan con números enteros (1, 2, 3, etc.) y a medida que aumenta el nivel de energía, mayor es el número de orbitales presentes en cada nivel. Los electrones ocupan orbitales denominados con letras (s, p, d, etc.) y en cada orbital se ubican como máximo dos electrones apareados. Como ejemplo, el primer nivel sólo tiene 1 orbital (1s), en tanto que el segundo nivel posee 4 orbitales (2s, 2px, 2py, 2pz). De acuerdo con la posición de un átomo en la tabla periódica, se puede deducir la estructura electrónica del mismo. Por ejemplo, el átomo de sodio (Na), que tiene el número atómico 11, pertenece al período 3 y grupo 1. Esto quiere decir que tiene 11 electrones en total, los que ocupan hasta el tercer nivel de energía electrónica, que tiene 1 solo electrón en el último nivel: 1s2, 2s2  y 2p6, 3s1. Teniendo en cuenta la estructura interna del átomo, cuando los electrones absorben una cantidad de energía adecuada pueden pasar de un nivel energético a otro de mayor energía (Figura 2.3). Este proceso se denomina transición electrónica, en el cual los electrones que están en su condición de menor energía posible ( estado funda-mental) pasan a un estado de mayor energía (estado excitado). La diferencia de energía entre los niveles son cantidades discretas de energía (determinados valores de h·ν)  que resulta característica para cada átomo. 
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Figura 2.3. Representación esquemática de los niveles de energía en un átomo.  

E0, E1 y E2 representan los niveles electrónicos dentro del átomo. Para simplificar el esquema no se dibu-

jaron los orbitales (s, p, etc.) dentro de cada nivel energético. La flecha azul representa un salto electró-

nico entre el nivel fundamental y el primer nivel excitado. La flecha gris indica el regreso al estado funda-

mental (proceso de relajación). 

 

¿Qué sucede cuando una molécula absorbe luz? 

Una molécula está formada por la unión entre átomos; estas uniones no son estáticas ya que permanentemente vibran y rotan. Por lo tanto, la energía interna (E) de una molécula com-prende tres componentes: E rotacional, E vibracional y E electrónica. Esto se debe a que los electrones que establecen la unión entre átomos dentro de la molécula tendrán determinado nivel energético de vibración y de rotación, además de su nivel electrónico. En consecuencia, las mo-léculas pueden absorber radiación electromagnética y sufrir transiciones rotacionales, vibra-cionales y electrónicas según la energía absorbida, siendo menor la energía requerida para las transiciones rotacionales y mayor para las transiciones electrónicas (Figura 2.4). Por consi-guiente, la energía de la radiación de microondas alcanza sólo para transiciones rotacionales, en tanto que la energía de la radiación infrarroja alcanza para las transiciones vibracionales y rota-cionales, mientras que la energía de las radiaciones visibles y UV alcanza para producir transi-ciones electrónicas, vibracionales y rotacionales.  
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Figura 2.4. Representación esquemática de los niveles de energía en una molécula: electrónicos (E0, E1); vibracionales 

(0, 1, 2, 3) y rotacionales (0, 1, 2).  

La excitación en la molécula puede ser rotacional (flecha roja), vibracional (flecha amarilla) o electrónica (flecha azul). 

Para simplificar el esquema, los niveles rotacionales (en color gris) se dibujaron sólo en el nivel electrónico E0, pero 

este esquema se repite en todos los niveles energéticos. 
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¿Qué sucede con un átomo y una molécula excitados? 

Tanto los átomos como las moléculas excitados son inestables y, rápidamente, buscarán la manera de regresar al nivel de menor energía, eliminando el exceso de energía a través de un proceso de relajación. Esto puede ocurrir por diversos fenómenos: liberación de calor y/o emi-sión de luz (Figura 2.3, flecha gris y Figura 2.4, flecha gris, para el caso del átomo y la molécula, respectivamente). 

 

Clasificación de los métodos basados en la interacción  de los analitos con la luz 

Según el tipo de interacción entre los analitos y la luz, los métodos de análisis químico cuan-titativo que se tratarán en este capítulo se dividen en: 

-  Espectrofotometría de absorción molecular y atómica -  Espectrofotometría de emisión atómica -  Métodos no espectrofotométricos de dispersión 

La espectrofotometría de absorción se basa en la medida de la luz absorbida para excitar el analito, en tanto que la espectrofotometría de emisión mide la luz emitida por el analito previa-mente excitado. En ambos métodos, el analito debe estar formando parte de una solución antes de ser introducido en el equipo de medición. Por otra parte, los métodos no espectrofotométricos se basan en la medición de la dispersión de la luz por parte del analito para lo cual será necesario que el analito se encuentre conformando partículas en suspensión.   

 

Espectrofotometría de absorción 

Si se imagina un haz de luz monocromática atravesando una solución que contiene una especie absorbente, la potencia del haz de luz emergente (P) disminuye respecto del haz inci-dente (P0) como consecuencia de la absorción de energía por parte de las especies absorben-tes presentes en la solución (Figura 2.5). 
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Figura 2.5. Dibujo que representa un haz de luz monocromática que incide sobre una solución absorbente.  

P0: potencia del haz incidente y P: potencia del haz emergente. La potencia del haz emergente será menor que la po-

tencia del haz incidente debido al fenómeno de absorción que ocurre en la solución. 
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A partir de la absorción de luz por parte de la especie absorbente, hay dos conceptos relacio-nados entre sí: transmitancia (T) y absorbancia (A). Se define como transmitancia a la fracción de luz que deja pasar dicha solución, por lo tanto, puede valer entre 0 y 1:  

Transmitancia               𝑃𝑃 𝑇𝑇  = 

𝑃𝑃 0

La transmitancia porcentual (T%) corresponde a 100 ⋅ 𝑇𝑇 y puede tomar valores entre 0 y 100 %. La absorbancia se define a partir de la transmitancia como: 

Absorbancia                     𝑃𝑃 𝐴𝐴 =  − 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 ( ) = −𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑇𝑇

𝑃𝑃 0

De las expresiones matemáticas presentadas, se puede deducir que cuanto mayor es la A, menor será la T, es decir que, si una solución absorbe mucho, transmitirá poco. Se puede ob-servar además que, de acuerdo con la definición de T y A, ambas propiedades son adimensio-nales, ya que se definen a partir de un cociente de la misma magnitud (P/P0). En la espectrofo-tometría de absorción, se mide la absorbancia (A), ya que es directamente proporcional a la concentración de la especie que absorbe luz en la muestra.  

 

Espectrofotometría de absorción molecular UV-visible 

La espectrofotometría de absorción molecular en la región UV y visible tiene una amplia apli-cación para el análisis cuantitativo de moléculas orgánicas, inorgánicas y bioquímicas. 

 

Fundamento del método 

Para medir la concentración de un analito por este método es necesario que el analito (o un producto de reacción del analito) tenga la propiedad de absorber luz en la región del UV-visible del espectro electromagnético. Tal como se describió previamente, cuando dicho haz de luz in-cide sobre la solución del analito, éste absorbe energía, la que utiliza para pasar de su estado fundamental de energía a un estado excitado, produciéndose transiciones rotacionales, vibra-cionales y electrónicas en la molécula de interés. 

¿Cómo se relaciona la medida de absorbancia con la concentración? Ley de Lambert-Beer 

Cuando un haz de luz monocromática atraviesa una solución, la absorbancia es directamente proporcional a la  distancia recorrida por la luz atravesando la solución absorbente y a la 
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concentración de la especie absorbente en la solución. La distancia recorrida por la luz atrave-sando la solución se denomina camino óptico y se mide generalmente en cm (Figura 2.6). 

[image: ]

 

Figura 2.6. Esquema que representa el fenómeno que describe la ley de Lambert-Beer.  

P0 es la potencia del haz de luz monocromática incidente; P es la potencia del haz emergente; 

c es la concentración, y b es el camino óptico. 

La representación matemática de la Ley de Lambert-Beer es: 

𝐴𝐴  = 𝜀𝜀 ⋅ 𝑏𝑏 ⋅ 𝑐𝑐

donde:

A: absorbancia, magnitud adimensional 

ε: absortividad molar, constante que se define como la unidad de absorbancia por unidad de concentración y por unidad de longitud de la trayectoria de luz; depende de la naturaleza de la solución y de la longitud de onda de la luz incidente. En general, su unidad es la inversa de la molaridad por la inversa de cm, es decir (M⋅cm)-1 ó L⋅mol-1⋅cm-1 b: camino óptico, en general se mide en cm c: concentración de la especie absorbente expresada en molaridad (M) 

Dado que la absorbancia y la absortividad molar dependen de la longitud de onda de la luz incidente, muchas veces se expresa la ecuación de Lambert-Beer como una función de la longi-tud de onda: 

𝐴𝐴(𝜆𝜆)  = 𝜀𝜀(𝜆𝜆) ⋅ 𝑏𝑏 ⋅ 𝑐𝑐

Con cierta frecuencia, se utiliza como constante de proporcionalidad la absortividad (a) en lugar de la absortividad molar en la Ley de Lambert-Beer:  

𝐴𝐴  = 𝑎𝑎 ⋅ 𝑏𝑏 ⋅ 𝑐𝑐

Las unidades de a son (L⋅g-1⋅cm-1) y, por lo tanto, en este caso, la concentración del analito se debe expresar en g⋅L-1. 

La Ley de Lambert-Beer es una ley límite, sólo se cumple en condiciones de luz monocro-mática y soluciones diluidas. 

 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES  |  UNLP   25 

MÉTODOS INSTRUMENTALES BÁSICOS PARA MUESTRAS AGROFORESTALES – L. COSTA, P. I. VILLABRILLE Y V. Y. IXTAINA (COORDINADORAS) 

Representación gráfica de la Ley de Lambert-Beer 

La Figura 2.7 representa la absorbancia medida a una determinada longitud de onda en fun-ción de la concentración de un analito. Se puede observar que la representación gráfica de la Ley de Lambert-Beer es una recta. En el eje de las ordenadas (eje Y) se representan los valores de A y en el eje de las abscisas (eje X) se representan las concentraciones del analito. La pen-diente de la recta corresponde al producto 𝜀𝜀 ∙ 𝑏𝑏. 
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Figura 2.7. Ejemplo de representación gráfica de la relación entre absorbancia 

y concentración (Ley de Lambert-Beer) 

¿Por qué se pierde la linealidad entre A y c? Desviaciones de la Ley de Lambert-Beer 

-      Si la solución del analito es concentrada (en general, mayor a 1x10-2 M) se pierde la relación lineal entre la A y la c; las moléculas muy próximas entre sí comienzan a interferir entre ellas en el proceso de absorción de energía. Se suele decir que la recta se “plancha” a altas concentraciones. 

- Desviaciones químicas: se pierde la relación lineal entre A y c cuando existen interferen-

cias en la solución, tales como asociación o disociación del analito en solución, reacciones del analito con el solvente y presencia de otros componentes en la muestra que también absorben luz incidente. 

- Desviaciones instrumentales: la Ley de Lambert-Beer se aplica usando luz monocro-

mática. Sin embargo, en la práctica, el espectrofotómetro utiliza una fuente policromática de luz y, mediante un sistema óptico adecuado (una red de difracción o un filtro), se selecciona un segmento de longitudes de onda centrado en aquella que se desea utilizar; a este segmento se lo denomina banda. Por este motivo, es muy importante elegir adecuadamente la longitud de onda de trabajo. 

¿Cómo se elige la longitud de onda de trabajo? 

Para ello se utiliza el espectro de absorción, que es un gráfico característico para cada especie absorbente en el que se representan las absorbancias en función de la longitud de onda de la luz incidente (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Representación de un espectro de absorción de un analito. 

A es la banda de longitudes de onda centrada en λA  y B es la banda de longitudes de onda centrada en λB. 

Si se analiza la banda centrada en la longitud de onda λB, se concluye que no hay gran varia-ción en la lectura de absorbancia a lo largo de esa banda. Por el contrario, la banda centrada en la longitud de onda λA, muestra una variación importante en la lectura de absorbancia a lo largo de la banda. Concretamente, se debe elegir una longitud de onda ubicada en una región plana del espectro de absorción correspondiente (como λB en el espectro de la Figura 2.8) a fin de minimizar el error instrumental. 

¿Qué ocurre si en la solución de estudio hay otras especies absorbentes además del analito? Si dichas especies absorben a la misma longitud de onda que el analito, pero sin interaccionar con éste, las absorbancias se suman. Entonces se aplica la Ley de Lambert-Beer mediante la siguiente expresión: 

𝐴𝐴 𝑡𝑡𝑙𝑙𝑡𝑡𝑎𝑎𝑙𝑙𝜆𝜆 = 𝐴𝐴1 + 𝐴𝐴2+. . . +𝐴𝐴𝑛𝑛 = 𝜀𝜀1 ⋅ 𝑏𝑏 ⋅ 𝑐𝑐 1 + 𝜀𝜀2 ⋅ 𝑏𝑏 ⋅ 𝑐𝑐2+. . . +𝜀𝜀𝑛𝑛 ⋅ 𝑏𝑏 ⋅ 𝑐𝑐𝑛𝑛

Es decir, la absorbancia total en una longitud de onda única (λ) para una muestra de componentes múltiples (1, 2, ..., n) es la suma de las absorbancias individuales (A1, A2, …, An) y se deben realizar medidas de absorbancia total a tantas longitudes de onda comunes como componentes tenga la mezcla. Un ejemplo de este caso es la determinación de pigmentos (clorofilas y carotenoides) en extractos vegetales. En relación con ésta, se recomienda la lectura de Lichtenthaler (1987, pp. 359-366) donde se presentan las expresiones de cálculo correspondientes a cada longitud de onda, te-niendo en cuenta la presencia simultánea de dichos pigmentos en el extracto de interés. 

 

Descripción del equipo básico 

En la espectrofotometría de absorción molecular, el equipo que se utiliza se denomina espec-trofotómetro UV-visible. Este equipo permite medir la absorbancia en las regiones visible y UV 
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del espectro electromagnético. En la Figura 2.9, se muestra un espectrofotómetro Shimadzu-UV mini-1240 de simple haz. Se puede observar la cavidad donde se ubica la cubeta, recipiente que se utiliza para contener la muestra líquida a medir. 
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Figura 2.9. Fotografías de un espectrofotómetro UV-visible Shimadzu-UV mini-1240 

La Figura 2.10 muestra los componentes de un espectrofotómetro UV-visible, que se detallan a continuación: 

- Fuente de luz policromática. Para la región visible se selecciona la lámpara de tungsteno 

y para la región UV la lámpara de deuterio.  

- Sistema óptico (colimador, monocromador). Este componente es fundamental, ya que 

permite generar una luz que se asemeja a una monocromática. Cuanto mejor es el monocroma-dor más estrecho será el intervalo de longitudes de onda del haz producido. 

- Cubeta (debe ser de un material transparente a la región espectral de interés, de vidrio 

o de plástico para el visible y de cuarzo para UV). El ancho de la cubeta se asocia al camino óptico (b). 

- Detector (Fototubo). Dispositivo que transforma la radiación en energía eléctrica capaz 

de ser medida. 

-      Procesador y lector de la señal. 
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Figura 2.10. Representación esquemática de los componentes de un espectrofotómetro UV-visible de simple haz 
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¿Cómo se puede determinar la concentración de un analito utilizando el método espectro-fotometría de absorción molecular UV-visible? 

-      Utilizando la ecuación de la Ley de Lambert-Beer. Se aplica cuando se conoce el valor de la absortividad molar (ε) para el analito que se quiere cuantificar a la longitud de onda de trabajo y en la solución utilizada (datos de bibliografía). En estos casos, se mide la absorban-cia de la muestra a analizar y utilizando la ecuación de la Ley de Lambert-Beer se puede despejar el valor de la concentración. Esta modalidad de trabajo es la que se utiliza para medir pigmentos en extractos vegetales o productos agroindustriales. 

-      Utilizando el procedimiento de la curva de calibración. Se aplica cuando los valores de absortividad molar no se conocen y en los casos en los que se necesita realizar una reacción previa para lograr que el analito se transforme en una especie absorbente de luz UV o visible. En este procedimiento se prepara una serie de soluciones de concentración conocida del analito que se quiere cuantificar, se lleva a cabo la reacción previa para generar el compuesto absor-bente y luego se mide la absorbancia de estas soluciones absorbentes en el espectrofotómetro UV-visible. La recta de calibración (curva de calibración) obtenida será la referencia para trans-formar la medida de absorbancia de una muestra desconocida en un valor de concentración para el analito. El concepto general de la curva de calibración fue presentado en el Capítulo 1.  

 

Ejemplos de aplicación de espectrofotometría de absorción molecular 

Determinación rápida del contenido de β-caroteno en zanahorias por espectrofotometría de absorción molecular en el visible 

Los pigmentos que dan sus colores atractivos a frutas y verduras, ¿son funcionales única-mente a los vegetales? Varios estudios han puesto de manifiesto las propiedades antioxidantes y antitumorales de pigmentos carotenoides. Por ello, desde el punto de vista nutricional, el interés por estos pigmentos se ha intensificado notablemente. El contenido de carotenoides en vegetales se puede determinar por espectrofotometría de absorción molecular en el visible. 

Procedimiento analítico basado en el trabajo de Olives Barba y col. (2006) 

Preparación de la muestra: las verduras frescas se cortan, trituran y homogeneizan en un molinillo para obtener una muestra representativa para el análisis de carotenoides. Se pesan 3 g de muestra y se mezclan con 100 mL del solvente de extracción (n-hexano:acetona:etanol, 50:25:25) en un recipiente protegido de la luz. Se agita magnéticamente durante 30 min y se obtienen los extractos por centrifugación.  

Curva de calibración:  se prepara una serie de soluciones de concentración conocida (entre 0,47 y 9,32 𝜇𝜇M) del patrón de referencia certificado de β-caroteno en n-hexano y una solución blanco que no contenga el pigmento. Se registra el espectro de absorción de una de las soluciones de β-caroteno en n-hexano y se selecciona la longitud de onda óptima de trabajo (λ=446 nm). Para ello, se utiliza un espectrofotómetro UV-visible con una lámpara de tungsteno como fuente luz policromática y una cubeta de plástico para contener la solución a 

 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES  |  UNLP   29 

MÉTODOS INSTRUMENTALES BÁSICOS PARA MUESTRAS AGROFORESTALES – L. COSTA, P. I. VILLABRILLE Y V. Y. IXTAINA (COORDINADORAS) 

medir. Se mide el valor de absorbancia para cada una de las soluciones preparadas a λ=446 nm. Se construye la curva de calibración con la serie de datos de pares ordenados (c, A), donde c, concentración de β-caroteno ( 𝜇𝜇M) y A, absorbancia medida a λ.

Medición y obtención del resultado: la cuantificación en la capa de n-hexano de los extrac-tos se realiza a partir de la medida de la absorbancia a λ=446 nm en las condiciones menciona-das previamente. Fórmula de cálculo: 

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶                                     𝜇𝜇𝜇𝜇        𝐴𝐴(𝜆𝜆)−𝑏𝑏          𝜇𝜇𝜇𝜇        𝑉𝑉(𝑚𝑚𝑚𝑚)      1𝜇𝜇 ó 𝐶𝐶 𝑑𝑑𝐶𝐶 𝛽𝛽 − 𝑐𝑐𝑎𝑎𝐶𝐶𝑙𝑙𝑡𝑡𝐶𝐶𝐶𝐶𝑙𝑙 ( ) = ⋅ 𝑀𝑀 ( ) ⋅ ⋅

𝜇𝜇             𝑚𝑚             𝜇𝜇𝑚𝑚𝜇𝜇𝜇𝜇      1000 𝑚𝑚𝑚𝑚   𝑎𝑎(𝜇𝜇)

donde A(λ): absorbancia medida del extracto, b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, V: volumen de solvente de extracción (100 mL, en este caso), a: alícuota de la muestra (3 g, en este caso), M: masa molar de β-caroteno (536,87 g⋅mol- 1). 

Interferencias: la cuantificación de β-caroteno por este método espectrofotométrico da lugar a la sobreestimación del contenido de carotenoides en alimentos ricos en licopeno, como el to-mate o la sandía, debido a la superposición de las bandas de absorción de los espectros de ambos pigmentos. 

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: se debe consultar el protocolo interno del laboratorio y las fichas de datos de seguridad de los reactivos utilizados durante la actividad práctica, a fin de mantener la seguridad y salud en la utilización de productos químicos y el manejo responsable del equipamiento empleado. 

En particular, se deben tomar medidas de precaución en la manipulación de los solventes orgáni-cos para preparar la mezcla de extracción, de acuerdo con los pictogramas correspondientes:  
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Hexano 

[image: ]

 

Acetona/ Etanol  

Determinación de la concentración de fosfato en hojas por espectrofotometría de absor-ción molecular en el espectro visible 

El fosfato es uno de los macronutrientes con mayor demanda por parte de los cultivos. Si bien la fertilización fosforada es una práctica generalizada, dada la baja biodisponibilidad del fosfato en los suelos de diversas regiones de nuestro país y la alta demanda por parte de las plantas, el fosfato resulta muchas veces un nutriente limitante en los cultivos. Por esta razón, con frecuencia se incluye la determinación de fósforo en los tejidos vegetales como uno de los parámetros im-portantes para evaluar el estado nutricional de un cultivo (análisis foliar de nitrógeno, fósforo y potasio -NPK-). 

Fundamento del método: el método espectrofotométrico del ácido vanadomolibdofosfórico consiste en la reacción del ortofosfato con molibdato de amonio bajo condiciones ácidas, para formar un heteropoliácido, el ácido molibdofosfórico que en presencia del ion vanadato da lugar 
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al ácido vanadomolibdofosfórico de color amarillo, cuya intensidad es proporcional a la concen-tración de fosfatos presentes en la muestra. 

Procedimiento analítico basado en los trabajos de Sadzawka y col. (p. 91, 2007) y Kitson y Mellon (1944) 

Preparación de la muestra: las hojas (3-5 g) se secan en estufa a 60 °C hasta peso constante y se registra el peso seco (PS) de las mismas. A continuación, se llevan a cenizas en mufla a 500 °C (6 h). Las cenizas obtenidas se disuelven con 3,5 mL de ácido nítrico de calidad analítica y finalmente se diluyen en matraz aforado de 25,0 mL con agua ultrapura (un agua con un alto grado de purificación tal que reduce al mínimo posible la cantidad de los iones presentes). El valor del volumen total de la solución de las cenizas, Vd, corresponde a 25 mL en este caso. 

Curva de calibración: se prepara una solución patrón de fosfato 250 mg∙L-1 (P-PO43-): se secan 1,25 g de fosfato diácido de potasio KH2PO4 grado analítico a 105 °C durante 1 h. Se disuelven 1,0975 g de KH2PO4 anhidro y se llevan a 1000 mL finales en un matraz afo-rado, usando una solución de ácido nítrico 10 %m/m preparada en agua ultrapura. La solu-ción se almacena a 4 °C en frasco de vidrio. Esta solución es estable durante seis (6) meses. Por otro lado, se prepara el reactivo vanadato-molibdato. Para ello se preparan dos solucio-nes, A y B. Solución A: se pesan 12,5 g de heptamolibdato de amonio tetrahidratado, y se disuelve en aproximadamente 150 mL de agua destilada. Solución B: se calientan hasta ebullición 160 mL de agua destilada aproximadamente en un vaso de precipitado de 500 mL y se disuelven 0,625 g de vanadato de amonio, se deja enfriar y se añaden 165 mL de HCl(c). Una vez preparadas las soluciones, se añade  A sobre B, se trasvasa a un matraz de 500 mL y se enrasa. 

A una serie de matraces aforados de 25,0 mL se transfieren volúmenes de 0; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 y 6,0 mL de la solución patrón de fosfato (250,00 mg⋅L-1). Se agregan 5,0 mL de reactivo vanadato-molibdato y se enrasa con agua destilada para preparar soluciones de concentración conocida en el rango de 0 a 60,00 mg ⋅L-1. Se deja desarrollar el color durante 10 min. 

Se realiza un barrido del espectro de absorción del complejo formado entre el patrón de fósforo (solución de concentración intermedia entre las preparadas) y el reactivo vanadato-molibdato en el rango 400–490 nm de la región visible y se selecciona la longitud de onda de trabajo. 

Posteriormente, se miden las absorbancias de todas las soluciones patrones preparadas para la curva de calibración a la longitud de onda seleccionada para verificar el comportamiento lineal (Ley de Lambert-Beer). Se ajusta el espectrofotómetro con el blanco de reactivos y se mide la absorbancia a la longitud de onda de trabajo seleccionada. Se realiza la curva de calibración representando en un gráfico la absorbancia de las soluciones de concentración conocida de fos-fato (eje Y) contra la concentración de fósforo en los mismos (eje X). Se obtiene la ecuación de la recta resultante del ajuste lineal. 
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Medición y obtención del resultado: para la reacción de desarrollo de color de la muestra se toma una alícuota de 10,0 mL de muestra pretratada (solución ácida de cenizas) en un matraz de 25,0 mL, se adicionan 5,0 mL de reactivo vanadato-molibdato y se enrasa con agua destilada.  Se deja desarrollar el color durante 10 min. Asimismo, se prepara un blanco de reactivos en el cual el volumen de muestra se sustituye por agua destilada sometida al mismo tratamiento pre-liminar y se procede de igual forma que con la muestra. Se ajusta el espectrofotómetro con el blanco de reactivos y se mide la absorbancia de la muestra a la longitud de onda seleccionada. Fórmula de cálculo para determinar la concentración de P-PO43- en hojas: 

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶                             𝑚𝑚𝜇𝜇       𝐴𝐴𝑐𝑐−𝑏𝑏    𝑉𝑉𝑉𝑉(𝑚𝑚𝑚𝑚)    1      1𝜇𝜇 ó 𝐶𝐶 𝑑𝑑𝐶𝐶 𝑓𝑓𝑙𝑙𝑓𝑓𝑓𝑓𝑎𝑎𝑡𝑡𝑙𝑙 ( ) = ⋅ ⋅ ⋅

𝜇𝜇𝑃𝑃𝑔𝑔           𝑚𝑚      1000 𝑚𝑚𝑚𝑚   𝐷𝐷    𝑃𝑃𝑔𝑔(𝜇𝜇)

donde Ac: absorbancia corregida (Amuestra - Ablanco), b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, Vd: volumen de solución de las cenizas, D: factor de dilución en las muestras que sea necesario preparar una dilución, PS: peso seco de hojas que se llevó a cenizas. 

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: se debe consultar el protocolo interno del laboratorio y las fichas de datos de seguridad de los reactivos utilizados durante la actividad práctica, a fin de mantener la seguridad y salud en la utilización de productos químicos y el manejo responsable del equipamiento empleado. En particular, se deben tomar medidas de precaución en la manipulación del ácido inorgánico concentrado de acuerdo con los pictogramas correspondientes. 
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Ácido nítrico 

 

Espectrofotometría de absorción atómica 

La espectrofotometría de absorción atómica se aplica a una amplia variedad de muestras y permite la detección y cuantificación de múltiples elementos a través de su atomización; es decir, de su conversión en átomos gaseosos; y la posterior medición de la energía absorbida por parte de éstos. 

 

Fundamentos del método 

La espectrofotometría de absorción atómica se basa en la medición de la energía absorbida por los átomos en estado vapor cuando pasan de su estado fundamental a un estado exci-tado. A temperatura ambiente, los átomos se encuentran en estado fundamental, el estado de menor energía. Los átomos de los distintos elementos absorben energía de longitudes de onda 
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características para pasar del estado fundamental al estado excitado (ver Figura 2.3), las que conforman el espectro de absorción atómica característico de cada elemento. En la espectrofo-tometría de absorción atómica, se hace incidir un haz de luz de una longitud de onda particular para cada átomo, según su espectro de absorción, para detectarlo y cuantificarlo en una muestra determinada, reduciendo las posibles interferencias por otros elementos. Este método es muy específico dado que la energía necesaria para que ocurran las transiciones electrónicas es característica para cada elemento. 

Para poder detectar los elementos que se encuentran en una muestra mediante este mé-todo, se debe lograr la excitación de los átomos en estado de vapor como mencionamos antes, para lo cual la muestra se nebulizará sobre una llama. Al nebulizar una muestra líquida en una llama, ocurrirá una serie de procesos que llevarán a la excitación de los átomos (Figura 2.11). Primero, se producirá la desolvatación de las sales, luego, las sales se fusionarán y se evapo-rarán, posteriormente, éstas se disociarán, generando el vapor atómico. Los átomos presentes en el vapor atómico absorberán energía de una longitud de onda característica y pasarán al estado excitado. 

La absorción de energía por parte de los átomos para pasar del estado fundamental al es-tado excitado será proporcional a la cantidad de átomos presentes en la muestra, por lo cual, la cuantificación de los elementos presentes en una muestra determinada se realiza a partir de la medición de la absorbancia de la muestra.   
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Figura 2.11. Procesos que ocurren en la llama tomando como ejemplo el átomo de sodio, formando parte 

de una solución de cloruro de sodio (NaCl) 

 

Descripción del equipo básico 

El espectrofotómetro de absorción atómica básico está compuesto por una fuente de radia-ción, un sistema de nebulización, un sistema de atomización, un monocromador, un detector y un sistema informático para procesar y leer la señal (Figura 2.12). La precisión y la exactitud de la espectrofotometría de absorción atómica dependen en gran medida de los métodos de intro-ducción de la muestra y de su atomización.  
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Figura 2.12. Esquema de los componentes básicos de un espectrofotómetro de absorción atómica 

La nebulización directa es el método de introducción de la muestra más utilizado. Consiste en un nebulizador que introduce la muestra en forma de aerosol de manera continua en el sistema de atomización. La muestra debe estar en estado líquido para poder utilizar estos métodos. Una vez introducida la muestra, los elementos presentes en ella deben convertirse en átomos para que puedan ser detectados y cuantificados por este método. Este proceso se denomina atomi-zación. Para esto, se suelen utilizar distintas fuentes de energía: el calor de una llama de com-bustión ordinaria o un plasma de radiofrecuencia, siendo este último el atomizador más potente. El método más utilizado de atomización es el método de la llama, donde se produce la atomiza-ción a partir de la energía calórica brindada por la misma. La mezcla de combustible y combu-rente será la que determinará la temperatura de la llama y, en consecuencia, su capacidad de excitar los átomos de los distintos elementos. En la Tabla 2.1., se muestran las temperaturas que alcanzan las distintas combinaciones de combustible y comburente utilizadas en este método. 

Tabla 2.1. Temperaturas obtenidas según las combinaciones de combustible-comburente

Combustible        Comburente       Temperatura obtenida (°C) 

gas natural              aire                    1.700-1.900 

gas natural            oxígeno                 2.700-2.800 

acetileno                aire                     2.100-2.400 

acetileno           óxido nitroso                2.600-2.800 

acetileno              oxígeno                 3.050-3.150 

hidrógeno              aire                   2.000-2.100 

hidrógeno            oxígeno                2.550-2.700 

Información extraída de Skoog y col. (2015, p. 783). 
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Una vez que los analitos se encuentran como átomos, son capaces de absorber energía elec-tromagnética adecuada y pasar al estado excitado. En este método, la fuente de radiación elec-tromagnética más utilizada son las lámparas de cátodo hueco. Estas lámparas son específicas para el elemento que se quiera cuantificar permitiendo obtener curvas de calibración lineales y evitando interferencias con otros elementos. En su interior contienen un ánodo de tungsteno y un cátodo del elemento que se quiere cuantificar o con una fina capa del mismo. El funciona-miento consiste en la excitación del elemento del cátodo por una corriente eléctrica, generando una emisión de radiación electromagnética específica que incidirá sobre la muestra atomizada, donde se producirá la absorción por parte del analito. En la espectrofotometría de absorción atómica, se requiere que el ancho de banda del haz incidente sea muy estrecho para evitar in-terferencias con otros elementos, ya que las bandas de absorción son muy finas.  

Luego de atravesar la zona de atomización en la que los analitos absorben energía del haz incidente, el haz emergente llega al monocromador que permitirá seleccionar la radiación elec-tromagnética de la longitud de onda específica para cada elemento que impactará en el detector. El detector registra la potencia del haz luego de atravesar la zona de la llama donde se encuen-tran los analitos (P). Previamente a realizar las medidas, se debe ajustar el 100 % de transmi-tancia, utilizando agua ultrapura para nebulizar en lugar de la muestra, esta acción permite re-gistrar la potencia del haz incidente (P0). Seguidamente, el procesador de la señal brindará un valor de absorbancia a partir de la lectura de transmitancia.  

 

Ejemplos de aplicación de espectrofotometría de absorción atómica 

Determinación de zinc en plantas de trigo por espectrofotometría de absorción atómica 

Debido a los sucesivos ciclos de cultivos, los suelos se empobrecen en nutrientes y generan deficiencias que afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que repercute en el rendi-miento y la calidad nutricional de los granos. El zinc (Zn) es un micronutriente esencial para las plantas, esto quiere decir que, aun cuando se necesita en cantidades muy pequeñas, es esencial para el normal crecimiento y desarrollo de los cultivos. Un análisis de micronutrientes en plantas necesita de un método que sea selectivo a partir de una mezcla compleja y con gran capacidad de detección cuando el analito está en muy bajas concentraciones. En este sentido, la espectro-fotometría de absorción atómica es una herramienta adecuada. 

Procedimiento analítico basado en el trabajo de Buet y col. (p. 339, 2014) 

Preparación de la muestra: 1-3 g de muestra de distintos órganos de las plantas (raíces, hojas y vástagos) se secan en estufa a 60 °C hasta peso constante; seguidamente se registra el peso seco (PS) de los mismos. A continuación, las muestras se colocan en viales de vidrio y se llevan a cenizas en mufla a 500 °C durante 6 h. Las cenizas se disuelven en 0,5 mL de ácido nítrico de calidad analítica y se diluyen con 3 mL de agua ultrapura, correspondiendo al volumen de disolución de las cenizas (Vd), (Figura 2.13).  
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Figura 2.13. Esquema de la preparación de la muestra. 

Es conveniente, además, preparar un vial de control blanco, que se ponga en la mufla vacío y al que luego se le agregue ácido nítrico y agua ultrapura como se realiza con las muestras. Este control de blanco permitirá corregir el resultado por el aporte de las trazas de Zn presentes en el ácido nítrico y de los materiales utilizados en el procedimiento. 

Curva de calibración: para realizarla, se utiliza sulfato de zinc (ZnSO4, PM: 287,56 g∙mol-1) cer-tificado como patrón de referencia y agua ultrapura como solvente. Se prepara una solución madre (concentrada) de 50 ppm de Zn (50 mg·L-1 de Zn) en un matraz aforado. Se debe tener en cuenta que, en cada mol de sulfato de zinc, hay un mol de Zn; por lo tanto, para preparar 1 litro de la solución madre, se deberán pesar 219,9 mg de ZnSO4 y disolver en agua ultrapura. Una vez preparada la solución madre, se procede a preparar diluciones de la misma que serán las soluciones patrón que formarán la curva de calibración. Las concentraciones de dichas soluciones son 0,25; 0,50; 1,00 y 1,50 ppm de Zn. Además, se utiliza un patrón de 0 ppm que consiste en agua ultrapura. 

Medición y obtención del resultado: para realizar la medida en el equipo, se selecciona e instala la lámpara de cátodo hueco del elemento que se pretende medir, en este caso, Zn. Se prende el equipo según las instrucciones de uso, que, por lo general, involucra la apertura y regulación de las llaves de los gases (acetileno y aire) para alimentar la llama; luego se enciende la llama e inmediata-mente después se sumerge el capilar del sistema de nebulización de la muestra en agua ultrapura. El equipo se calibra estableciendo la longitud de onda de medición (213,9 nm para el Zn) y el cero de absorbancia con agua ultrapura. Luego se nebulizan los patrones de la curva de calibración de menor a mayor concentración. Se lava el sistema utilizando agua ultrapura y se nebulizan las muestras. Entre cada muestra, se debe realizar el lavado con agua ultrapura. Se registran los valores de absor-bancia de cada patrón de la curva de calibración y de cada muestra. Se registra, además, el valor de absorbancia del vial de control blanco para luego corregir la absorbancia de las muestras. Hay equi-pos con software más sofisticado que realizan el cálculo de la ecuación de la curva de calibración y brindan el valor de concentración directamente. 

Cuando se mide una gran cantidad de muestras, es conveniente nebulizar un patrón de la curva de calibración para verificar que no haya desvíos durante el uso continuado del equipo. Idealmente se realiza esta acción cada 10 muestras. En caso de que se haya producido un des-vío, se deberá calibrar nuevamente el equipo. En equipos más sofisticados, existe esta función, mediante la cual este proceso se realiza automáticamente.  
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Se revisa que cada muestra ingrese en el rango de medidas comprendido en la curva de calibra-ción. En caso de que alguna muestra supere el rango de concentración, se debe preparar una dilución de la misma. Una vez realizadas las medidas, se obtendrán los resultados de concentración de Zn a partir de la curva de calibración utilizando los valores de absorbancia registrados. En equipos sofisti-cados, se cuenta con la función de generar la ecuación de la curva de calibración y por lo tanto la lectura de absorbancia se utiliza automáticamente para calcular la concentración del analito en la solución de las cenizas. En estos casos, es importante verificar el ajuste de la curva de calibración a una ecuación lineal. Fórmula de cálculo de la concentración de Zn en órganos vegetales: 

𝑚𝑚𝑙𝑙       𝐴𝐴𝑐𝑐 − 𝑏𝑏   𝑉𝑉𝑑𝑑 (𝑚𝑚𝑚𝑚)   1     1 𝑙𝑙

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶ó𝐶𝐶 𝑑𝑑𝐶𝐶 𝑍𝑍𝐶𝐶 (        )   =  

𝑙𝑙 𝑃𝑃𝑃𝑃           𝑚𝑚 ⋅ 1000 𝑚𝑚𝑚𝑚 ⋅ 𝐷𝐷 ⋅ 𝑃𝑃𝑃𝑃 (𝑙𝑙)

donde Ac: absorbancia corregida (Amuestra - Ablanco), b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, Vd: volumen de disolución de las cenizas (3,5 mL, en este caso), D: factor de dilución en las muestras que sea necesario preparar una dilución, PS: peso seco del órgano que se llevó a cenizas.  

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: durante el desarrollo del protocolo para realizar estas mediciones, hay varias cuestiones de seguridad a tener en cuenta. Respecto a los reactivos utilizados, se deben tomar medidas de precaución en la manipu-lación del ácido nítrico, ya que corresponde a un ácido fuerte, corrosivo, comburente y tóxico por inhalación. Cuando se realiza la disolución de las cenizas hasta que se agrega agua se debe trabajar bajo campana, con el equipo de protección personal (guardapolvo, guantes y gafas). Luego, se puede trabajar en mesada, con el equipo de protección personal. Respecto a la utilización del equipo, es importante prestar atención a la composición de la mezcla de combustible (acetileno) y comburente (aire), ya que el acetileno es un gas inflamable que puede provocar incendios y explosiones. Se debe revisar regularmente el estado de los tubos y del sistema de compresión de aire. 
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Ácido nítrico 
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Acetileno    

Determinación de cobre en vinos por espectrofotometría de absorción atómica 

La presencia de metales puede provocar alteraciones en el vino, entre las más comunes po-demos mencionar la quiebra férrica y la quiebra cúprica. El vino pierde limpidez y se vuelve turbio; suelen generarse sedimentos blanquecinos, azulados, pardos o negruzcos, según el caso. Me-tales tales como el Cu y el Fe juegan un papel muy importante en la estabilidad, color, claridad e incluso afectan las características organolépticas de los vinos. Por tal motivo, es necesaria la determinación de cobre en vino a fin de controlar su calidad; para ello, se puede utilizar la espec-trofotometría de absorción atómica.  
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Procedimiento analítico basado en el trabajo de Durguti y col. (p. 412, 2020) 

Preparación de la muestra: se toma una alícuota de 10 mL, exactamente medidos, de la muestra de vino y se transfieren a un matraz aforado de 40 mL. Se agregan 0,80 mL de ácido nítrico de calidad analítica y se lleva a volumen final con agua ultrapura (Figura 2.14). 

[image: ]

 

Figura 2.14. Esquema de la preparación de la muestra 

Para realizar la curva de calibración se utiliza una solución madre de 1000 ppm de Cu (1000 mg·L-1 de Cu) en ácido nítrico calidad analítica 2 %m/v. A partir de esta solución madre, se pro-cede a preparar las soluciones patrón que formarán la curva de calibración. Se preparan solu-ciones de concentración 1,00; 5,00 y 10,00 ppm de Cu. Además, se realiza un patrón de 0 ppm que consiste en una solución de ácido nítrico calidad analítica 2 %m/v en agua ultrapura. 

Medición y obtención del resultado: es muy similar al ejemplo anterior. Se debe seleccionar e instalar la lámpara de cátodo hueco del elemento que se pretende medir, en este caso, Cu. Se prende el equipo según las instrucciones de uso, que, por lo general, involucran la apertura y regulación de las llaves de los gases (acetileno y aire) para alimentar la llama. Luego se en-ciende la llama e inmediatamente después se sumerge el capilar del sistema de nebulización de la muestra en agua ultrapura. Posteriormente se establece la longitud de onda de medición (324,8 nm para el Cu) y el cero de absorbancia con agua ultrapura. Luego se procede de la misma manera que en el ejemplo anterior. 

Los resultados se obtienen como se describió en el ejemplo anterior. Una vez realizado el gráfico, se debe obtener la ecuación de la recta, a partir de la cual se despejará el valor de concentración para cada muestra, utilizando el correspondiente valor de absorbancia leído en el espectrofotómetro. Fórmula de cálculo de la concentración de Cu en vino:  

𝑚𝑚𝑙𝑙      𝐴𝐴𝑐𝑐 − 𝑏𝑏   𝑉𝑉𝑚𝑚 (𝑚𝑚𝑚𝑚)    1000

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶ó𝐶𝐶 𝑑𝑑𝐶𝐶 𝐶𝐶𝐶𝐶 (      )  =  

𝑚𝑚              𝑚𝑚 ⋅ 1000 𝑚𝑚𝑚𝑚 ⋅ 𝑎𝑎 (𝑚𝑚𝑚𝑚)

donde Ac: absorbancia corregida (Amuestra - Ablanco), b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, Vm: volumen del matraz (40 mL, en este caso), a: volumen de la alícuota utilizada para preparar una dilución.  

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: se deben tener en cuenta las mismas medidas de seguridad descriptas en el ejemplo anterior.  
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Acetileno        

 

Espectrofotometría de emisión atómica  

La espectrofotometría de emisión atómica se basa en la medida de la luz emitida por un analito previamente excitado,  es decir, la radiación electromagnética característica que emiten átomos de un elemento en estado vapor cuando pasan de un estado excitado a su estado fundamental. 

La muestra líquida debe ser atomizada, proceso similar al descrito para el caso de la espectrofotometría de absorción atómica. Si la fuente de energía que se utiliza es el calor de la llama, la técnica se denomina fotometría de llama (se presenta a continuación) y, si se utiliza un plasma de radiofrecuencias, la técnica se conoce como espectrofotometría de emi-sión con fuente de plasma.  

 

Fotometría de llama 

Fundamento del método 

La excitación del analito se logra mediante el calor de una llama (energía térmica). El tiempo de vida del átomo excitado es breve y rápidamente vuelve al estado fundamental emitiendo luz de una longitud de onda característica (fotón:          𝑐𝑐 𝐸𝐸 =  ℎ ⋅). La señal de emisión que se mide en el 

𝜆𝜆

fotómetro de llama es directamente proporcional a la concentración del átomo que emite: 

𝑃𝑃𝐶𝐶ñ𝑎𝑎𝑙𝑙 𝐶𝐶𝑚𝑚𝐶𝐶𝑓𝑓𝐶𝐶ó𝐶𝐶  =  𝑘𝑘 ⋅ 𝑐𝑐

donde k: constante de proporcionalidad y c: concentración del analito cuya emisión se mide en el fotómetro de llama. 

La temperatura máxima alcanzada por la llama de combustión ordinaria define para qué tipo de analitos se puede utilizar la técnica. En el fotómetro de llama se utiliza gas natural-aire como la mezcla combustible-comburente; en este caso, la temperatura máxima de la llama puede al-canzar 1.700-1.900 °C (ver Tabla 2.1.). Esta temperatura es relativamente baja y, por lo tanto, 
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sólo permite analizar analitos cuyos átomos sean fácilmente excitables, es decir, elementos del grupo 1 (metales alcalinos) y grupo 2 (metales alcalinotérreos) de la tabla periódica. 

La llama debe cumplir los requisitos de tener una temperatura uniforme y lograr la combustión completa. La manera práctica de controlar que se cumplen estas condiciones es la observación de conos azules en la llama. Estos se logran mediante la regulación del caudal de combustible (gas natural) y comburente (aire).  

¿Cuáles son los procesos que ocurren en la llama? Los procesos son comunes a los descritos en absorción atómica y fueron esquematizados en la Figura 2.11 para el caso del átomo de sodio como analito formando parte de una solución de salmuera (agua con sal común, NaCl). Sin em-bargo, en la espectrofotometría de emisión atómica, hay un proceso adicional que tiene lugar luego de la excitación de los átomos en estado vapor: la emisión de luz cuando los átomos exci-tados vuelven al estado fundamental (proceso de relajación). Siguiendo el ejemplo del sodio como analito, este último proceso involucra la relajación de los átomos de sodio excitados emi-tiendo luz de una longitud de onda de 589 nm (línea amarilla característica del sodio). La energía del fotón emitido se corresponde con la diferencia de energía entre ambos estados.  

¿Qué pasa con los átomos de cloro de NaCl? Dado que es un elemento del grupo 7 de la tabla periódica (muchos electrones en la última capa) el calor de la llama aire-gas natural no es suficiente para excitarlo. 

¿Qué pasa si en la muestra hay átomos de potasio y de calcio? Dado que son del grupo 1 y 2 respectivamente en la tabla periódica, estos átomos también se excitan con la energía de la llama aire-gas natural y emiten luz con una frecuencia característica para regresar al estado fundamental. Utilizando el filtro adecuado, el detector del fotómetro sólo recibirá la señal del so-dio, aunque se pueden producir interferencias si dichos elementos se encuentran en una relación potasio:sodio > 5:1 y calcio:sodio > 10:1. 

 

Descripción del equipo  

El fotómetro de llama está compuesto por un sistema nebulizador, un sistema atomizador, un sistema óptico, un detector y un sistema para procesar y leer la señal (Figura 2.15).  
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Figura 2.15. Esquema de los componentes básicos de un fotómetro de llama 
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¿Cuál es la diferencia con los componentes de un espectrofotómetro de absorción atómica?  Ambos equipos presentan varios componentes comunes (sistema de nebulización, sistema de atomización, monocromador, detector y procesador y lector de la señal); la diferencia radica en que en absorción atómica se requiere un componente adicional: una fuente de luz (comparar las Figuras 2.12 y 2.15).  

Descripción de los componentes del fotómetro de llama: 

- Sistema nebulizador: sistema que toma la muestra a analizar y la coloca directamente

como pequeñas gotas sobre la llama a través de un capilar. 

- Sistema atomizador: entrada de aire (comburente) y entrada de gas natural (combusti-

ble), ambas con regulador de presión que generarán la llama. 

- Llama: lugar donde la muestra pasa por una serie de procesos que terminarán con la

emisión de luz por parte de los componentes de la muestra que logran excitarse. 

- Sistema óptico: un filtro que permite seleccionar la longitud de onda que llega al detector;

es decir, seleccionará de todas las emisiones que se producen en la llama, aquélla que corres-ponde al analito que queremos cuantificar. 

-      Detector: fototubo

-      Procesador y lector de la señal.
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Figura 2.16. Fotografías del fotómetro de llama Crudo Ionometer - Crudo Camaaño.  

A Aguja de nebulizador, B Oliva entrada de aire, C Oliva entrada de gas natural, D Válvula reguladora de gas natural, E

Manómetro de presión de aire, F Visor de llama en el mechero y G Visualizador de cristal líquido para lectura. 

En la Figura 2.16, se muestran fotografías de un fotómetro de llama comercial donde se indi-can los componentes que pueden identificarse externamente. 

¿Cómo se puede determinar la concentración de un analito utilizando el fotómetro de llama?  

Se utiliza el método de la curva de calibración. Se preparan soluciones de concentración co-nocida del analito que queremos cuantificar y se miden en el fotómetro de llama, registrando la señal de emisión correspondiente. La recta de calibración obtenida será la referencia para trans-formar la señal de emisión de cualquier muestra desconocida en un valor de concentración para el analito estudiado.  
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Las posibles fuentes de error en la fotometría de llama pueden ser de dos tipos: 

- Factores instrumentales: son los que dependen de las características del equipo y de 

los parámetros controlables, tales como tipo de mechero, características de la llama, presión de combustible y comburente, etc. En la práctica, se ajustan las variables operacionales de modo de obtener la máxima señal de la solución del analito y se mantienen constantes du-rante toda la medida. Por lo tanto, cada vez que se procesen muestras se debe realizar la curva de calibración correspondiente.  

- Factores asociados a la composición de la muestra (matriz) que generen posibles 

interferencias: los aniones que forman la sal determinan la facilidad de la disociación en vapor atómico (cloruros y nitratos se disocian fácilmente, sulfatos y fosfatos son más difíci-les), componentes de la muestra que emiten fotones de λ cercanas y componentes que se ionizan más fácilmente que el analito. 

 

Ejemplos de aplicación de fotometría de llama  

Análisis del contenido de potasio en tejidos vegetales por fotometría de llama 

Es una práctica de rutina controlar el estado nutricional de un cultivo mediante un análisis foliar donde se determina el contenido en hojas de nitrógeno, fósforo y potasio, conocido como NPK. El potasio es uno de los macronutrientes que necesitan las plantas. Es un ion intracelular que cumple funciones muy importantes como mantenimiento de la turgencia, activador de mu-chas enzimas (ATPasas) y es indispensable para el adecuado funcionamiento de los estomas a través de los cuales las plantas realizan su intercambio de gases. El análisis de potasio se realiza habitualmente por fotometría de emisión a la llama.  

Procedimiento analítico basado en los trabajos de Rolny y col. (2011) y Samar Raza y col. (2013) 

Preparación de la muestra: se pesan de 1 a 3 g de hojas frescas, se secan en estufa a 70 °C por 48 h. Luego se llevan a cenizas, utilizando una mufla a 500 °C por 2 h. Las cenizas obtenidas se digieren con una solución de ácido clorhídrico 0,005 M en un matraz aforado de 50 mL.  

Curva de calibración: se utiliza una solución patrón de 500 mg·L-1 (ppm) de potasio prepa-rada a partir de KCl (PM: 74,55 g∙mol-1) grado analítico, previamente secado en estufa a 105 °C por 1 h. Las diluciones de trabajo (rango 0-50 ppm) se preparan diariamente con agua destilada. 

Medición y obtención del resultado: se conecta el fotómetro de llama siguiendo las instruc-ciones de uso.  Se abren las entradas de los gases (aire y gas natural) y se enciende la llama. Se selecciona el filtro adecuado, según el elemento a medir, potasio en este caso. Se sumerge el capilar del sistema de nebulización en agua destilada y se ajusta el cero de señal de emisión. Posteriormente, se nebuliza la solución de mayor contenido del analito y se ajusta el máximo de la escala. Finalmente, se nebulizan las soluciones de concentración conocida de patrón en orden creciente. Se lava el sistema utilizando agua destilada y se nebulizan las muestras. Entre cada 
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muestra, se lava el sistema con agua destilada. Se registran los valores de señal de emisión de cada solución de concentración conocida de la curva de calibración y de cada muestra. 

Se construye la curva de calibración con la serie de datos de pares ordenados (c, S), donde c: concentración de potasio (ppm) y S: señal de emisión de potasio. Fórmula de cálculo: 

𝑚𝑚𝑙𝑙      𝑃𝑃 − 𝑏𝑏    𝑉𝑉 (𝑚𝑚𝑚𝑚)     1 𝑙𝑙

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶ó𝐶𝐶 𝑑𝑑𝐶𝐶 𝑝𝑝𝑙𝑙𝑡𝑡𝑎𝑎𝑓𝑓𝐶𝐶𝑙𝑙 �         =            ∙

𝑙𝑙 �      𝑚𝑚     1000 𝑚𝑚𝑚𝑚 ∙ 𝑎𝑎 (𝑙𝑙)

donde S: señal emisión, b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, V: volumen solución cenizas (50 mL en este caso), 𝑎𝑎 alícuota de muestra (1 g en este caso).  

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: se debe consultar el protocolo interno del laboratorio y las fichas de datos de seguridad de los reactivos utilizados durante la actividad práctica a fin de mantener la seguridad y salud en la utilización de productos químicos y el manejo responsable del equipamiento empleado.   

Determinación de Cd en muestras de tejido vegetal por la técnica de espectrometría de emisión atómica con plasma de acoplamiento inductivo 

Las plantas pueden presentar elevados niveles tanto de elementos esenciales como no esen-ciales, de procedencia natural o antropogénica. Algunas plantas que crecen en suelos contami-nados han desarrollado la capacidad de acumular grandes cantidades de metales y metaloides en sus tejidos, sin presentar síntomas de toxicidad. Esta característica es la base de la fitorre-mediación de suelos y aguas. Los elementos tóxicos que suelen ser acumulados más fácilmente por las plantas son As, Cd y Pb. El contenido de estos metales en plantas se puede determinar por espectrometría de emisión atómica con plasma de acoplamiento inductivo.  

Procedimiento analítico basado en el trabajo de García Salgado y col. (2009) 

Preparación de la muestra: se selecciona la parte aérea del vegetal, se tritura y seca antes de su digestión. La digestión de la muestra vegetal se realiza mediante el calentamiento en horno de microondas. Para ello, se pesan con exactitud aproximadamente 250 mg de muestra y se colocan en un vaso de teflón. La muestra se digiere con 10 mL de ácido nítrico al 70 %v/v. Se aplica un programa de digestión que comprende una rampa de temperatura de 200 ºC durante 15 min y un tiempo de permanencia de 10 min a esta temperatura. Las muestras digeridas se diluyen a 25 mL con agua destilada. 

Curva de calibración: se utiliza una solución patrón de grado analítico de 1.000 mg·L-1 del elemento a analizar. Las diluciones de trabajo se preparan diariamente con agua destilada. 

Medición y obtención del resultado: características analíticas para Cd, longitud de onda se-leccionada 226,5 nm, límite de detección 0,08 µg∙g-1, límite de cuantificación 0,3 µg∙g-1; la precisión del método, evaluada como desviación estándar relativa, es de 0,6 µg∙g-1. Las muestras vegetales digeridas se analizan mediante un espectrómetro de emisión atómica de plasma acoplado inducti-vamente (reconocido como ICP de acuerdo con las siglas en inglés  de Inductively Coupled Plasma). Se ha demostrado que el contenido elemental para las muestras vegetales recogidas en 
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suelos contaminados por metales presenta una gran variabilidad en función del tipo de especie de planta. El nivel de concentración de cadmio puede oscilar entre valores inferiores al límite de cuan-tificación (0,3 µg∙g-1) y 19,4 µg·g-1. Fórmula de cálculo de la concentración de cadmio:  

𝑚𝑚𝑙𝑙      𝑃𝑃𝑑𝑑 − 𝑏𝑏    𝑉𝑉 (𝑚𝑚𝑚𝑚)      1 𝑙𝑙

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶ó𝐶𝐶 𝑑𝑑𝐶𝐶 𝑐𝑐𝑎𝑎𝑑𝑑𝑚𝑚𝐶𝐶𝑙𝑙 �         =              ∙

𝑙𝑙 �      𝑚𝑚     1000 𝑚𝑚𝑚𝑚 ∙ 𝑃𝑃𝑃𝑃 (𝑙𝑙)

donde Sd: señal emisión de muestra diluida, b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, V: volumen de solución (25 mL en este caso), PS: peso seco de hojas (0,25 g en este caso). 

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: se debe consultar el protocolo interno del laboratorio y las fichas de datos de seguridad de los reactivos utilizados durante la actividad práctica, a fin de mantener la seguridad y salud en la utilización de productos químicos y el manejo responsable del equipamiento empleado. En particular, se deben tomar medidas de precaución en la manipulación del ácido inorgánico concentrado y de la solu-ción patrón del elemento metálico, de acuerdo con los pictogramas correspondientes:            
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Ácido nítrico  
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Cadmio solución 1000 ppm 

 

Turbidimetría

La turbidimetría, como su nombre lo indica, nos permite medir la turbidez de una suspensión. Pero ¿qué es la turbidez? Se entiende por turbidez la falta de transparencia de un líquido debida a la presencia de partículas en suspensión. Cuanto mayor sea la cantidad de sólidos suspendi-dos en el líquido, mayor será el grado de turbidez. 

Para medir la concentración de un analito por este método es necesario que el analito (o un producto de reacción del analito) presente en la muestra a analizar, esté suspendido en el líquido de análisis y es indispensable que esa suspensión (mezcla heterogénea compuesta por un sólido que se dispersa en un medio líquido) sea uniforme.  

 

Fundamento del método  

El método se basa en el grado de atenuación, es decir, la disminución de la potencia, que experimenta un haz de luz que se propaga a través de una suspensión. La atenuación se 
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produce debido a tres fenómenos: 1- reflexión (la luz regresa con un ángulo igual al de inciden-cia), 2- absorción (la partícula absorbe parte de la energía lumínica) y 3- dispersión (desviación de la dirección de la luz incidente) que experimenta la luz cuando la muestra suspendida en el medio interfiere con ésta. El fenómeno de dispersión de la luz por parte del analito es el más importante en este método. Cuando la luz atraviesa la muestra se dispersa en todas direccio-nes (Figura 2.17). La luz dispersada se ve afectada por la longitud de onda de la luz incidente, ya que la luz azul (430-450 nm) se dispersa en mayor medida que la amarilla (570 nm) o roja (650 nm), proporcionando una sensibilidad más alta. También se ve afectada por propiedades de la materia, como el tamaño de las partículas y el índice de refracción (para profundizar se recomienda la lectura de Rubinson y Rubinson, 2001, p. 296-297). 
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Figura 2.17. Esquema que representa el fenómeno de dispersión de un haz de luz 

que se propaga a través de una suspensión 

Los métodos instrumentales que se basan en medir la luz dispersada por las partículas pre-sentes en la muestra son la turbidimetría y la nefelometría. 

¿En qué se diferencian la turbidimetría y la nefelometría? 

En la turbidimetría se mide la disminución de la intensidad de la luz luego de atravesar la muestra turbia. Para ello, es necesario que el haz de luz incidente y el detector del equipo estén en la misma dirección (Figura 2.18). En este método se cuantifica la luz transmitida, por lo tanto, se mide indirectamente la luz dispersada. La sensibilidad de la turbidimetría está limitada por la exactitud y sensibilidad del instrumento utilizado ya que depende de la capacidad del detector del equipo para registrar pequeños cambios en la intensidad de la luz. El equipo específico utili-zado para este método se denomina turbidímetro; en el mercado se encuentran dos versiones: portátil y de mesada. Sin embargo, generalmente se utiliza el espectrofotómetro UV-visible para medir la dispersión de luz de manera indirecta, ya que en su configuración tiene el detector en la misma dirección que el haz de luz incidente (ver Figura 2.10). 
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Figura 2.18. Esquema comparativo entre la medición turbidimétrica y nefelométrica.  

En turbidimetría el detector se encuentra en la misma dirección que la luz incidente, mientras que en  

nefelometría el detector se encuentra en un ángulo diferente al plano, en este esquema se ubica a 90°. 

En la nefelometría se mide la luz dispersada en una dirección determinada (en general se define a 90º) por las partículas presentes en la suspensión (Figura 2.18). Por lo tanto, se mide directamente la luz dispersada y resulta un método más sensible que la turbidimetría, por lo que es recomendado para mezclas con muy baja turbidez. Para la nefelometría es necesario emplear un equipo con características específicas, que recibe el nombre de nefelómetro. En este equipo la unidad de medición se llama Unidad de Turbidez Nefelométrica (UTN). En la Figura 2.19 se presenta un nefelómetro portátil.  
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Figura 2.19. Imagen de Nefelómetro portátil C-102 HANNA Instruments y sus cubetas. 

La flecha indica la cavidad donde se debe ubicar la cubeta con la solución a medir. 

 

Descripción del equipo

Un nefelómetro portátil está compuesto por una fuente de luz (pueden ser lámparas de tungs-teno, láser, LEDs), la cubeta (recipiente generalmente prismático o cilíndrico, que puede tener diferentes tamaños), el detector (fototubo) y el procesador y lector de la señal.  

Fuentes de error del nefelómetro portátil: 
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- Cubetas: cualquier agente externo a la solución en estudio, que se encuentre dentro o

fuera de la cubeta, altera el trayecto de la luz hacia el detector (cubetas defectuosas, rayadas, polvo o grasa adheridos a las paredes de las mismas). 

- Interferencias: la presencia de algún contaminante microbiano o burbujas pueden elevar

la intensidad de la dispersión. Los compuestos fluorescentes que al ser excitados por la luz inci-dente provocan lecturas erróneas y elevadas de la densidad de dispersión. 

- Conservación de los reactivos: la temperatura inadecuada del sistema podría causar con-

diciones adversas al estudio y podría generar la presencia de reactivos turbios o con precipitados. 

- Fluctuaciones en la potencia eléctrica: para evitar que la luz incidente sea una fuente de

error se recomienda chequear la carga de la batería para tener un haz de luz uniforme. 

¿Cómo se puede determinar la concentración de un analito utilizando la turbidimetría? 

Para determinar la concentración de un analito (C) por esta técnica, independientemente de si se trabaja con un espectrofotómetro UV-visible o un nefelómetro, se debe utilizar el método de la curva de calibración explicado en el Capítulo 1 (Figura 2.20).  
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Figura 2.20. Ejemplo de tabla de datos de pares ordenados (x,y) y curva de calibración. 

UTN (Unidad de Turbidez Nefelométrica). 

 

Ejemplos de aplicación de turbidimetría 

Determinación turbidimétrica de sulfato en fertilizantes inorgánicos 

El azufre, junto al calcio y el magnesio, es uno de los tres nutrientes secundarios que requie-ren las plantas para un crecimiento normal y saludable. Las plantas adquieren azufre del sustrato como sulfato. Cuando un cultivo presenta deficiencias en el crecimiento compatibles con un dé-ficit de nutrientes, aun cuando se aplica un plan de fertilización adecuado, se hace necesario analizar la composición de los fertilizantes utilizados. En este contexto surge la necesidad de controlar el aporte de azufre (S) de los fertilizantes utilizados. 

Procedimiento analítico basado en el trabajo de Carrillo de Cori y col. (2010) 

Preparación de la muestra: se pesa 1 g de muestra (si el producto a analizar contiene más de 10 % de S ó 2 g si contiene menos de 10 %). Se transfiere a un vaso de precipitado, se añaden 
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15 mL de HCl concentrado y se hierve por 5 a 10 min en plancha eléctrica bajo campana extrac-tora de gases. A continuación, se añaden 100 mL de agua destilada caliente (40-50 ºC), se mez-cla, se trasvasa a un matraz aforado de 250 mL, se deja enfriar a temperatura ambiente, se enrasa y se filtra. Se diluye una alícuota de 5 mL de este extracto a un volumen total de 100 mL con agua destilada. Asimismo, se prepara un blanco de reactivos en el cual el volumen de mues-tra se sustituye por agua destilada sometida al mismo tratamiento preliminar y se procede de igual forma que con la muestra. 

Reacción turbidimétrica: se transfieren 25 mL de esta última solución a un erlenmeyer y se agregan 5 mL de HCl 2 M, 1 mL de solución de clorhidrato de hidroxilamina 5 % (m/v) y 0,5 g de BaCl2 previamente pulverizado. Se agregan 2 mL de solución de goma arábiga 0,25 % (m/v). Se agita. Se deja en reposo 30 min. 

La reacción se basa en la precipitación del S presente en el fertilizante en forma de sulfato (SO4=), mediante la adición de cloruro de bario (BaCl2) para formar sulfato de bario (BaSO4), que al precipitar dará la turbidez. Con el agregado de goma arábiga ese precipitado se man-tendrá en suspensión.   

SO42- + BaCl2 → BaSO4 ↓ + 2Cl־

Curva de calibración: como patrón, se utiliza una solución madre de 100 mg·L-1 (ppm) de sulfato como K2SO4 (PM:174,259 g∙mol-1) grado analítico, previamente secado en estufa a 105 °C por 1 h. A partir de esta solución madre, se procede a preparar las soluciones patrones que formarán la curva de calibración. Se preparan las soluciones en matraces de 25 mL de concen-traciones 0; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 y 5,00 ppm de SO42-. Se homogeneizan y se pasan a erlenme-yers. Se continúa con la reacción turbidimétrica. 

Medición y obtención de resultados: se utiliza un espectrofotómetro UV-visible por lo que se debe seleccionar la longitud de onda de trabajo, en este caso 420 nm. Se comienza midiendo los puntos de la curva de calibración. Se registran los valores de absorbancia. Antes de medir el blanco y la muestra, se debe enjuagar la cubeta con agua destilada y con una porción de las mismas, según corresponda. Se ajusta el espectrofotómetro con el blanco de reactivos y se mide la absorbancia de la muestra a la longitud de onda seleccionada. Registrar los valores de absor-bancia. Se debe revisar que el valor de absorbancia para la muestra ingrese en el rango de medidas comprendido en la curva de calibración. En caso de que supere el rango se debe pre-parar una solución más diluida.  

Para el cálculo de resultados, primero se debe verificar el ajuste de la curva de calibración a una ecuación lineal. Se deberá graficar la curva de calibración a partir de los datos registrados de absorbancia y la concentración de los patrones. Una vez realizado el gráfico, se debe obtener la ecuación de la recta, a partir de la cual se despejará el valor de concentración para la muestra, utilizando el correspondiente valor de absorbancia. Una vez obtenido ese valor en ppm, se pro-cede a realizar los cálculos para expresar el resultado en % m/m, teniendo en cuenta las dilucio-nes realizadas y la alícuota de muestra utilizada. Fórmula de cálculo de la concentración de S-SO42- en el fertilizante: 
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𝐶𝐶𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑎𝑎𝑐𝑐𝐶𝐶ó𝐶𝐶 𝑃𝑃 − 𝑃𝑃𝑆𝑆 4    �%      =             ∙                    ∙ 𝑚𝑚� 2−    𝑚𝑚     𝐴𝐴𝑐𝑐 − 𝑏𝑏   𝑉𝑉𝑑𝑑 (𝑚𝑚𝑚𝑚)   1      100 𝑚𝑚     1000 𝑚𝑚𝑚𝑚 ∙ 𝐷𝐷   𝑃𝑃𝑃𝑃 (𝑙𝑙)

donde Ac: absorbancia corregida (Amuestra - Ablanco), b: ordenada al origen de la ecuación de la recta, m: pendiente de la ecuación de la recta, Vd: volumen de disolución de muestra (250 mL, en este caso), D: factor de dilución en las muestras que sea necesario para preparar una dilución, PS: peso de la muestra de fertilizante. 

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos utilizados: durante el desarrollo del protocolo para realizar estas mediciones, hay varias cuestiones de seguridad a tener en cuenta. Respecto a los reactivos utilizados, se deben tomar medidas de precaución en la mani-pulación del ácido clorhídrico concentrado, ya que corresponde a un ácido fuerte, corrosivo, com-burente y tóxico por inhalación, riesgo de quemadura por contacto. Se debe trabajar bajo cam-pana extractora de gases y con el equipo de protección personal (guardapolvo, guantes y gafas). 
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Ácido clorhídrico     

 

Determinación turbidimétrica de ceras en aceites vegetales 

Los aceites vegetales, por ejemplo, aceite de girasol, contienen ceras, las que se eliminan durante el proceso de refinación (descerado o winterización). Si el contenido de ceras es elevado afectará a la calidad del aceite. En general una elevada turbidez se asocia tanto a una baja eficiencia en el proceso de refinación como a condiciones inadecuadas de almacenamiento de las semillas de girasol. Por lo tanto, una práctica frecuente en las refinerías de aceites es la medida del contenido de ceras por turbidimetría. 

Procedimiento analítico basado en los trabajos de Martini (2003) y Martini S. y Añón M.C. (2000)  

Preparación de la muestra: las muestras de aceite de girasol comercial (refinado) se calien-tan por 90 min a 110 °C para asegurar la fusión completa de las ceras, si es que las hay. Luego se enfrían en un baño de agua-hielo hasta 21 °C.  

Curva de calibración: como patrones se utilizan soluciones conocidas de diferentes concen-traciones de ceras en aceite. Para ello, primero se centrifuga aceite crudo de girasol a 3000 xg por 60 min a 0 °C para obtener un aceite libre de ceras. De esta manera, se eliminan por preci-pitación las ceras que cristalizan a 0 °C. Segundo, el remanente de las ceras se purifica por filtración del aceite a través de un embudo Buchner. El residuo sólido obtenido se lava varias veces con éter de petróleo a 0 °C. Las ceras obtenidas se purifican con sucesivas extracciones con hexano en caliente, luego se centrifugan a 3000 xg por 30 min a 0 °C. Por último, esas ceras se pesan y se disuelven en el aceite libre de ceras para obtener soluciones de concentraciones 
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conocidas de ceras en el orden de 0 a 1.000 mg·L-1. Cada mezcla (patrones) se calienta por 90 min a 110 °C y finalmente, se enfrían en baños de agua-hielo hasta los 21 °C.  

Medición y obtención del resultado:  se realiza en Unidades de Turbidez  Nefelométrica (UTN) usando un nefelómetro con fuente de luz de tungsteno. El equipo se calibra con una solu-ción estándar de formazina estabilizada, como lo indica el fabricante. Luego se procede a obtener los valores de UTN que se corresponden con un valor de concentración en ppm de las soluciones patrones de ceras, dando origen así a la curva de calibración.  

Para el cálculo de resultados primero se debe verificar el ajuste de la curva de calibración a una ecuación lineal. Se deberá graficar la curva de calibración a partir de los datos registrados de UTN y la concentración de los patrones. Una vez realizado el gráfico, se debe obtener la ecuación de la recta, a partir de la cual se despejará el valor de concentración para la muestra, utilizando el correspondiente valor de UTN obtenido. Obtendremos el resultado en ppm, es decir, mg de ceras por litro de aceite refinado.  

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y la muestra: durante el desa-rrollo del protocolo para realizar estas mediciones, hay varias cuestiones de seguridad a tener en cuenta. Respecto a los reactivos utilizados, se deben tomar medidas de precaución en la manipulación. El éter de petróleo es muy inflamable e irritante y tóxico por inhalación. El hexano es inflamable, corrosivo e irritante, se usa caliente y por lo tanto desprende gases y vapores. En ambos casos, se debe trabajar bajo campana extractora de gases y con el equipo de protección personal (guardapolvo, guantes y gafas). Máxima precaución al desechar los residuos ya que son tóxicos para el medioambiente. Respecto a la muestra, debemos tener cuidado con su ma-nipulación en caliente.  
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Éter de petróleo /hexano 

 

Publicaciones científicas donde se aplicaron los métodos estudiados en el capítulo 

An exogenous source of nitric oxide modulates zinc nutritional status in wheat plants. (2014) A. Buet, J.I. Morinconi, G.E. Santa-María, M. Simontacchi. Plant Physiology and Biochemistry 83:337-345. 

El efecto de la adición del dador de óxido nítrico, S-nitrosoglutatión (GSNO) sobre el estado nutricional de zinc fue evaluado en plantas de trigo (Triticum aestivum cv. Chinese Spring) culti-vadas hidropónicamente. La adición de GSNO en plantas deprivadas en Zn no modificó la acu-mulación de biomasa, pero aceleró la senescencia foliar en un modo concomitante con la dismi-nución acelerada de la distribución de Zn a vástago. En plantas con nutrición adecuada, la con-centración de Zn tanto en raíces como vástago disminuyó debido a la exposición prolongada a 
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GSNO. La evaluación adicional de la tasa neta de absorción de Zn durante la recuperación de la privación prolongada de Zn reveló que el aumento de la acumulación de Zn fue parcialmente bloqueado cuando el GSNO estaba presente en el medio de absorción. Este efecto sobre la absorción fue asociado mayormente al cambio en la translocación de Zn a vástago. Nuestros resultados sugieren un rol para el GSNO en la modulación de la absorción y translocación a vástago de Zn durante la transición de suministro de Zn de niveles deficientes a adecuados. 

En este trabajo, la aplicación del método de absorción atómica permitió determinar la concen-tración de Zn en los diferentes órganos y su distribución en plantas de trigo cultivadas en hidro-ponia con niveles suficientes y deficientes de Zn. La cuantificación de este elemento en los dife-rentes órganos permitió calcular la tasa neta de absorción y translocación en experimentos de recuperación, donde plantas privadas de Zn fueron traspasadas a un medio con niveles óptimos de este micronutriente. 

Nitrogen fertilization increases ammonium accumulation during senescence of barley leaves. (2016). N. Rolny, M. Bayardo, J. Guiamet, L. Costa. Acta Physiologia Plantarum 38:89-100. 

La senescencia de hojas es una etapa del desarrollo caracterizado por dos eventos: 1- la completa degradación de los cloroplastos, y 2- la removilización del nitrógeno hacia otras par-tes de la planta. Durante la senescencia las proteínas de los cloroplastos son degradadas en aminoácidos y amonio. La mayor parte del amonio es re-asimilado en aminoácidos para ex-portarse desde las hojas senescentes hacia otras partes de la planta, mientras que una menor porción se pierde como amoníaco emitido desde las hojas. El contenido de amonio emitido depende del amonio acumulado en la cavidad subestomática de las células del mesófilo, el cual es continuamente suministrado con amonio desde el citoplasma. La acumulación de amo-nio en los tejidos podría incrementar la posibilidad de perder nitrógeno como amoníaco emitido. Los resultados sugirieron que durante la senescencia de hojas de cebada la degradación de proteínas estuvo acompañada por la acumulación transitoria de amonio en ambos estadios de desarrollo. El pico de acumulación de amonio ocurrió inmediatamente después de la mayor degradación de proteínas en todas las muestras analizadas, después de eso los niveles de amonio cayeron sustancialmente. Un incremento significativo del pico de concentración de amonio fue observado cuando las dosis de fertilizante nitrogenado se incrementaron, principal-mente en el estado reproductivo. 

En este trabajo, la aplicación de la espectrofotometría de absorción molecular permitió cuan-tificar el contenido de proteínas y amonio en hojas, aportando resultados que permitieron el es-tudio del efecto de la fertilización nitrogenada en el metabolismo del nitrógeno durante la senes-cencia de hojas de cebada en dos estadios de desarrollo, el vegetativo y el reproductivo. 
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CAPÍTULO 3 

 

Métodos cromatográficos 

Lorenza Costa, Luciana M. Julio y Vanesa Y. Ixtaina 

 

Introducción 

Cromatografía es el término con el que se denomina a un conjunto de métodos analíticos utilizados para separar, identificar y cuantificar los componentes de una muestra. Mediante una cromatografía es posible separar analitos muy parecidos entre sí en cuanto a sus propiedades fisicoquímicas. Por ejemplo, nos permite separar mezclas de aminoácidos, de proteínas, de áci-dos grasos, de pigmentos, de pesticidas, entre otros. 

Para realizar una cromatografía se necesitan dos fases (fase estacionaria y fase móvil) y un soporte:  

Fase estacionaria (FE): es un componente que está contenido en un soporte adecuado y, como su nombre lo indica, permanece fijo en un espacio determinado. Puede ser sólida o líquida.  

Fase móvil (FM): es un compuesto químico, o una mezcla sencilla de compuestos químicos y, como su nombre lo indica, debe fluir (moverse) a través de la fase estacionaria. La fase móvil es la que arrastra a la muestra obligándola a atravesar la fase estacionaria. Puede ser líquida o gaseosa.

Por lo tanto, en toda cromatografía hay una fase estacionaria inmovilizada en un soporte y una fase móvil que arrastra a la muestra a través de la fase estacionaria. Durante este proceso, cada componente de la muestra se va a desplazar según sus propias características fisicoquími-cas, las cuales van a determinar que interaccione más con la fase estacionaria o que prefiera a la fase móvil. El concepto general es que aquellos analitos que interaccionen más con la fase estacionaria serán más retenidos, es decir, irán quedando más atrasados, mientras que aquellos que interaccionen más con la fase móvil se desplazarán más rápido. Así, los analitos se despla-zan a diferentes velocidades dependiendo de su afinidad por cada fase, logrando separarse. 

Este método fue utilizado por primera vez en el año 1903 por el botánico ruso M. Tswett con el fin de separar pigmentos vegetales presentes en extractos de hojas. Este investigador utilizó carbonato de calcio (adsorbente) como fase estacionaria contenida en una columna de vidrio y mezclas de éter de petróleo/etanol como fase móvil para separar dichos pigmentos. El resultado obtenido fue una serie de bandas coloreadas (verdes, naranjas y amarillas correspondientes a clorofilas, carotenos y xantófilas). En base a estos resultados, fue en 1906 cuando este investi-gador utilizó el término cromatografía para denominar a este método de separación, término que deriva del griego chroma que significa color y graphein que significa escribir. 
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Clasificación  

Las técnicas cromatográficas pueden clasificarse según diferentes criterios. Entre estas cla-sificaciones podemos mencionar las siguientes:  

a.  Según el estado de agregación de las fases 

b.  Según el mecanismo fisicoquímico por el que se produce la separación de los analitos 

c.  Según el soporte que contiene a la fase estacionaria  

a. Según el estado de agregación de las fases 

Debido a que la fase móvil puede ser líquida o gaseosa y la fase estacionaria sólida o líquida, los tipos de cromatografía, según este criterio de clasificación, pueden ser: gas-líquido, gas-só-lido, líquido-líquido y líquido-sólido (Tabla 3.1). 

Fase móvil                 Fase estacionaria                Cromatografía 

Gas                  Líquido (no volátil)                    CGL 

Sólido                           CGS 

Líquido                    Líquido (no volátil)                      CLL 

Sólido                            CLS 

Tabla 3.1. Tipos de cromatografía según el estado de agregación de las fases 

La cromatografía en la cual la fase móvil es un gas se conoce como cromatografía de gases o cromatografía gaseosa, mientras que cuando la fase móvil es un líquido se denomina cro-matografía líquida. 

b. Según el proceso fisicoquímico que se pone en juego para la separación de los analitos 

Los analitos se separan según su afinidad diferencial (interacción) por la fase estacionaria o la fase móvil, la que puede darse por diversos mecanismos fisicoquímicos. Los principales tipos de cromatografía según este criterio de clasificación se presentan en la Tabla 3.2.  

Para las cromatografías de reparto y de adsorción donde el mecanismo de interacción se basa en la polaridad de las fases y de los analitos, se denomina cromatografía en fase normal cuando la fase estacionaria es la más polar y cromatografía en fase reversa cuando la fase móvil es la más polar.  

c. Según el soporte que contiene a la fase estacionaria: 

La fase estacionaria puede estar contenida sobre un soporte plano (puede ser una placa plana o una hoja de papel especial), dando lugar a la cromatografía plana, o dentro de un tubo o 
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capilar, dando lugar a la cromatografía en columna. La Tabla 3.3 muestra las cromatografías según el tipo de soporte específico que contiene a la fase estacionaria.  

Nombre                               Algunas características 

Cromatografía       FE: líquido  

de reparto           FM: líquido o gas 

Los analitos se reparten entre las dos fases según su polaridad 

Cromatografía de    FE: sólido

adsorción                líquido o gas FM: 

Los analitos son adsorbidos por el sólido según su polaridad 

Cromatografía de    FE: resina (sólido) con grupos unidos covalentemente de carga 

intercambio ió- opuesta al ion que intercambian. Hay resinas de intercambio catiónico 

nico  (con grupos sulfónicos negativos unidos covalentemente) y resinas 

de intercambio aniónico (con grupos aminas cuaternarias positivas unidos covalentemente).  

FM: líquido  

Se basa en la atracción entre cargas opuestas 

Cromatografía       FE: gel poroso

de exclusión              líquido / gas FM: 

molecular 

Separa los analitos por tamaño. Los poros del gel serán atravesados por las moléculas pequeñas, pero no por las moléculas grandes. Las molé-culas pequeñas tardarán más en atravesar la fase estacionaria. 

Cromatografía       FE: especialmente diseñada para retener un analito en particular pre-

de afinidad sente en una mezcla. Se trata de una fase estacionaria muy selectiva 

 

Tabla 3.2. Tipos de cromatografía según el mecanismo fisicoquímico involucrado en la separación de los analitos 
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Nombre                                    Tipos de soporte 

Cromatografía plana      Papel: tira de papel Whatman N° 1 

Capa fina: placa de vidrio cubierta con una capa fina de fase esta-cionaria distribuida de manera uniforme 

Cromatografía           Columna empaquetada: tubo de vidrio, acero inoxidable, cobre o 

en columna  aluminio, habitualmente de 2 a 6 m de largo, con diámetros internos 

de 2 a 4 mm, relleno con un sólido finamente molido y homogénea-mente empaquetado 

Columna capilar: se construye a partir de sílice fundida y se recubre con un polímero protector. El largo varía de 15-100 m, con un diá-metro interno de aproximadamente 150-300 μm

Tabla 3.3. Tipos de cromatografía según el soporte que contiene a la fase estacionaria. 

 

¿Cómo se lleva a cabo un proceso cromatográfico?

A continuación, se pueden observar los esquemas que representan un proceso cromatográ-fico, es decir, la separación de los componentes de una muestra a través de su interacción con cada una de las dos fases involucradas:   

[image: ]

 

Figura 3.1. Esquemas de procesos de cromatografía plana y en columna.  

En la cromatografía plana, la muestra se colocó en el extremo inferior de una tira de papel y la fase móvil asciende por 

capilaridad empujando a los componentes sobre la fase estacionaria. En la cromatografía en columna la muestra se 

colocó en el extremo superior y la fase móvil desciende a través de la fase estacionaria por gravedad. 
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Cromatografía plana 

Generalidades 

Tal como se indicó previamente en la Tabla 3.3, podemos mencionar dos tipos de croma-tografías planas: cromatografía en papel y cromatografía en capa fina (TLC, thin layer chro-matography). 

Las cromatografías planas pueden realizarse en forma ascendente o descendente. En la forma ascendente, la fase móvil arrastra a la muestra recorriendo la fase estacionaria desde abajo hacia arriba, mientras que en la forma descendente, el camino será desde arriba hacia abajo. En la cromatografía plana ascendente la fase móvil sube por capilaridad mientras que, en la descendente, la fase móvil se mueve principalmente por gravedad. 

En algunos casos, el soporte puede actuar también como fase estacionaria. Para ello, debe activarse el papel o la “capa fina”, lo que quiere decir que se colocarán en una estufa para elimi-nar la humedad ambiente. Si no se realiza la activación del soporte, la fase estacionaria será una fina película de líquido adsorbido en la superficie del papel o de la capa fina, en general agua (humedad ambiente).  

¿Cuál es el parámetro que se mide en una cromatografía plana? 

El parámetro que se mide en una cromatografía plana se denomina relación de frentes (Rf) y representa la distancia que recorre un analito sobre la fase estacionaria respecto a la distancia que recorre la fase móvil en la cromatografía:  

[image: ]

 

Este parámetro puede tomar valores entre 0 y 1. Cuanto más cercano a 0 es el valor de Rf significa que el analito tiene más afinidad por la fase estacionaria (es muy retenido), mientras que cuanto más cercano a 1 sea el valor de Rf significa que el analito tiene más afinidad por la fase móvil, por lo tanto, es poco retenido por la fase estacionaria. 

¿Cuáles son las etapas de una cromatografía plana? 

La Figura 3.2 muestra las etapas necesarias para llevar a cabo una cromatografía plana. 
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Figura 3.2. Etapas de la cromatografía plana. 

(1) FE retenida en un soporte plano rectangular en el cual se siembra la muestra (círculo verde) sobre la línea de siem-bra (2) Ascenso de la FM por capilaridad a través de la FE durante el desarrollo hasta llegar cerca del extremo superior, a esto se le denomina “frente de la fase móvil” (3) Finalmente se realiza un revelado para observar los analitos separa-

dos y se miden las distancias recorridas para obtener el Rf de cada analito. 


-      Siembra de la muestra: se marca con un lápiz en uno de los extremos del soporte plano la línea de siembra y se coloca una pequeña cantidad de la muestra a analizar. 

-      Desarrollo del cromatograma: la fase móvil recorre la fase estacionaria “empujando” a la muestra. Cada analito se desplaza a una velocidad diferente. Esta etapa finaliza cuando la fase móvil llegue cerca del otro extremo del soporte.  

-      Revelado: si los analitos tienen color (por ejemplo, los pigmentos vegetales) se puede observar a simple vista la separación de los mismos sobre la fase estacionaria y esta etapa no es necesaria. Si los analitos no tienen color al finalizar el desarrollo, no es posible ver la separa-ción y, por lo tanto, es necesario realizar una etapa de revelado para poner en evidencia el reco-rrido de cada analito separado. 

-      Cálculo de Rf: consiste en realizar las medidas correspondientes para calcular los valo-res de Rf de cada analito, como se muestra en el ejemplo de la Figura 3.3. 
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Figura 3.3. Ejemplo de cálculo del parámetro Rf 
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¿Qué utilidad práctica puede tener una cromatografía plana  y su parámetro Rf?  

Análisis mediante el criterio de no identidad

El valor de Rf es un parámetro que nos permite asegurar la ausencia de un analito en una muestra, pero por sí sólo, no puede garantizar la presencia del analito. Esto se denomina criterio de no identidad y es una herramienta útil en los análisis para el control del uso de compuestos no permitidos. Entre los ejemplos de aplicación de este concepto, se puede mencionar la detec-ción de pesticidas en frutas y verduras, de la presencia de algún metal pesado en pinturas para maderas o de algún compuesto que revele adulteración de un producto. 

Un ejemplo de aplicación del uso del criterio de no identidad sería el control del uso de un pesticida no habilitado en un cultivo de lechuga:  

1.  Aplicar el criterio de no identidad implica conocer el valor de Rf del analito de interés, en este caso, el pesticida no habilitado para lechuga. 

2.  Se realizan las cromatografías planas de un gran número de muestras: extractos de ho-jas de lechuga provenientes de la producción que se está controlando.  

3.  Se analizan los Rf obtenidos en cada muestra de lechuga.  

4.  Interpretación de resultados:  

- Si la muestra de lechuga no tiene un analito que presente un valor de Rf que sea igual al del pesticida prohibido podemos asegurar que no tiene el pesticida prohibido, por lo tanto, se acepta la lechuga. 

- Si alguna muestra de lechuga dio positivo para el pesticida, ya que algún componente dio un valor de Rf igual al del pesticida, la lechuga se descarta momentáneamente hasta que el resultado se confirme por otro método.

Análisis de composición de muestras 

El parámetro Rf puede utilizarse como un resultado orientativo de identificación cuando se buscan analitos dentro de un grupo acotado de compuestos. En base a valores conocidos de Rf, es posible orientarse sobre cuáles se encuentran presentes específicamente en una muestra. Se deben conocer previamente los Rf de cada analito en particular y luego se ana-liza si estuviesen presentes o no en las muestras analizadas. Por ejemplo, se pueden anali-zar los azúcares simples presentes en un jugo de fruta, o determinar si un hidrolizado pro-teico tiene aminoácidos azufrados. 

 

Cromatografía en capa fina de alta resolución (high-performance  thin layer chromatography, HPTLC) 

La cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC, por sus siglas en inglés) es un tipo de cromatografía plana con características especiales en cuanto a las placas y el 
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equipamiento que se utiliza. Es una de  las técnicas instrumentales más utilizadas en la actualidad para el análisis de compuestos de baja masa molecular a partir de muestras complejas tanto en las industrias de alimentos como para realizar análisis de control del medio ambiente. Actualmente se considera una metodología cuantitativa ya que se utiliza la densitometría para cuantificar una zona directamente sobre la placa. Para ello se emplea un densitómetro, el que puede medir en base a la absorción de luz visible, UV, fluorescencia o radioactividad, o bien cuantificar pixeles a partir de una imagen. Una HPTLC se lleva a cabo en placas especiales recubiertas por partículas homogéneas, más pequeñas que las de la placa convencional (5 μm comparada con los 10 μm). Además, las capas son más delgadas y la distancia necesaria para el desarrollo de la cromatografía es menor. Estas características de la placa hacen que la HPTLC resulte una técnica más eficiente, rápida y con mayor límite de detección que la cromatografía en capa fina (TLC) convencional. Otra característica destacable es que la cantidad de muestra necesaria para HPTLC, del orden de los nanogramos, debe ser significativamente menor que para TLC, donde se usan mi-crogramos de muestra. Con respecto al equipamiento necesario para realizar una HPTLC se utiliza, para sembrar las muestras, aplicadores mecánicos o microjeringas con el objetivo de evitar daños en la superficie de las placas. Con estos aplicadores automáticos se puede programar para sembrar varias muestras en una misma placa; los aplicadores cuentan con una jeringa que se desliza y se puede enjuagar cada vez que va a tomar una nueva muestra. Las muestras se colocan en viales especiales ubicados en el sector correspondiente del equipo. La siembra de cada muestra en la placa se puede realizar como un punto o bien, lo más frecuente, como una banda de muestra (una línea de muestra). Para el desarrollo de la cromatografía se utiliza una cámara cromatográfica especial (Rubinson y Rubinson, 2001). La Figura 3.4 muestra los dos equipos mencionados. Finalizado el desarrollo, se realiza el revelado de la placa lo que dará lugar a la aparición de las manchas o bandas correspondientes a cada muestra analizada y se cuantifica por densitometría o bien me-diante un software incorporado al equipo. 

En general, la técnica HPTLC no es un análisis de rutina en laboratorios básicos dado que es un equipamiento costoso. Sin embargo, actualmente, las ventajas que ofrece permi-ten suponer un crecimiento importante de las aplicaciones de esta técnica y, por lo tanto, un uso más general. 
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Figura 3.4. Equipo básico para la realización de una cromatografía HPTLC 

 

Ejemplos de aplicación de cromatografía plana 

Determinación de la presencia de plaguicidas por cromatografía en capa fina de alta re-solución (HPTLC) en vegetales  

Un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, repeler, o mitigar cualquier plaga. Todos los plaguicidas cuentan con un período denominado “de caren-cia” que indica el tiempo mínimo entre su aplicación sobre los cultivos y el momento de la cose-cha, de manera que no existan residuos que puedan afectar la salud.  

¿Contiene un determinado lote de frutas o vegetales residuos de pesticidas? Para responder esta pregunta, puedo utilizar una cromatografía plana del tipo HPTLC.  

Procedimiento analítico 

Preparación de la muestra: las muestras vegetales (tomate, cebolla, pepino, manzana, etc.) se lavan con agua y jabón y se cortan en trozos de 2-3 mm, con ayuda de un procesador de alimentos. Las mismas se mantienen en refrigeración a 4 °C hasta el momento de su análisis, el cual debe ser lo más pronto posible. De lo contrario, se debe almacenar a -18 °C. 

Extracción sólido-líquido de los pesticidas a partir de muestras vegetales: se colocan en un erlenmeyer aproximadamente 60 g de muestra, 20 g de Na2SO4 anhidro, 2,5 g de NaCl y 70 mL de acetato de etilo. Se someten a vibración mecánica durante 60 min a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, se filtra, primero, a través de un embudo de vidrio con algo-dón y fibra de vidrio, para eliminar restos de material vegetal y otros sólidos (no solubles en acetato de etilo); y luego, a través de un segundo embudo de vidrio con papel de filtro Whatman N° 42 y carbón activado. Los extractos obtenidos se transfieren a tubos cónicos y el solvente 
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se evapora hasta peso constante a 30-35 ºC bajo corriente suave de nitrógeno. Las muestras secas se resuspenden en acetona (2 mL) y se guardan pequeños tubos denominados viales de 2-4 mL a -20 °C.

Cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC): se utilizan placas comerciales para HPTLC de silicagel (20  cm  x 10 cm) las que se lavan previamente con metanol, se secan y se activan a 105 °C durante 30 min. En estas placas se pueden analizar varias muestras en paralelo 

-      Siembra: tanto las muestras como los estándares se aplican en forma de bandas de 5 mm, usando una microjeringa de 10 μL, utilizando como volumen de siembra 3 μL. Se usa una separación de 10 mm para las distancias de la línea de siembra desde el borde inferior, desde el lado izquierdo y entre las bandas correspondientes a cada muestra. Se utilizan como estándares los plaguicidas que se busca detectar, clorpirifós [O,O-dietil 0-(3, 5, 6-tricloro-2-piridil) fosforo-tioato], grado analítico, con 99,9 % de pureza, y malatión [O,O-dimetil fosforoamidotioato de dietil mercapto succinato], grado técnico 83,7 % (1000 g L-1). 

-      Desarrollo: las placas se desarrollan en una cuba cromatográfica, en equilibrio vapor/di-solvente, empleando una mezcla de hexano:acetona (8:2) como fase móvil. Se deja que la fase móvil recorra una distancia de 70 mm desde el borde inferior (60 mm desde la línea de siembra). La actividad de la placa se ajusta a una humedad relativa del 33 %, mediante el uso de una disolución acuosa saturada de cloruro de magnesio (MgCl2 .6H2O).  

-      Revelado: la placa desarrollada se sumerge en la disolución de PbCl2 al 0,5 % durante 3 s. La placa se seca durante aproximadamente un minuto al aire y después se continúa con el secado en un calentador de placas durante 20 min a 105 °C.  

Análisis e interpretación de resultados: se calcula el Rf correspondientes a clorpirifós y a malatión, de acuerdo con la bibliografía se esperan valores de 0,73 y 0,63, respectivamente y se comparan con los Rf de los analitos detectados en cada una de las muestras vegetales.

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos: en este caso, el riesgo está asociado al empleo de solventes orgánicos como el acetato de etilo, acetona, y hexano. Al ser solventes inflamables, deben mantenerse alejados de fuentes de calor, chispas, llamas, etc. Ade-más, estos solventes pueden provocar irritación ocular grave y producir somnolencia o vértigo. Por tal motivo debe trabajarse bajo campana y utilizando el equipo de seguridad, consistente en guantes y anteojos de protección. El PbCl2 es un compuesto probablemente cancerígeno para el ser humano, con lo cual es importante reducir al mínimo todo contacto con el mismo. Además, la exposición puede provocar dolor de cabeza, irritabilidad, trastornos del sueño, pérdida de me-moria. Por lo tanto, es necesario utilizar guantes de material apropiado (neopreno o vitón) y an-teojos de seguridad. 

Dado que el método genera residuos que contienen solventes orgánicos y plomo, debe reali-zarse un adecuado manejo de residuos. Para ello se dispondrán en recipientes adecuados para tal fin, etiquetados de manera tal que sean desechados como residuos peligrosos.  

Se sugiere la lectura de Ramírez-Jiménez y Oregel-Zamudio (2018). 
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Identificación de compuestos de la resina de Liquidambar styraciflua

La resina de L. styraciflua tiene algunas propiedades medicinales, dentro de las cuales se destaca su uso para tratar enfermedades respiratorias. Aunque la resina de liquidámbar posee múltiples propiedades terapéuticas, su uso principal ha sido como componente de cosméticos y sustancias aromáticas. El alto valor comercial de la resina de esta especie en el mercado inter-nacional la perfila como una opción importante como producto forestal no maderable. ¿Cómo se pueden detectar diferencias estacionales en la composición de la resina (metabolitos) de esta especie forestal? Mediante una cromatografía en capa fina. 

Procedimiento analítico

Preparación de la muestra: se colectan muestras de resinas de los mismos árboles en dos épocas diferentes, de sequía y de lluvia. Para la purificación de las resinas, las muestras se extraen de manera secuencial con 50 mL de diclorometano. La primera extracción de cada mues-tra se deja reposar por 72 h, mientras que las siguientes dos extracciones se dejan reposar 24 h cada una. Posteriormente, se reúne el volumen total de las extracciones correspondientes a cada muestra y se filtran con papel filtro previamente saturado con diclorometano. Después de la fil-tración se agrega Na2SO4  como agente desecante y nuevamente las muestras se filtran con ayuda de una bomba de vacío. Se evapora el solvente mediante un equipo de rota evaporación. El residuo semisólido obtenido se coloca en viales de vidrio y las muestras se almacenan a 4 °C. 

Cromatografía en capa fina: se utilizan placas de aluminio de 20 cm × 20 cm cubiertas con gel de sílice, formando una capa de 0,20 mm de espesor, la cual constituye la fase estacionaria. Se toman 5 mg de resina de cada muestra y se disuelven en 500 µL de diclorometano previo a la realización de la cromatografía en capa fina.

-      Siembra: se marca en la placa la línea de siembra y con un capilar de vidrio se toma una porción de muestra que se aplica sobre la placa cromatográfica. La distancia entre muestras es de 1 cm.  

-      Desarrollo: la fase móvil consiste en una mezcla de tolueno y acetato de etilo, en una proporción de 93:7 v/v, respectivamente. Los cromatogramas se desarrollan en posición ascen-dente, dentro de una cámara de vidrio para cromatografía en capa fina, saturada con la mezcla de solventes de la fase móvil. La distancia recorrida por el solvente es de 18 cm.  

-      Revelado: como reactivo revelador se usa vainillina-ácido sulfúrico (mezcla de una so-lución en etanol de vainillina al 1 % y una solución en etanol de ácido sulfúrico al 10 %). Después de aplicar dicho revelador, las placas se colocan en un horno previamente calentado a 110 °C durante 5-10 min, hasta observar un cambio de color en las bandas (compuestos). Los compues-tos son detectados con luz UV (254 nm) proveniente de una cámara de luz UV especial para cromatografía en capa fina

Análisis e interpretación de resultados: se calcula la relación de frentes de las bandas (Rf); el Rf se informa de acuerdo con su presencia en la muestra para cada época de colecta. Estos valores se comparan con los Rf de los compuestos de referencia: ácido cinámico-ácido benzoico, cinamato de cinamilo-cinamato de propilo, benzoato de bencilo-benzoato de cinamilo. En el 
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análisis se informan las bandas más sobresalientes de todas las comunidades, de acuerdo con cada temporada de colecta. Los cromatogramas muestran mayor número de bandas (analitos) en época de sequía que en época de lluvia.  

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos: el riesgo está asociado al uso de solventes como el diclorometano y el acetato de etilo. Pueden provocar irritación cutánea, irritación ocular grave, somnolencia o vértigo y en el caso del diclorometano, se sospecha que provoca cáncer. Por tal motivo, deben usarse guantes/gafas de protección y trabajar bajo cam-pana. Con respecto al tolueno, se puede esperar efectos retardados o inmediatos como conse-cuencia de una exposición a corto o largo plazo. El producto es combustible y puede encenderse por fuentes de ignición potenciales. Tanto el derrame como el agua de extinción pueden conta-minar los cursos de agua. 

Se sugiere la lectura de Rasgado-Bonilla y col. (2016). 

 

Cromatografía en columna 

Generalidades 

Las cromatografías en columna se suelen denominar según la naturaleza de la fase móvil: Cromatografía líquida y Cromatografía gaseosa. En las cromatografías en columna la fase móvil se desplaza a través de la fase estacionaria por acción de la gravedad y/o por aplicación de una presión para que sea posible la circulación del fluido por el interior de la columna de diámetro pequeño. Las cromatografías en columna se realizan generalmente utilizando un equipo denominado cromatógrafo, el que permite obtener un registro de la cromatografía reali-zada que se denomina cromatograma.

¿Cuáles son las etapas de una cromatografía en columna? 

Las etapas necesarias para realizar una cromatografía en columna son (Figura 3.5):  

-      Inyección de la muestra: es el equivalente a sembrar la muestra en la cromatografía plana. El lugar de inyección será en un extremo de la columna.  

-      Desarrollo de la cromatografía: la fase móvil arrastra a los analitos obligándolos a atra-vesar la fase estacionaria contenida en la columna. Durante este proceso los analitos se separan dentro de la columna según su afinidad por cada fase.  

-      Elución:  en las cromatografías en columna es necesario que los analitos separados dentro de la columna lleguen a salir de la columna para poder detectarlos. Muchas veces alcanza con hacer circular la fase móvil hasta que todos los analitos se recuperen a la salida de la co-lumna. En estos casos, se nombra a la fase móvil como “eluyente”. En otros casos es necesario cambiar la fase móvil para lograr la elución de los analitos, por lo tanto, la fase móvil y el eluyente serán diferentes.   
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Figura 3.5. Representación esquemática de las etapas de una cromatografía en columna 

¿Cuál es el parámetro que se mide en una cromatografía en columna? 

En una cromatografía en columna el parámetro que se mide depende de las unidades que se utilicen como referencia. Puede ser el tiempo de retención (tr) o el volumen de retención (Vr).  

Tiempo de retención (tr): es el tiempo que transcurre desde que se inyectó la muestra hasta que el analito sale de la columna. 

Volumen de retención (Vr): es el volumen de FM que circuló por la columna desde que se inyectó la muestra hasta que el analito sale de la columna. 

Tiempo muerto de la columna: algunas veces en el cromatograma aparece el tiempo muerto (tm) o volumen muerto (Vm) de la columna que corresponde al primer pico del gráfico y aparece rápi-damente (es un tiempo muy corto). Corresponde a un analito que no interacciona con la fase esta-cionaria y por lo tanto es una medida del tiempo (o volumen de FM) que se necesita para recorrer la columna desde que se inyectó la muestra. Si el cromatograma tiene un dato de tm, todos los tiempos de retención se corrigen respecto a él y se denominan tiempo de retención neto. 

Un analito con un bajo tiempo de retención (o volumen de retención) tendrá alta afinidad por la FM, ya que interacciona poco con la fase estacionaria y, por lo tanto, sale pronto de la columna. Por el contrario, un analito que tiene alta afinidad por la FE será retenido mucho tiempo dentro de la columna y tardará en salir de la misma. 

 

Cromatógrafos 

Cromatógrafo de gases: fundamento y funcionamiento 

La Figura 3.6 muestra el esquema de un cromatógrafo gaseoso. En este caso, la FM es gaseosa, por lo tanto, el recipiente que contiene a la FM es un tubo con el gas comprimido, con 
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su correspondiente regulador de presión. Los gases portadores (FM) deben ser de gran pureza, ser químicamente inertes respecto a los componentes de la muestra, a los materiales de la co-lumna y del cromatógrafo y no dar respuesta en el detector. Los más usados son nitrógeno, helio e hidrógeno.

Antes de llegar a la columna habrá un regulador de flujo que permite controlar a qué veloci-dad se hará circular la FM a través de la columna. La columna que contiene a la FE se encuentra dentro del horno que nos permite regular la temperatura de trabajo. En el extremo de la columna próximo al ingreso de la FM se encuentra el inyector, donde se va a colocar la muestra que se analizará. En el extremo opuesto de la columna, que corresponde a la salida de la columna, estará ubicado el detector. Finalmente, fuera del horno encontramos el procesador que brin-dará el registro del cromatograma (Figura 3.6). 
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Figura 3.6. Componentes del cromatógrafo gaseoso 

 

Cromatógrafo líquido: fundamento y funcionamiento 

La Figura 3.7 muestra un esquema del cromatógrafo líquido: en el reservorio de FM, que en este caso es un líquido, está conectada una bomba de alta presión que permite seleccionar con qué presión se hará circular la FM líquida a través de la columna que contiene la fase esta-cionaria. Antes de la columna se encuentra el inyector donde se colocará la muestra, luego la columna que contiene a la FE y, luego de la columna, el detector que permite obtener los datos necesarios para obtener finalmente el cromatograma.  
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Figura 3.7. Componentes del Cromatógrafo Líquido 

A modo de resumen, se puede ver, tal como se muestra en la Figura 3.8, que tanto el croma-tógrafo de gases como el líquido presentan componentes básicos en común. Sin embargo, cada uno de ellos presenta sus particularidades. 
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Figura 3.8. Esquema de caja de los principales componentes de un cromatógrafo 

 

Análisis e interpretación de un Cromatograma 

El cromatograma es el gráfico donde se registran los analitos separados durante el pro-

ceso cromatográfico. Este registro se logra mediante un detector ubicado a la salida de la co-lumna del cromatógrafo. El detector dará una señal base (línea de base) cuando por la salida de la columna circule sólo la fase móvil. Cuando la fase móvil contenga un analito, la señal del detector se levantará dando lugar a un pico correspondiente al analito que está saliendo con la fase móvil (Figura 3.9). 
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Figura 3.9. Representación esquemática de un cromatograma.  

Se obtuvieron tres analitos separados: A, B y C. En el eje Y se grafica la señal del detector y en el eje X se grafica el 

tiempo en min desde que se inyectó la muestra hasta que sale el analito. En este esquema t1 t2 y t3 representan los 

tiempos (min) a los que salió cada analito (C, A y B, respectivamente). En algunos cromatógrafos, el cromatograma que 

se obtiene representa la señal del detector (en el eje Y) en función del volumen de fase móvil que circula desde la 

inyección de la muestra (en el eje X) en lugar del tiempo que transcurrió desde la inyección de la muestra 

 

¿Qué parámetros podemos obtener en un cromatograma? 

Los principales parámetros que podemos obtener a partir del cromatograma son: 

a.  Tiempo de retención (tr): es el tiempo que tarda en salir un analito de la columna. Este valor se mide en min a partir de la inyección de la muestra. Un analito con un tr bajo es un analito que tiene baja afinidad por la fase estacionaria, es decir, que es poco retenido en la fase esta-cionaria. Por el contrario, un analito con tr alto será un analito que tiene gran afinidad por la fase estacionaria y, por lo tanto, es fuertemente retenido y tardará más tiempo en salir de la columna. Si el cromatograma representa la señal del detector en función del volumen de fase móvil que circula, el parámetro se denomina Volumen de retención (Vr) y se interpreta del mismo modo que el tiempo de retención.

Tiempo muerto (tM): tiempo que tarda la fase móvil en recorrer la columna desde que se inyectó la muestra. Para determinar el tiempo muerto es necesario agregarle a la muestra un analito que a priori sabemos que no interactúa en absoluto con la fase estacionaria. No todos los cromato-gramas tendrán este dato. En aquellos cromatogramas que tienen el valor de tM, se calculan los tiempos de retención netos (t´R) para cada analito restándole el tiempo muerto al valor del tiempo de retención (Figura 3.10). 
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Figura 3.10. Cromatograma que muestra el tiempo muerto (tM), de retención (tR)y de retención neto (t´R) 
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Figura 3.11. Cromatograma del mismo analito, pero en cantidades diferentes.  

Igual tR indica que se trata del mismo analito. Así, este parámetro nos permite identificar el analito y, por lo tanto, es un parámetro cualitativo. Distinta área bajo la curva, indica que en las dos muestras hay distinta concentración de dicho 

compuesto. Así, decimos que el área bajo la curva es un parámetro cuantitativo. A mayor concentración en la solu-

ción, mayor el área del triángulo. Para calcular el área, se aproxima el dibujo a un triángulo y se calcula el área del 

triángulo (base x altura /2). 

b.  Área bajo el pico: es proporcional a la cantidad del analito al que corresponde ese pico. Podemos decir que cuanto mayor es el área bajo el pico, mayor la cantidad del analito que re-presenta ese pico. Para poder cuantificar es necesario previamente realizar una calibración de la cromatografía (como ocurre con todos los métodos instrumentales) (Figura 3.11). 
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Figura 3.12. Eficiencia de un pico en un cromatograma.  

Cuanto más agudo (finito) es el pico obtenido para un analito, más eficiente es la cromatografía para ese analito. 

c.    La eficiencia de la cromatografía realizada se puede calcular para cada analito obtenido a partir de los datos del pico correspondiente: tiempo de retención y ancho de la base del pico. Asumiendo que los picos son simétricos alrededor del máximo, la eficiencia se calcula con la siguiente fórmula: 
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d. Resolución de la cromatografía (Rs): es un parámetro que permite evaluar si los ana-litos fueron separados correctamente (están resueltos) o si hay desprolijidades en la separación, lo que significa que hay zonas a la salida de la columna donde dos analitos consecutivos salen mezclados. La resolución se calcula a partir de los datos del cromatograma para dos picos con-secutivos. Corresponde a la diferencia entre los tiempos de retención dividido el promedio del ancho de bases: 
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La Rs debe ser ≥ 1,5 para poder afirmar que dos picos adyacentes estén bien resueltos. 

En la Figura 3.13 puede observarse que los analitos se separaron bien en el gráfico inferior donde la resolución (Rs) dio por lo menos 1,5. En los otros dos casos las resoluciones dieron valores menores a 1,5 y, como se observa en la figura, los dos picos no están bien separados. 
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Figura 3.13. Representación de tres cromatogramas con diferente resolución para los analitos A y B 

 

Factores que afectan la eficiencia de una cromatografía

Básicamente, los cuatro factores que determinan la eficiencia de una cromatografía en co-lumna son los siguientes:  

1.  Naturaleza de la fase estacionaria (calidad del empaquetamiento en caso de columnas rellenas y resistencia a la transferencia de materia que ofrece la FE) 

2.  Naturaleza de la fase móvil (resistencia a la transferencia de materia que ofrece la FM)  

3.  Velocidad a la que circula la fase móvil (para cada cromatografía diseñada existirá una velocidad óptima para la circulación de la FM) 

4.  Temperatura de trabajo (modifica la resistencia a la transferencia de materia de las fases involucradas y modifica el coeficiente de difusión de los analitos).  
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En la práctica estos cuatro factores representan las características del método cromatográfico que se pueden variar para lograr que los picos anchos de un cromatograma se transformen en picos angostos. 

Para profundizar sobre temas de cromatografía se recomienda la lectura de Polo Díez (2018) y Capítulos 17 y 18 de Day y Underwood (1989). 

 

Ejemplos de aplicación de la cromatografía en columna 

Análisis del perfil de ácidos grasos en aceites vegetales mediante cromatografía gaseosa 

La composición de ácidos grasos de un aceite vegetal es uno de los principales factores que determinan no sólo su calidad nutricional sino también que afecta la susceptibilidad al deterioro oxidativo. ¿El perfil de ácidos grasos de un aceite puede verse afectado por el método y las condiciones de obtención? Se puede responder a esta pregunta analizando los ésteres metílicos de ácidos grasos de los aceites obtenidos a partir de las semillas mediante distintos métodos, a través de una cromatografía gaseosa (Figura 3.14). 
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Figura 3.14. Etapas para la determinación de la composición de ácidos grasos en semillas oleaginosas 

Procedimiento analítico  

Preparación de la muestra: el primer paso es la limpieza de las semillas/granos, cuya fun-ción es despojar a las mismas de partículas indeseables, entre las cuales se incluyen metales, hojas, pequeñas ramas y otros materiales extraños. Esta operación se realiza mediante la utili-zación de zarandas, cernidores rotativos, separadores magnéticos y sistemas de aspiración. Luego se procede al triturado de las semillas/granos a través del uso de molinillos o morteros.

Obtención de aceite vegetal: se realiza a partir de la materia por diversos procesos, entre los cuales los más comunes son la extracción sólido/líquido (utilizando generalmente hexano como solvente) o mediante prensado. También se puede extraer mediante CO2 supercrítico, tec-nología más novedosa que presenta como ventaja ser más amigable con el ambiente, ya que no usa solventes tóxicos. 
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Extracción de los ésteres metílicos de ácidos grasos: hay diversos protocolos para llevar a cabo esta etapa. Aquí se presentan dos métodos: uno con saponificación y otro sin saponifica-ción previa de los ácidos grasos. 

Método con saponificación: se basa en la Norma mexicana 490 (1999), la cual concuerda con la norma oficial 963.22 AOAC (1990). Para ello, se pesan ∼500 mg de aceite en un balón de 50 mL y se agregan 6 mL de solución metanólica de NaOH 0,5 N, calentando a reflujo a 40 ºC durante 5 min para lograr la saponificación de la muestra. Posteriormente, se agregan 7 mL de solución metanólica de trifluoruro de boro, calentando a reflujo. Luego de transcurridos 5 min, se adicionan 4 mL de hexano, se deja enfriar y se añaden aproximadamente 10 mL de solución saturada de NaCl, agitando suavemente. Se continúa agregando solución de NaCl hasta llevar a la fase or-gánica al cuello del balón. Mediante una pipeta se recogen 1-1,5 mL de fase orgánica en un tubo con 0,5 g de Na2SO4 anhidro. Los ésteres metílicos de los ácidos grasos se transfieren, filtrando con una jeringa, a un vial cerrado bajo atmósfera de nitrógeno, protegido de la luz y almacenado a -20±2 ºC hasta su análisis en el cromatógrafo. 

Método sin saponificación: se pesan ∼0,25 g de aceite, se tratan con 0,5 mL de una solución de HCl:metanol 5 % v/v con una pizca de sulfato de sodio anhidro, calentando durante 10 min a baño de María 100 °C. Luego se agregan 0,25 mL de agua ultrapura y 0,125 mL de hexano y se centrifuga 15 min a 3000 rpm. El sobrenadante se recupera, se filtra (filtro de nylon, 25 mm, 22 µm) y se almacena en viales hasta su análisis en el cromatógrafo. 

Análisis mediante cromatografía gaseosa para separar los ésteres metílicos de ácidos grasos: la mezcla de los ésteres metílicos de ácidos grasos se analiza en un cromatógrafo de gases equipado con detector de ionización de llama. La separación se realiza en una columna capilar. A modo de ejemplo puede ser una columna de sílice fundida (30 m de largo; 0,250 mm de diámetro interno y 0,25 μm de espesor de la película de polietilenglicol que constituye la fase estacionaria). Se utiliza helio como gas portador (25,1 psi).   

Si bien hay distintos programas de calentamiento, aquí se presentan temperaturas orientativas:  

-       temperatura de inyección: 250-260 ºC 

-       temperatura inicial de la columna es de 170 ºC 

-       calentamiento a 2,5 ó 3 ºC min-1 hasta 190 ºC, isoterma a 190 °C durante 1 min y subsi-guiente incremento a 1 ºC min-1 hasta 205-220 ºC.  

-       temperatura del detector: 260-280 °C  

Identificación a través de los tiempos de retención utilizando los patrones correspon-dientes: la identificación de los ácidos grasos se realiza a través de los tr mediante la utilización de patrones de referencia de ácidos grasos, los cuales se saponifican y metilan, tal como se indicó anteriormente. También pueden utilizarse como patrones los ésteres metílicos de ácidos grasos comerciales. El contenido de cada uno de los ácidos grasos identificados se expresa como valor porcentual en relación con el contenido total de los mismos, es decir como porcen-taje relativo. 

Se recomienda la lectura de Ixtaina et al (2010) e Ixtaina et al (2011). 
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Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y el equipo utilizado: en varias de las etapas se utilizan solventes orgánicos, como hexano, éter etílico, metanol. Estos com-puestos son muy inflamables y perjudiciales para la salud. Su manipulación debe realizarse bajo campana de extracción, utilizando guantes y anteojos protectores.  

Con respecto al cromatógrafo gaseoso (CG), algunas de sus piezas internas tienen voltajes elevados. Todas estas piezas están protegidas con cubiertas y es difícil entrar en contacto acci-dentalmente con dichos voltajes. A menos que así se indique específicamente, no retirar nunca una cubierta a no ser que el detector, el inyector o el horno estén apagados. 

Por otra parte, no se debe utilizar el CG con una fuente de alimentación ininterrumpible (UPS). 

Muchas de las piezas del CG funcionan a temperaturas elevadas (inyector, horno, detector, las tuercas que conectan la columna con el inyector o el detector, la caja de válvulas) y pueden provocar quemaduras graves.  

Durante los ciclos de refrigeración, el CG emite gases de escape calientes que pueden pro-vocar quemaduras, con lo cual se debe tener cuidado cuando se trabaje detrás del instrumento. 

Otra cuestión de seguridad se relaciona con los gases portadores, que deben estar colocados en una habitación separada de donde se encuentra el cromatógrafo. Es necesario proteger las garrafas de daños físicos (no hacerlos rodar, no tirar ni dejar caer). Cuando se usa hidrógeno como gas portador, hay que tener en cuenta que puede filtrarse dentro del horno del CG y gene-rar riesgos de explosión. Por ello, hay que asegurarse de que la fuente está desactivada hasta que se hayan hecho todas las conexiones, y de que los adaptadores de columna del detector y del inyector en todo momento están, o bien conectados a una columna, o bien tapados, mientras se suministra hidrógeno al instrumento. Las fugas, si ocurren en un espacio cerrado, pueden provocar un incendio o una explosión. En cualquier aplicación que utilice hidrógeno, se debe comprobar si hay fugas en las conexiones, líneas y válvulas antes de usar el instrumento. Hay que cerrar siempre el suministro de hidrógeno antes de trabajar con el instrumento.   

Como medidas de seguridad se pueden mencionar una ventilación adecuada para disipar el calor producido por los aparatos, utilizar guantes resistentes al calor para manipular zonas ca-lientes, realizar el mantenimiento preventivo adecuado del equipo. 

Cuantificación de tocoferoles en aceites por cromatografía líquida de alta presión 

Los tocoferoles, son compuestos poco polares que se encuentran en semillas oleaginosas y que, junto con los tocotrienoles, tienen actividad como vitamina E y como antioxidantes. Debido a que son liposolubles, durante el proceso de extracción, pasan a formar parte del aceite crudo, pero, al ser inestables térmicamente, gran parte se pierde en el proceso de refinación del aceite. Existen cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles en las formas α, β, δ y γ para ambos isómeros y se distinguen entre sí por el número de grupos metílicos en el anillo aromático. ¿Cómo puedo cuantificar y conocer los tocoferoles presentes en un aceite determinado? Se puede responder esta pregunta realizando una cromatografía líquida de alta resolución (high-performance liquid chromatography, HPLC). 
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Procedimiento analítico  

Preparación de la muestra: las muestras se preparan en el momento de ser utilizadas para su análisis. Se pesan aproximadamente 0,25 g de aceite en un matraz aforado de 5 mL y se lleva a volumen con hexano de calidad HPLC, previa homogeneización de la solución utilizando un baño ultrasónico durante 2 min. Los recipientes se envuelven con papel aluminio a fin de proteger las muestras de la luz.  

Análisis mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en fase normal: el análisis se lleva a cabo en un cromatógrafo líquido de alta resolución equipado con detector de fluorescencia. La separación se realiza en una columna de 250 mm x 4 mm rellena con partículas porosas de sílice con un diámetro de poro de 60 Å y un tamaño de partícula de 5 µm. La fase móvil está compuesta por una mezcla de isopropanol:hexano, 0,5:99,5 v/v, filtrado y desgasifi-cado. El volumen de inyección es de 20 μL y la velocidad de flujo de 1,5 mL min-1. Las longitudes de onda de excitación/emisión del detector se establecen en 290/330 nm. 

Identificación y cuantificación de los tocoferoles: se identifican los picos correspondientes a los tocoferoles en función de los tiempos de retención relativos y de los respectivos patrones (α-tocoferol, β-tocoferol, γ-tocoferol y δ-tocoferol). 

La concentración de tocoferoles se determina por el método de estándar externo, utilizando el α-tocoferol como referencia y se expresa en μg de tocoferol g-1 aceite .

Curva de calibración :  

Para la cuantificación se realiza una curva estándar externa de seis puntos. Se utiliza un estándar de α-tocoferol, preparándose una solución de 10 mg de este compuesto diluidos en 100 mL de n-hexano. A partir de la solución estándar de α-tocoferol se preparan las disoluciones de diferentes concentraciones para realizar la curva de calibración. 

Cuantificación: 

El valor se expresa como μg de tocoferol g-1 de aceite, siendo calculado a partir de la siguiente ecuación:

[image: ]

 

donde: 

[𝑇𝑇𝑆𝑆𝐶𝐶] : concentración de tocoferol calculado a partir de la curva de calibración (μg mL-1) V: volumen de la muestra (mL) 

m: peso del aceite (g) 

Se recomienda la lectura de Ixtaina et al (2010) e Ixtaina et al (2011). 

Cuestiones de seguridad relacionadas con los reactivos y equipo utilizados: tal como se mencionó previamente en el ejemplo de aplicación anterior, se utilizan solventes orgánicos, como hexano e isopropanol, los cuales son inflamables y perjudiciales para la salud.  

 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES  |  UNLP   76 

MÉTODOS INSTRUMENTALES BÁSICOS PARA MUESTRAS AGROFORESTALES – L. COSTA, P. I. VILLABRILLE Y V. Y. IXTAINA (COORDINADORAS) 

Con respecto al cromatógrafo líquido, los riesgos se asocian al derrame y contactos térmicos en la preparación del eluyente y la contaminación ambiental si los eluyentes son volátiles. Por ello, es necesario manipular adecuadamente los eluyentes utilizando guantes. 

 

Publicaciones científicas donde se aplicaron los métodos  estudiados en el capítulo  

Estudio preliminar para la determinación de plaguicidas en vegetales comercializados en una zona de Michoacán (México). (2018). Ramírez-Jiménez, R., Oregel-Zamudio, E.  Revista de Ciencias Ambientales, 52 (2). 

Los plaguicidas organofosforados (OF) son ampliamente utilizados en el mundo por su bajo costo, alta eficacia y menor persistencia. Estos compuestos neurotóxicos han sido detectados en matrices biológicas y ambientales en diversos países. El uso de plaguicidas implica el riesgo de acumulación de residuos en productos agrícolas; no obstante, en algunas regiones de México, el monitoreo de residuos de plaguicidas, en alimentos y en otras matrices, es limitado. El objetivo de este trabajo fue determinar residuos de OF en vegetales comercializados en tianguis de Ji-quilpan, Michoacán. Se recolectaron muestras de calabaza, pepino, jitomate, cebolla, fresa y manzana (n = 30), además de jitomate y fresa orgánicos (n = 6). Se realizó la extracción de las muestras con acetato de etilo y se analizó la presencia de residuos de malatión y clorpirifos-etílico por cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC). Las muestras orgánicas no presentaron residuos de malatión y clorpirifos-etílico. Bajo las condiciones de este estudio, no se detectaron residuos de malatión en las muestras de vegetales; sin embargo, se observó la pre-sencia de residuos de clorpirifos-etílico en 4 muestras de cebolla y en 1 de manzana (20 % del total de muestras). Se ha reportado que la exposición crónica a bajas concentraciones de pla-guicidas puede representar un riesgo a la salud humana, ya que sus efectos pueden ser aditivos y pueden manifestarse a largo plazo. Se requiere el monitoreo periódico de plaguicidas en ali-mentos y poblaciones expuestas. 

Characterization of chia seed oils obtained by pressing and solvent extraction. (2011). Ix-taina, V. Y., Martínez, M. L., Spotorno, V., Mateo, C. M., Maestri, D. M., Diehl, B. W., Nolasco SM, Tomás, M. C. Journal of Food Composition and Analysis, 24 (2), 166-174.

Se determinó el rendimiento de aceite, la composición de ácidos grasos y las características fisicoquímicas y de calidad de los aceites crudos de semillas de chía obtenidos por prensado y extracción por solventes. Los métodos de extracción ensayados influyeron significativamente en el rendimiento de aceite, obteniéndose alrededor de un 30 % más de aceite mediante la extrac-ción con solvente que por prensado. Los principales ácidos grasos (AG) se clasificaron en el siguiente orden de abundancia: ácido α-linolénico (α Ln) > ácido linoleico (L) > ácido oleico (O) ≈ ácido palmítico (P) > ácido esteárico (S) para ambos sistemas de extracción. La relación de AG n-3/n-6 de los aceites de chía varió entre 3,18 y 4,18, siendo marcadamente más alta que la 
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informada  para  otros  aceites  vegetales.  Los  principales  triacilgliceroles  fueron:  αLnαLnαLn  > αLnαLnL > αLnLL > αLnαLnP > αLnLO ∼ αLnLP, que representan alrededor del 87-95 % del contenido total de estos compuestos. El proceso de extracción influyó en la calidad y composición de algunos componentes menores de los aceites de semilla de chía. Los aceites presentaron un contenido moderado de componentes bioactivos, como tocoferoles, polifenoles, carotenoides y fosfolípidos; el alto nivel de instauración determinó su baja estabilidad oxidativa. 

En este trabajo la cromatografía gaseosa (CG) permitió determinar la composición de ácidos grasos de los aceites de chía obtenidos mediante extracción sólido-líquido (hexano) y por pren-sado en frío, mientras que la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) se aplicó para de-terminar el contenido de tocoferoles.  

 

Referencias  

Day R.A., Underwood A.L. (1989). Capítulo 17: Cromatografía Gas-Líquido y Capítulo 18: Cro-

matografía de Líquidos. En Karen J. Clemments y Joan McCulley (Eds.) Química analítica 

cuantitativa (pp. 586-687). México: Prentice-Hall Hispanoamericana. Ixtaina, V.Y., Vega, A., Nolasco, S.M., Tomás, M C., Gimeno, M., Bárzana, E. y Tecante, A. (2010). 

Supercritical carbon dioxide extraction of oil from Mexican chia seed (Salvia hispanica L.): Char-

acterization and process optimization. The Journal of Supercritical Fluids, 55(1), 192-199. Ixtaina, V.Y., Martínez, M.L., Spotorno, V., Mateo, C.M., Maestri, D.M., Diehl, B.W., Nolasco S.M. 

y Tomás, M.C. (2011). Characterization of chia seed oils obtained by pressing and solvent 

extraction. Journal of Food Composition and Analysis, 24(2), 166-174. Polo Díez, L. M. (2018). Fundamentos de cromatografía. Dextra Editorial. Ramírez-Jiménez, R. y Oregel-Zamudio, E. (2018). Estudio preliminar para la determinación de 

plaguicidas en vegetales comercializados en una zona de Michoacán (México). Revista de 

Ciencias Ambientales, 52(2). 

Rasgado-Bonilla, F.A., Soto-Hernández, R.M., Conde-Martínez, V., Vibrans, H. y Cibrián-Tovar, 

D. (2016). Variación estacional en la composición química de resinas y aceites esenciales de 

Liquidambar styraciflua de Hidalgo, México. Botanical Sciences, 94(2), 331-344. Rubinson K. y Rubinson J. (2001). Cromatografía líquida. En Kenneth Rubinson y Judith Rubin-

son (Eds.) Análisis Instrumental (pp.636-679). Ed. Prentice Hall Hispanoamericana, S.A. 

 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES  |  UNLP   78 

CAPÍTULO 4 

 

Electroforesis 

Lorenza Costa 

 

Conceptos generales de electroforesis

Se denomina electroforesis a la técnica de análisis químico que permite separar macromo-léculas o fragmentos de macromoléculas bajo la acción de un campo eléctrico. La separación de macromoléculas suele ser un paso necesario para lograr el aislamiento de macromoléculas, lo que permite estudiar sus propiedades fisicoquímicas y conocer cuál es su función biológica en un organismo. Las funciones biológicas, están codificadas en el ADN, se traducen al ARN y, en general, se llevan a cabo a través de proteínas que cumplen diferentes funciones en los seres vivos ya sea como enzimas, receptores, transportadores, bombas primarias y secundarias de transporte o proteínas estructurales entre otras (García Trejo y Ortega, 2021). La electroforesis se aplica al estudio de proteínas y ácidos nucleicos (ADN y ARN), por lo tanto, es una herramienta indispensable de trabajo en estudios bioquímicos sobre fisiología de plantas y en métodos de biología molecular. 
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Figura 4.1. Campo eléctrico aplicado. 

Esquema que representa el efecto de un campo eléctrico sobre especies cargadas. 

Los círculos representan iones de carga positiva (+) o negativa (-) 
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Electroforesis es una palabra que deriva del griego, elektro significa electricidad y phoros movi-miento. En cuanto al fundamento de la técnica, la electroforesis es un método de análisis en el cual se separan moléculas cargadas bajo la acción de un campo eléctrico. La separación electroforética más ampliamente utilizada ocurre en un medio acuoso embebido en un soporte semisólido (gel inmerso en una solución buffer). En los extremos del soporte se ubican los dos polos de carga del campo eléctrico (polo positivo y polo negativo). Al aplicar un campo eléctrico las moléculas que tienen carga (iones moleculares) migrarán hacia el polo de carga opuesta: los cationes se despla-zarán en dirección al polo negativo y los aniones hacia el polo positivo (Figura 4.1). 

Cuanto mayor sea la intensidad del campo eléctrico aplicado, mayor la velocidad de despla-zamiento. Sin embargo, cada ion se desplazará a una velocidad característica que depende de factores propios de cada molécula como la carga, la forma y el peso molecular y, además de la fuerza iónica, viscosidad y temperatura del medio en el cual las moléculas se desplazan. Los factores mencionados determinan la movilidad iónica de la molécula cuando se desplaza en un medio definido: 

v ion= µ ion x E

v: velocidad de migración iónica

µ: movilidad iónica (factores del ion + factores del medio)

E: campo eléctrico aplicado 

Existen tres formas básicas de realizar una electroforesis: 

1- Electroforesis de límite móvil, modalidad que se utiliza para determinar la movilidad elec-troforética de los iones, no suele ser un método de rutina en laboratorios de análisis químico. 

2- Electroforesis de zona, la que tiene numerosas aplicaciones en laboratorios de investiga-ción y diagnóstico. 

3- Electroforesis de estado estacionario, la que se utiliza para caracterizar proteínas, como método de diagnóstico y como etapas intermedias en estudios de muestras complejas. 

En este capítulo se describirán las modalidades 2 y 3. 

 

Electroforesis de zona

La electroforesis de zona en gel es la más ampliamente utilizada en los laboratorios de diagnóstico e investigación relacionados con el ámbito agronómico y forestal. En una electrofo-resis de zona los componentes de una mezcla se separan en bandas estabilizadas sobre un gel. La muestra ingresa a un gel acumulador o concentrador (stacking) que permite concen-trar la muestra en un frente de avance antes de ingresar al gel de resolución en el cual se forma-rán las bandas de avance a velocidad constante para los diferentes analitos (componentes de la muestra). El avance de cada frente de migración continuará a velocidad constante mientras dure la aplicación del campo eléctrico. La Figura 4.2 muestra el equipamiento básico necesario para 
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realizar una electroforesis de zona y la Figura 4.3 presenta una foto del resultado que se observa al finalizar una electroforesis de proteínas. A medida que se avanza en el capítulo se explica detalladamente cada término utilizado en esta metodología, algunos de los cuales se indican en las figuras mencionadas.  
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Figura 4.2. Equipo básico para realizar electroforesis 

[image: ]

 

Figura 4.3. Electroforesis de zona. 

Resultado de una electroforesis de proteínas en PAGE (gel de poliacrilamida). Se observa en el peine 15 calles donde 

se indican las 4 primeras (1, 2, 3 y 4). En cada calle se siembra una muestra a analizar. En las calles 7, 14 y 15 no se 

sembraron muestras. Se señalan las dos partes del gel, gel acumulador o stacking y gel de resolución. Las zonas teñi-

das de azul fuerte (colorante Azul Brillante de Coomassie) señalan las bandas de migración de proteínas sobre el gel. 
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En las electroforesis para análisis de proteínas se utilizan geles de poliacrilamida (PAGE, del inglés PolyacrilAmide Gel Electrophoresis) mientras que en las electroforesis para análisis de ácidos nucleicos se utilizan geles de agarosa. En ambos casos se arman láminas de geles de 0,75 a 2 mm de espesor, utilizando moldes adecuados para lograrlo. En el caso de proteínas se utilizan geles verticales (Figura 4.4) y en el caso de ácidos nucleicos geles horizontales. 
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Figura 4.4. Molde para la preparación del gel.  

Consta de dos vidrios entre los que se genera un espesor según el separador utilizado, puede ser de 0,75 a 2 mm.  

Los vidrios se mantienen en forma vertical mediante un soporte adecuado. La parte inferior del molde debe quedar se-

llado y en el extremo superior se coloca el peine para darle forma a las calles donde se sembrarán las muestras. El 

molde preparado se carga con líquido que polimerizará con la forma delimitada, obteniendo una lámina fina de gel con 

las calles en el extremo superior. 

Una vez armado el gel, sobre el mismo se colocan las muestras que contienen a los analitos (proteínas o ácidos nucleicos) que se quieren separar. Las muestras se colocan con la ayuda de una jeringa o una micropipeta, lo que permite medir con exactitud el volumen; cada muestra se deposita en una calle en el extremo superior del gel. En general, este procedimiento corresponde a la siembra de las muestras en el gel.  

Una vez sembradas las muestras se aplicará el campo eléctrico. Los analitos que poseen carga comenzarán a desplazarse en dirección al polo de carga opuesta. Para el análisis de pro-teínas el diseño general ubica el cátodo en el extremo superior del gel y el ánodo en el extremo inferior, por lo tanto, es deseable que las proteínas ingresen al gel y lo recorran en dirección al ánodo bajo la acción del campo eléctrico aplicado. Para lograr este comportamiento, las mues-tras de proteínas a analizar se preparan en un buffer pH alcalino de modo que la mayoría de las mismas se comporten como aniones, es decir, se desplacen en dirección al ánodo. En el caso de los ácidos nucleicos el diseño es similar, se colocan las muestras en las calles ubicadas en el extremo del gel horizontal cerca del cátodo. Al iniciar la aplicación del campo eléctrico los ácidos nucleicos con sus cargas negativas se desplazarán en dirección al ánodo.  

Durante la electroforesis en gel, los analitos se ordenan en bandas que migran a velocidad constante. La idea es interrumpir el campo eléctrico antes de que las bandas alcancen el final del gel. Para lograrlo se agrega a la muestra un analito coloreado, azul de bromofenol, que mi-grará con mayor velocidad para señalar el frente de la corrida electroforética. 
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Una vez finalizada la electroforesis, se realiza una etapa de revelado que permitirá observar los analitos separados sobre el gel. Existen diferentes formas de revelado tales como métodos generales de tinción, métodos de tinción por sustrato, y técnicas de inmunodetección luego de transferir los analitos separados en el gel hacia una hoja de nitrocelulosa (esta técnica se explica detalladamente más adelante en este capítulo). El método elegido para revelar dependerá de la pregunta a resolver a través de esta técnica. Se hace referencia aquí al uso de tinciones gene-rales para revelar proteínas y ácidos nucleicos.  

En el caso de proteínas la tinción más utilizada para revelar sobre el gel es con el colorante azul brillante de Coomassie. Para el caso de ácidos nucleicos, el revelado más utilizado es la tinción con bromuro de etidio; en este caso se debe trabajar bajo rigurosas normas de seguridad ya que implica la exposición a material radioactivo. 

Existen otras tinciones generales para revelar geles, por ejemplo, cuando la cantidad de muestra es muy baja, se recurre a la tinción con nitrato de plata ya que es mucho más sensible que las tinciones mencionadas. Brevemente, en esta tinción, el ion plata (Ag+) se reduce a plata cero (Ag0) al reaccionar con grupos funcionales presentes en las proteínas y ácidos nucleicos (tioles, tirosina, aminas). El depósito de plata tiñe de color pardo el lugar donde se encuentran los analitos que han reaccionado. La Figura 4.5 muestra la apariencia de los geles luego de las tinciones mencionadas. 

[image: ]

 

Figura 4.5. Apariencia de los geles una vez finalizada la etapa de revelado 

En este capítulo se describen en detalle las electroforesis utilizadas para el estudio de proteí-nas. Algunos detalles sobre electroforesis para estudios de ácidos nucleicos se desarrollarán en el Capítulo 5 ya que forman parte de las técnicas básicas de biología molecular. 
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Electroforesis de zona para el análisis de proteínas 

Como se ha mencionado, para el estudio de proteínas se utilizan geles de poliacrilamida. Se eligen dichos geles ya que tienen buena resolución, no interactúan con las muestras y son esta-bles frente a cambios de pH, temperatura y fuerza iónica dentro de un amplio rango de valores para estos parámetros. Los geles, en forma de láminas delgadas, se forman fácilmente mediante la polimerización de acrilamida, utilizando como molde el espacio generado entre dos vidrios dejando un espesor que varía entre 0,75 y 2 cm dependiendo del equipo de electroforesis que se va a utilizar.  

El gel se forma a partir de acrilamida, monómero que se polimeriza y bisacrilamida, com-puesto que genera el entrecruzamiento de los polímeros. Para que ocurra la polimerización se utilizan un iniciador, Persulfato Amónico (APS) y un catalizador, N,N,N',N'-Tetrametiletilenedia-mina (TEMED) (Figura 4.6).  

La porosidad del gel se puede regular en función del porcentaje de acrilamida y bisacrilamida que se utiliza en la preparación. Cuanto mayor sea el porcentaje de acrilamida más cerrado será el gel, lo que significa que funcionará como un tamiz menos poroso. La porosidad del gel afectará la movilidad de los analitos en función de su tamaño ya que el gel de poliacrilamida actúa como un tamiz molecular. Para aumentar el poder de separación del gel se regula el porcentaje de acrilamida utilizado. Si se quiere separar analitos de bajo peso molecular se debe recurrir a geles de mayor porcentaje de acrilamida mientras que si se busca separar analitos de mayor peso molecular se necesitan geles más laxos de menor porcentaje de acrilamida para obtener mayor resolución. Al-gunas veces, para muestras complejas donde es importante separar tanto analitos de bajo como de alto peso molecular se recurre al armado de un gel con un gradiente de acrilamida. 
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Figura 4.6. Formación de un PAGE.  

Esquema de los reactivos necesarios para formar el gel de poliacrilamida (PAGE). Cuando se prepara  

el gel se debe trabajar con guantes y barbijo ya que la acrilamida sin polimerizar es neurotóxica. 

El gel se prepara dentro de un molde formado por dos vidrios con un espesor definido entre ellos tal como se mencionó anteriormente. Se arma en dos fragmentos denominados gel acumulador o stacking  donde ingresa la muestra para concentrarse en una banda 
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estrecha y a continuación el gel de resolución, donde se separan las bandas de diferente velocidad electroforética (Figura 4.7). 
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Figura 4.7. Descripción del gel que se usa para realizar una electroforesis de proteínas.  

Esquema que representa las diferentes partes del gel para la separación de proteínas. En el gel acumulador  

quedan formadas las calles donde se colocarán las muestras. En general, el gel de stacking tiene un 7 %  

de acrilamida mientras que el gel de resolución puede ser de 12 a 15 % de acrilamida. 

Una vez armado el gel, se acomoda, sin retirar del molde, entre dos compartimentos separa-dos. Cada uno de ellos contiene uno de los electrodos, negativo o positivo, inmersos en buffer de corrida por lo que constituyen el cátodo y el ánodo respectivamente. La conexión eléctrica entre ambos compartimentos se produce a través del gel. Una vez armado este sistema, se colocan las muestras a analizar en el gel y se conecta el campo eléctrico. El campo eléctrico se genera a través de una fuente de poder que se puede programar a voltaje constante o bien a corriente constante. Para las electroforesis se utilizan valores del orden de 100 milivolts. Una vez que la electroforesis ha finalizado, el gel de poliacrilamida se puede revelar para poner en evi-dencia las bandas de migración separadas. El resultado obtenido se puede digitalizar y guardar. Si es necesario, también es posible purificar las moléculas de interés recuperándolas a partir de la banda de gel donde se ubican.  

 

Recapitulación de los pasos a seguir para realizar una electroforesis  de zona para analizar proteínas 

Paso 1- Armado del gel  

Utilizando un molde sostenido en un soporte adecuado se carga la solución de acrilamida-bisacrilamida correspondiente al gel de resolución y se deja el tiempo suficiente como para que se forme el gel. A continuación, se carga la solución correspondiente al stacking e inme-diatamente se coloca el peine para que al gelificar queden formadas las calles donde se van a colocar las muestras.  
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Paso 2- Armado de la cuba de electroforesis con el gel 

Una vez que el gel dentro del molde está formado (polimerizado) se lo coloca dentro de la cuba de electroforesis. La cuba tiene dos compartimentos separados, el cátodo y el ánodo, los que se llenan con el mismo buffer de corrida. El contacto entre ambos compartimentos se dará sólo a través del gel.   

Paso 3- Siembra de las muestras a analizar y aplicación del campo eléctrico (Figura 4.8). 

Las muestras se colocan en las calles del gel con una micropipeta o con una jeringa. Para que las muestras se ubiquen en el fondo de cada calle se les agrega glicerol, de este modo las muestras siempre serán más densas que el buffer de corrida y quedarán depositadas en el fondo de cada calle. Una vez que se sembraron las muestras, se cierra la cuba de electroforesis y se conecta el campo eléctrico a través de una fuente de poder. Se mantiene el campo eléctrico hasta que la molécula coloreada (azul de bromofenol) que se agrega para marcar el frente de corrida llegue cerca del extremo inferior del gel. 
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Figura 4.8. Siembra de las muestras a analizar y aplicación del campo eléctrico 

Paso 4- Revelado del gel: tinción y decoloración del gel 

Finalizada la corrida electroforética, se retira el gel con el molde de la cuba electroforética, se separan cuidadosamente los vidrios que contienen al gel y, con cuidado, se coloca el gel en un recipiente para llevar a cabo el proceso de tinción. Se deja en contacto dentro del recipiente el gel con una solución de colorante azul brillante de Coomassie, en agitación durante varias horas. Se obtendrá una tinción azul completa del gel a partir de la cual comienza la etapa de decolora-ción, reemplazando la solución de tinción por la solución decolorante, manteniendo la agitación hasta que sólo queden las bandas azules que se tiñeron específicamente. 
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Electroforesis Nativa y Electroforesis Desnaturalizante

Para el estudio de proteínas se utilizan, con objetivos diferentes, dos modalidades de electro-foresis de zona: electroforesis nativa y electroforesis desnaturalizante. En términos genera-les no existen grandes diferencias en cuanto al procedimiento y funcionamiento de ambas elec-troforesis ya que se utilizan los mismos moldes y el mismo equipamiento. La diferencia radica en la preparación previa de las muestras y en las recetas que se utilizan para preparar los geles y el buffer de corrida. 

En una electroforesis nativa, las proteínas se analizan conservando sus cuatro niveles de estructura, tal como existen en la naturaleza. En este caso cada proteína conserva sus caracte-rísticas de tamaño forma y carga y, por lo tanto, su movilidad sobre el gel estará afectada por las características de cada proteína. 

Por el contrario, en una electroforesis desnaturalizante es necesario hacer un tratamiento previo de las muestras con un agente reductor (2-mercaptoetanol, C2H6OS) y un detergente ió-nico, dodecilsulfato sódico (SDS, CH3(CH2)11OS(=O)2O-Na+) que aportará carga negativa a las cadenas polipeptídicas. El detergente romperá las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteínas (desnaturaliza a las proteínas) quedando las cadenas polipeptídicas separadas y desplegadas. Algunas proteínas tienen subunidades que se mantienen unidas a través de puentes disulfuro, el agregado de 2-mercaptoetanol permite reducir estos puentes disulfuro y separar las subunidades. Como resultado de este tratamiento, cada proteína dará lugar a las cadenas polipeptídicas que las componen y, a su vez, estas cadenas estarán desplegadas, ha-brán perdido su forma, y estarán tapizadas por la carga negativa del detergente SDS. Por lo tanto, el efecto final del tratamiento con SDS y 2-mercaptoetanol será que las cadenas polipeptí-dicas que conforman las proteínas analizadas sólo difieren en su peso molecular ya que han perdido las diferencias en cuanto a forma y carga (Figura 4.9). Se puede concluir que en una electroforesis desnaturalizante las proteínas se analizan como cadenas polipeptídicas que sólo difieren en su tamaño y, por ello, es el estudio indicado para determinar su peso molecular. Co-múnmente se nombra este tipo de electroforesis como electroforesis SDS-PAGE. Se recomienda como lectura complementaria Nelson y Cox (2001). 

La Figura 4.9 representa una proteína formada por dos subunidades unidas por un puente disulfuro. Cada subunidad tiene una estructura secundaria en la que se pueden reconocer zonas de hoja β plegada y de α hélice y, además, están plegadas sobre sí conformando su estructura terciaria. El tratamiento con SDS y 2-mercaptoetanol conduce a la separación de la proteína en dos subunidades (pérdida de la estructura cuaternaria), las que se observan desplegadas debido a la pérdida de su estructura terciaria y secundaria (se desarmaron las hélices y las hojas plega-das) y, además, cada cadena polipeptídica queda recubierta por pequeñas moléculas del deter-gente iónico con su carga negativa (-). Este efecto enmascara la carga propia que pueda tener cada cadena polipeptídica. 
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Figura 4.9. Esquema que representa la desnaturalización de una proteína hipotética.  

Representación del efecto desnaturalizante del SDS y 2-mercaptoetanol sobre una proteína formada  

por dos subunidades unidas mediante un puente disulfuro (-SS-). El símbolo (-) representa  

moléculas de SDS recubriendo las cadenas polipeptídicas desplegadas. 

Una vez que se ha comprendido el efecto del tratamiento previo sobre la proteína se podrá deducir el comportamiento de esta misma proteína hipotética en una electroforesis nativa y en una electroforesis desnaturalizante (Figura 4.10): 
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Figura 4.10. Análisis del resultado esperado para la proteína hipotética en una electroforesis nativa y en una desnaturalizante El esquema representa una electroforesis nativa y una electroforesis desnaturalizante realizada para la proteína hipoté-

tica formada por dos subunidades unidas por un puente disulfuro. El 1 indica el lugar donde se sembró la muestra. El 

extremo del gel que contiene el peine es el que está en contacto con el cátodo. El extremo inferior del gel es el que 

está en contacto con el ánodo. La proteína nativa y sus subunidades se comportaron como aniones ya que ingresaron 

al gel en dirección al ánodo. 

En una electroforesis nativa la proteína hipotética dará lugar a una única banda cuya posición dependerá de la forma y la relación carga/masa en la proteína completa. A mayor carga mayor velocidad de migración mientras que a mayor peso molecular menor velocidad de migración. Se define que la velocidad de migración en una electroforesis nativa depende de la relación carga/masa de la proteína. 
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La misma proteína desnaturalizada da origen a dos cadenas polipeptídicas que presentan formas y cargas similares. La diferencia de velocidad de migración estará dada por el tamaño de cada cadena. La cadena más grande se moverá más lento y la cadena más pequeña migrará más rápido. En la electroforesis desnaturalizante las cadenas se separan según el peso molecu-lar, es decir, en función de 1/masa, ya que cuanto mayor sea la masa (el peso molecular) menor será la velocidad de migración. Se puede afirmar entonces que para determinar el peso molecu-lar de una proteína se usará una electroforesis desnaturalizante.  

 

Electroforesis de estado estacionario – Isoelectroenfoque

Un isoelectroenfoque es una electroforesis de estado estacionario. En este tipo de electro-foresis las bandas migrarán sobre el gel hasta alcanzar una posición definitiva y a partir de ese momento permanecen fijas independientemente del tiempo que se aplique el campo eléctrico. Este comportamiento es diferente respecto a la electroforesis de zona, en la cual las bandas migran a velocidad constante hasta que se interrumpe la aplicación del campo eléctrico.  

El isoelectroenfoque es un caso particular en el que la separación de proteínas se logra en función de su punto isoeléctrico bajo la acción de un campo eléctrico. Para comprender cómo funciona este método se necesitan repasar algunas características de las proteínas (Lectura re-comendada Nelson y Cox, 2001): 

i- Las proteínas son largas cadenas de aminoácidos unidos por uniones peptídicas. Los ami-noácidos son anfóteros, es decir, poseen carga positiva y negativa en la misma molécula.  

ii- Las proteínas tendrán grupos cargados dependiendo de los aminoácidos que las componen. 

iii- Las cargas de las proteínas dependen del pH en el que se encuentran. 

iv- Cada proteína posee un punto isoeléctrico característico que corresponde al pH al cual la proteína tiene carga neta cero. 

Como se ha mencionado anteriormente, en esta técnica las proteínas se separan según su punto isoeléctrico. Para ello se utiliza un gel de poliacrilamida especial, en el que se establece un gradiente de pH. Para generar el gradiente de pH existen diferentes métodos, basados en el uso de anfolitos o bien otros compuestos derivados del monómero acrilamida con grupos amino o carboxílicos capaces de captar o ceder protones. Actualmente los más utilizados son gradien-tes formados por los derivados de acrilamida, se agregan como sales y mediante la difusión de un ácido y una base desde los extremos opuestos del gel se logra el gradiente de pH inmovili-zado. Este método de preparación del gradiente de pH permite mayor reproducibilidad y resolu-ción en comparación al gradiente de pH generado por los anfolitos (Mikkelsen y Cortón, 2011). Actualmente, existen geles comerciales prefabricados con estos gradientes de pH inmovilizados, son altamente reproducibles y sólo se necesita hidratarlos en el momento de utilizarlos.  

Para analizar la muestra, se siembra la mezcla de proteínas en un extremo del gel y se aplica el campo eléctrico. Cada proteína comenzará a migrar sobre el gel impulsada por su carga. Al avanzar sobre el gel, la carga de la proteína se va modificando en función del pH de la zona del 
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gel que va atravesando hasta llegar a la zona de pH correspondiente a su punto isoeléctrico. En ese punto, la carga neta es cero y la proteína permanecerá inmovilizada. El pH en el cual se inmoviliza cada proteína corresponde a su punto isoeléctrico. 

Los principales usos del isoelectroenfoque, son: 

1- Determinar el punto isoeléctrico de una proteína.  

2- Separar isoformas de proteínas.  

3- Realizar el diagnóstico de enfermedades en humanos y en animales, en base a la detección de una isoforma particular de una proteína.  

4- El isoelectroenfoque es frecuentemente la primera etapa de una Electroforesis Bidimensio-nal (Electroforesis 2D), método que se utiliza para analizar muestras complejas de proteínas en el contexto de estudios proteómicos, tema que excede al objetivo de este libro. Se sugiere la lectura de Huerta-Ocampo y col. (2009) para profundizar estos contenidos. 

 

Electroforesis para proteínas seguida de transferencia  e inmunodetección - Western Blot

Se conoce como Western Blot a la técnica analítica utilizada para el estudio de proteínas que permite la detección de una proteína específica dentro de una muestra biológica. La especificidad del Western Blot se logra mediante el uso de anticuerpos que reconocen solamente a la proteína de interés. La unión entre una proteína y el anticuerpo que la reconoce es altamente específica, es la reacción fundamental de todas las respuestas inmunológicas, reacción antígeno-anticuerpo en la cual la proteína de interés es el antígeno. 

Para realizar un Western Blot se debe comenzar con una electroforesis en gel de poliacrila-mida para separar las proteínas de la muestra a analizar. En este caso es importante que se reserven calles del gel para sembrar marcadores de peso molecular, un control positivo y un control negativo para el anticuerpo que usaremos luego. Los marcadores de peso molecular se-rán varias proteínas purificadas y conocidas que permitirán estimar el peso molecular de la pro-teína de interés; el control positivo debe ser la proteína de interés que permitirá verificar el fun-cionamiento correcto del anticuerpo y el control negativo será una proteína que no se une al anticuerpo para descartar uniones inespecíficas.  

Finalizada la electroforesis, el gel sin revelar se somete a una transferencia (Figura 4.11). El funcionamiento de la transferencia es similar a la electroforesis ya que se transfieren las proteí-nas cargadas negativamente desde el gel hacia un polo positivo (ánodo) de un campo eléctrico aplicado. Las proteínas separadas en el gel se difunden rápidamente en dirección al ánodo pa-sando por una hoja de nitrocelulosa donde quedarán adheridas en la misma posición que tenían sobre el gel. El proceso de transferencia se lleva a cabo durante un cierto tiempo que se define según el campo eléctrico aplicado, lo más frecuente suele ser 2 h a 100 mV para geles de 1,5 mm de espesor.  
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Figura 4.11. Transferencia de proteínas.  

Para realizar la transferencia de las proteínas separadas en una electroforesis previa, se arma un sándwich respetando 

el siguiente orden: papel de filtro, gel, membrana de nitrocelulosa y papel de filtro. Se acondiciona en el soporte ade-

cuado y se coloca dentro de la cuba electroforética para aplicar el campo eléctrico necesario. 

Finalizada la transferencia se realiza el revelado sobre la hoja de nitrocelulosa. El procedi-miento de revelado se denomina inmunodetección, en la modalidad más generalizada requiere de dos reacciones inmunológicas consecutivas y consta de los siguientes pasos: 

1- Bloqueo de la membrana 

Para ello, se pone en contacto la membrana de nitrocelulosa con una solución de leche des-cremada durante un tiempo y en agitación. Las proteínas de la leche se unen a la membrana cubriendo espacios libres de modo que el anticuerpo no se adhiera en estas zonas.  

2- Agregado del anticuerpo específico para reconocer a la proteína de interés.  

Se agrega el anticuerpo específico que va a reaccionar con la proteína (reacción inmunológica antígeno-anticuerpo). Esta reacción es la primera reacción inmunológica sobre la membrana y por ello se denomina al anticuerpo específico anticuerpo primario. Se deja aproximadamente 1 h a temperatura ambiente para que se complete la reacción. Luego la membrana se lava para eliminar el anticuerpo que no se une específicamente.   

3- Agregado de un segundo anticuerpo conjugado o marcado con una molécula reportera.  

Se agrega sobre la membrana un segundo anticuerpo que reconoce específicamente al anti-cuerpo primario, por ello se denomina anticuerpo secundario. Se deja en contacto durante algu-nas horas. Nuevamente ocurre una reacción inmunológica por lo que es específica y altamente estable. El anticuerpo secundario queda unido al anticuerpo primario sobre la membrana de ni-trocelulosa en los lugares donde se encuentra la proteína de interés. La Figura 4.12 representa un esquema de las reacciones inmunológicas que se necesitan en este tipo de revelado. El an-ticuerpo secundario debe tener conjugada (unida) una molécula reportera necesaria para el re-velado. Finalizada la reacción se lava la membrana.  

4- Detección del anticuerpo secundario. 

La detección de la proteína de interés se logra gracias a una molécula reportera conjugada. La molécula conjugada puede dar lugar a una detección por fluorescencia, por quimioluminis-cencia o por colorimetría.  
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Figura 4.12. Representación de la reacción involucrada en la inmunodetección de un Western Blot 

 

Electroforesis Capilar 

Se han desarrollado muchas técnicas electroforéticas para ser realizadas en tubos capilares, entre ellas la más comúnmente utilizada es la electroforesis capilar de zona (ECZ). En términos generales, es una electroforesis pero que se lleva a cabo en columnas capilares. Algunos autores sugieren que se trata de una técnica híbrida entre una electroforesis y una cromatografía líquida de alta resolución (Mikkelsen y Cortón, 2011). La separación de analitos ocurre por la migración diferencial de especies cargadas a través de un medio fluido bajo la acción de un campo eléctrico. Dentro del capilar se encuentra una solución buffer que actúa como conductor de la corriente eléctrica y controla la carga de las sustancias a analizar. Como en toda electroforesis, la veloci-dad de migración de los analitos dependerá de las características propias (carga, masa y forma), de la intensidad del campo aplicado y de las características del medio en el que se produce el movimiento. Pero, en una electroforesis capilar, el movimiento de las especies se ve afectado por el fenómeno denominado electroósmosis.  

La electroósmosis se genera a partir de la carga que posee la cara interna del capilar de sílice; esta carga es negativa y atrae a su superficie iones de carga opuesta generando una atmósfera catiónica en la interfaz entre la pared de sílice y la solución. Al aplicar el campo eléctrico la nube de iones positivos se desplaza en dirección al cátodo generando un flujo electroosmótico que va a influir en la movilidad electroforética de cada analito en particular. El flujo electroosmótico arras-trará a todos los analitos presentes en el medio, pero los cationes suman su propia velocidad y van más rápido. Los aniones restan su propia movilidad ya que se desplazan en dirección opuesta por lo tanto se desplazan más lentos y los analitos neutros se desplazan con la velocidad del flujo electroosmótico por lo que no podrán separarse entre ellos. 

Para realizar una electroforesis capilar se requiere de un equipo sencillo formado por una fuente de alto poder para generar el campo eléctrico, ya que se necesitan voltajes elevados (kV), 
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dos recipientes para contener el buffer, un capilar recubierto con una protección de poliimida y un detector (Figura 4.13). 

[image: ]
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ánodo                                    cátodo

 

Figura 4.13. Esquema del equipo necesario para ECZ.  

Fuente de alto voltaje (entre 10 a 30 kV) y dos compartimentos con el buffer de electroforesis donde están sumergidos los electrodos. Un capilar de 50 a 100 cm de largo cuyos extremos deben estar sumergidos en el ánodo y en el cátodo. 

Cerca del extremo catódico del capilar se ubica el detector asociado al adquisidor de datos para obtener el registro  

de la corrida electroforética. Las dimensiones del capilar facilitan la disipación del calor generado por la resistencia 

eléctrica del electrolito dentro del capilar. 

Los volúmenes de muestra a inyectar en el equipo no deben afectar a la eficiencia del método, por lo que se trabaja con volúmenes muy pequeños tales que no ocupen más de un 1-2 % del volumen del capilar. Por este motivo, se requieren etapas de concentración de muestras para que resulte más fácil detectar a los analitos. El equipo trae un sistema de inyección de muestras que generalmente es por inyección hidrodinámica, el recipiente con la muestra (vial) se coloca en el extremo de ingreso al capilar y se aplica presión o bien se coloca en el extremo de salida y se hace vacío. En cuanto a los sistemas de detección, generalmente son medidas de absorban-cia en la región ultravioleta-visible o bien por fluorescencia. 

 

Reactivos y procedimiento para preparar en el laboratorio  un SDS-PAGE para el análisis de proteínas  

El protocolo de trabajo que se propone en este libro se basa en el procedimiento clásico de Laemmli (1970), al que se considera como el procedimiento estándar para esta técnica. La me-todología propuesta es para electroforesis SDS-PAGE vertical con geles de 1,5 mm de espesor. Varios reactivos utilizados en las técnicas electroforéticas son tóxicos, cancerígenos, mutagéni-cos o neurotóxicos además de irritantes y corrosivos. Por este motivo, es muy importante antes de trabajar en el laboratorio con esta técnica, que el usuario se familiarice con la ficha de datos de seguridad correspondiente a cada uno de los compuestos químicos con los que va a trabajar 
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y que siempre utilice el material de seguridad adecuado: guantes, mascarillas, lentes protectores y campana extractora de gases cuando sea necesario. Otro punto importante a considerar desde el punto de vista de la seguridad en el laboratorio es el adecuado manejo de equipos de alto voltaje. Se debe prestar atención a trabajar siempre aislados de la corriente y manipular el equipo cuando está apagado.  

Preparación de los buffer y soluciones necesarias 

Buffer muestra 2X: Buffer Tris-HCl 125 mM, pH 6,8; SDS 4 % m/v; glicerol 10 % v/v y 2-mercaptoetanol 10 %. 

Buffer stacking: Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 

Buffer de resolución: Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 

Solución acrilamida/bisacrilamida: 30 % de acrilamida con 1 % de bisacrilamida. Se trabaja con barbijo, guantes y cuidadosamente. 

Buffer de corrida 4X: Tris- HCl 0,2 M, glicina 1,5 M, SDS 0,4 %.    

Solución de SDS al 20 % 

Solución de APS al 10 % 

Solución del colorante azul de Coomassie: 1 g de azul brillante Coomassie R250, 500 mL de etanol, 100 mL ácido acético y agua destilada hasta completar 1 L de solución. Esta solución puede reutilizarse varias veces.  

Solución decolorante: 200 mL de etanol, 70 mL de ácido acético y agua destilada hasta com-pletar 1 L de solución. 

Preparación de las muestras para analizar mediante una electroforesis desnaturalizante 

A modo de ejemplo se propone trabajar con hojas jóvenes y senescentes de cebada y de maíz para preparar extractos que denominaremos CS y CJ para cebada y MS y MJ para maíz. La selección de hojas senescentes y jóvenes se puede realizar en base a la observación del color de las hojas o bien en base a la posición de la hoja en la planta. Las hojas superiores son las más jóvenes y las hojas inferiores serán las más senescentes. 

Para obtener los extractos (muestras con proteínas a analizar) se cortan con un sacabo-cados 3 discos de hoja de 1 cm de diámetro y se colocan en un mortero de porcelana que se mantiene a baja temperatura (sobre hielo) junto con una mínima cantidad de cuarzo y 1,5 mL de buffer muestra 2X. Se homogeniza y trasvasa a un tubo pequeño con tapa (tubo tipo ependorff), se centrifuga a 10000 g y 4 °C. Se recupera el sobrenadante, se calienta a 100 °C durante 1 min para inactivar proteasas y se agregan 2 µL de azul de bromofenol. Las muestras estarán listas para sembrar en el gel. Es importante realizar la cuantificación de proteínas en el extracto obtenido ya que según cual sea la pregunta a resolver mediante la electroforesis, la cantidad de muestra a sembrar puede definirse por volumen de extracto o por concentración de proteínas en el extracto. 
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Armado del gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

Se necesita armar un gel para realizar la electroforesis. Las recetas que se proponen a con-tinuación corresponden al armado de un gel usando el molde para geles pequeños de 1,5 mm de espesor. Los equipos usados para geles pequeños se suelen denominar mini-protean. 

Para armar el gel se debe colocar primero el gel de resolución, el que ocupará aproximada-mente 2/3 del total del molde. Se espera el tiempo suficiente para que polimerice por completo el gel de resolución y sobre este se coloca el gel de stacking e inmediatamente el peine para moldear las calles. Se espera el tiempo necesario para que polimerice el stacking (Figura 4.6). 

Gel de resolución 12 % de acrilamida 

Para preparar 10 mL del gel se deben mezclar 2,3 mL de buffer de resolución, 4 mL de la solución de acrilamida/bisacrilamida, 3,44 mL de agua bidestilada y 200 µL de SDS 20 %. Por último, se agrega 10 µL de TEMED y 54 µL de APS 10 %, se mezcla y se carga inmediatamente el molde del gel antes que comience la polimerización. Una vez cargado el gel de resolución, se puede cargar una fina película de butanol sobre el mismo para favorecer la polimerización.  

Gel de stacking

Para preparar 5 mL del gel se deben mezclar 1,25 mL del buffer de stacking, 1 mL de la solución de acrilamida/bisacrilamida, 2,55 mL de agua bidestilada, 100 µL de SDS 20 % y final-mente 5 µL de TEMED y 50 µL de APS 10 %. Se mezclan rápidamente y se carga en el molde.    

Siembra de muestras y corrida electroforética 

El gel polimerizado dentro del molde se coloca en la cuba de electroforesis. Se completa el sistema cargando buffer de corrida en el compartimento catódico y anódico. Con este paso, las calles del gel donde se siembran las muestras quedan completas con buffer. En cada calle se siembra un volumen de muestra que no supere la capacidad de la misma, suele ser un volumen máximo de 45 µL. Se observará que la muestra se deposita en el fondo de la calle. En general se coloca en una calle una muestra de referencia que permitirá controlar que el procedimiento fue adecuado durante toda la electroforesis. Lo más común es usar como referencia una mezcla de proteínas conocidas que serán las referencias de pesos moleculares. Finalizada la siembra de las muestras, se cierra el circuito colocando la tapa del equipo y conectándolo a la fuente de alto voltaje. Se programa una corrida a 100 V y se controla el avance de las bandas de migración para determinar el momento final de la electroforesis. Suele ser aproximadamente 2 h para el gel descrito (12 % de acrilamida y 1,5 mm de espesor). 

Tinción y decoloración del gel   

Finalizada la electroforesis, se interrumpe el campo eléctrico aplicado, se abre la cuba electroforética y se retira cuidadosamente el gel del interior del molde. Se coloca el gel en un recipiente y se lo cubre con la solución colorante. Se deja en contacto durante toda la noche. Finalmente se retira la solución colorante del recipiente y se reemplaza por la solución decolorante. Se mantiene en agitación y se reemplaza varias veces esta solución decolorante hasta que aparecen las bandas azules que corresponden a la tinción específica de las 
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proteínas. El gel puede escanearse para guardarlo como un archivo. Luego comienza la etapa de análisis de los resultados.  

Análisis de los resultados 

Una vez obtenido el perfil de proteínas para cada muestra se proponen tres actividades dife-rentes:  

1- Análisis comparativo entre las proteínas de hojas jóvenes y senescentes para cada especie, cebada y maíz. 

2- Análisis comparativo del perfil de proteínas entre maíz (especie de metabolismo C4) y cebada (especie con metabolismo C3).  

3- Determinar el peso molecular de las bandas más abundantes y en base a datos bibliográficos de pesos moleculares tratar de identificar las subunidades de proteínas vegetales abundantes: RuBisCO (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa), proteínas vegetativas de almacena-miento foliares (VSP), etc.   

Para determinar el peso molecular de las bandas obtenidas en cada muestra se grafica una curva de calibración en base a los pesos moleculares conocidos de la mezcla de proteínas de referencia que se sembró en el gel. La curva de calibración se obtiene al graficar el log de la masa molecular aparente versus la distancia recorrida sobre el gel. 

 

Ejemplos de aplicación de los métodos electroforéticos  

Análisis de diferentes isoformas de la enzima glutamina sintetasa (GS) en hojas de cebada 

Una enzima clave en el metabolismo de nitrógeno en plantas es la enzima glutamina sintetasa que cataliza la incorporación del amonio (nitrógeno inorgánico) como glutamina (aminoácido, nitrógeno orgánico) la que será utilizada para la interconversión de aminoácidos y posterior sín-tesis de proteínas. Los vegetales presentan varias isoformas de la enzima glutamina sintetasa, que presenta diferente localización dentro del tejido vegetal (cloroplásticas, citosólicas, específi-cas de tejido vascular) y diferente peso molecular. En hojas jóvenes la isoforma más abundante es GS cloroplástica (GS2), involucrada activamente en la asimilación de nitrógeno inorgánico proveniente de la nutrición mineral, mientras que en etapas de activa degradación de proteínas (senescencia foliar) aparece la isoforma citosólica (GS1) muy activa para reasimilar el amonio producido durante la proteólisis.  

Para analizar las diferentes isoformas de la enzima GS en diferentes etapas del cultivo de cebada podemos obtener primero el perfil de proteínas mediante una electroforesis y luego, mediante inmu-nodetección, revelar las diferentes isoformas sobre el perfil de proteínas obtenido utilizando anticuer-pos específicos que reconocen las isoformas GS1 o GS2 como anticuerpos primarios. Relacionado a este ejemplo de aplicación se sugiere la lectura de Avila-Ospina y col. (2015).  
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Análisis de los cambios en el perfil de proteínas de diferentes forrajes luego de una incu-bación con líquido ruminal de bovinos  

Los forrajes aportan proteína dietaria a los animales. En el caso de rumiantes, un porcentaje de la proteína dietaria será fermentada en el rumen donde habitan microorganismos fermenta-dores con intensa actividad proteolítica y degradarán la mayor parte de las proteínas transfor-mándolas en péptidos y aminoácidos. Una parte de la proteína dietaria llegará al intestino del animal sin sufrir modificaciones; a esta porción de proteínas se la denomina proteínas no degra-dables. Se pueden analizar los cambios que produce el líquido ruminal sobre el perfil inicial de proteínas de un forraje para estimar el porcentaje de proteína no degradable que contiene. Esta información se puede sumar para facilitar la formulación de dietas basadas en las proteínas me-tabolizables y absorbibles para los animales (Slanac y col., 2014). Para ello, se puede realizar una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE en la que se compare el perfil de proteínas del forraje inicial con el perfil de proteínas del mismo forraje luego de ser incubado en contacto con líquido ruminal del animal. Se sugiere la lectura de Slanac y col. (2014).  
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Métodos para analizar ácidos nucleicos 

Mariela P. Bayardo y Alejandra Bárcena 

 

Conceptos generales sobre ácidos nucleicos 

La Biología Molecular es una de las ramas de la Biología más dinámicas dentro de las Cien-cias Biológicas, en constante cambio. Se define a la Biología Molecular como el estudio de los mecanismos mediante los cuales los ácidos nucleicos participan en los procesos de transmisión de la información genética. Los límites de esta disciplina se entrelazan con ramas de la Biología como la Bioquímica, la Microbiología y la Genética (Peña-Castro y col., 2013).  

Las técnicas de Biología Molecular en las últimas décadas han adquirido gran relevancia en las distintas áreas de investigación, no siendo el área de las Ciencias Agrarias y Forestales una excepción. Las aplicaciones de estas técnicas se ven reflejadas en desarrollos biotecnológicos que buscan mejorar el rendimiento de los cultivos a través de modificaciones a nivel genético, que provocan ya sea cambios en la información o la expresión de proteínas o enzimas que cum-plirán alguna función específica. Se describen a continuación algunos ejemplos.  

-     El maíz conocido como Bt resistente a plagas. Se trata de maíz modificado genética-

mente que expresa proteínas insecticidas en sus tejidos y de este modo se protegen frente al ataque de insectos plaga. La denominación Bt deriva de la bacteria Bacillus thuringiensis, el organismo donante de los genes que aportan la característica deseada.

- Manzanas y papas resistentes al pardeamiento. Son vegetales modificados genética-

mente que se oxidan más lentamente. El pardeamiento u oxidación es un proceso natural en frutos y hortalizas que ocurre cuando los tejidos internos del vegetal quedan expues-tos al oxígeno, mediante heridas o cortes. Los cambios en el aspecto del vegetal reducen el valor comercial del producto ya que suele descartarse. Con técnicas de Biología Mo-lecular se desarrollaron manzanas y papas que no se oxidan mediante la inhibición de la enzima responsable del proceso, una polifenol oxidasa (PPO).

- El arroz dorado es un tipo de arroz al que se le ha introducido la información genética

necesaria para fabricar betacaroteno, pigmento vegetal precursor de la vitamina A.

- Quimosina para elaboración de queso. El cuajo y los coagulantes son preparaciones de

enzimas que se emplean para fabricar queso desde hace miles de años. La fuente natu-ral de la enzima coagulante de la leche denominada quimosina es el cuarto estómago (cuajo)  de  terneros,  a  partir  de  donde  se  la  purifica.  La  quimosina  producida  por
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organismos  recombinantes  o  genéticamente  modificados  (OGM)  está  presente  en  el mercado desde 1990. Se trata de una quimosina producida por microbios a los que se les ha incorporado el gen para la síntesis de quimosina bovina. En Argentina, se aprobó en 2017 el cártamo transgénico (modificado genéticamente), desarrollo argentino, y la primera incorporación de un cultivo que genera una enzima de uso agroalimentario que se purifica con alta eficiencia a partir de las semillas de la planta oleaginosa (Figura 5.1). 

[image: ]

 

Figura 5.1. Planta de cártamo.  

Antes de comenzar con el estudio de los métodos utilizados por el biólogo molecular, se men-cionarán  algunos conceptos básicos de la disciplina. 

Los  ácidos  nucleicos  son  las  macromoléculas  encargadas  de  almacenar  y  transmitir  información genética. Hay dos tipos de ácidos nucleicos, el ADN (ácido desoxirribonucleico) y el ARN (ácido ribonucleico). El ADN y el ARN están formados por largas cadenas de nucleótidos. Cada nucleótido está formado por un grupo fosfato, una molécula de azúcar pentosa, y una base nitrogenada. La molécula de azúcar en el ADN es la desoxirribosa y en el ARN es la ribosa, en ella se unen los grupos fosfato para formar la cadena de nucleotidos. Los nucleótidos de cada ácido nucleico pueden contener una de cuatro bases nitrogenadas. El ADN contiene: adenina, timina, citosina, y guanina, y el ARN se diferencia en que tiene uracilo en lugar de timina. Las bases nitrogenadas que forman una cadena del ADN tienen la capacidad de hibridar, es decir, de unirse a la base complementaria de la otra cadena de ADN, mediante la formación de fuerzas puentes de hidrógeno. La adenina se une con la timina estableciendo 2 puentes de hidrógeno, y la citosina se une con la guanina a través de 3 de estas fuerzas intermoleculares. Para referirse a los ácidos nucleicos se utiliza la cantidad de bases que los forman como unidad de tamaño, entonces se define kilobase (kb) a la unidad de medida que se usa para designar la longitud del ADN o el ARN. Una kilobase es igual a 1000 pares de bases (pb). La molécula de ADN es una doble cadena helicoidal y el ARN es una cadena simple (Figura 5.2). Las cadenas de polinucleó-tidos tienen una dirección definida en base al extremo de la ribosa o desoxirribosa que queda libre del grupo fosfato, puede ser extremo 5' o 3'. Es importante notar que las cadenas que forman una molécula de ADN tienen una orientación invertida una con respecto de la otra; en efecto, mientras una cadena se orienta en la dirección 5'-3' la otra lo hace en la dirección 3’-5’. Esta situación se describe diciendo que las cadenas son antiparalelas. 
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Figura 5.2. Estructura del ADN.  

A) Doble cadena helicoidal. B) Detalle de los nucleótidos. 

El ADN que se encuentra en el núcleo de las células eucariotas, y como molécula circular libre en células procariotas (bacterias), se lo denomina ADN genómico (ADNg). Sirve como molde para la síntesis de ARN mensajero (ARNm). Este mecanismo se denomina transcripción. La ARN polimerasa es la enzima encargada de copiar la secuencia de ADN en una secuencia de ARNm. Luego, la información de la secuencia del ARNm es decodificada en los ribosomas y traducida en  una  secuencia  de  aminoácidos  que  formarán  proteínas,  este  mecanismo  se  denomina traducción (Figura 5.3). 
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Figura 5.3. Esquema del flujo de la información genética

El mecanismo de replicación del ADN en el cual se duplica la información genética es reali-zado por varias enzimas, entre ellas las ADN polimerasas. Este proceso ocurre, por ejemplo, cuando una célula se divide (mitosis) para dotar a las células hijas con la misma información genética (ADN) que la célula que les dio origen. Dentro del ADN podemos diferenciar zonas de ADN codificante (1 %), que involucra a los genes que se transcribirán a ARNm y luego a proteí-nas, y zonas de ADN no codificante (99 %), que son secuencias de bases nucleotídicas que no son traducidas a proteínas.  

Los genes tienen una estructura básica formada por una región promotora próxima a donde se unirá la enzima ARN polimerasa y proteínas que actúan como factores de transcripción, para comenzar la copia de la información de ADN a ARNm en el mecanismo de transcripción. Tienen 
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también  una  secuencia  terminadora  que  indica  que  se  ha  completado  el  transcripto  de  ARN (ARNm), permitiendo que el mismo sea liberado de la ARN polimerasa (Figura 5.4).  
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Figura 5.4. Unión de la ARN polimerasa al ADN para realizar la transcripción.  

En el esquema se muestra el sitio de unión de la ARN polimerasa en la región promotora,  

donde se iniciará la copia de la información de ADN a ARNm. 

 

Técnicas básicas de Biología Molecular 

Cualquiera sea la técnica que se va a utilizar en Biología Molecular se realizará teniendo en cuenta pautas metodológicas y de seguridad indispensables. Se trabaja en condiciones de este-rilidad para preservar la integridad de las muestras biológicas y evitar su contaminación. El ma-terial de laboratorio empleado es esterilizado (generalmente por autoclavado) previo a su uso; las soluciones se preparan con agua bidestilada esterilizada y en muchos casos es necesario trabajar en flujo laminar (Figura 5.5). 
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Figura 5.5. Cabina de flujo laminar.  

El flujo de aire en la cabina circula desde la rejilla que se observa frente al operario hacia el mismo,  

de esta forma se impide que se contamine el material de trabajo. También es habitual el uso del mechero,  

como se observa a la derecha de la imagen. 
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De los numerosos métodos utilizados por el biólogo molecular, algunos de los de mayor im-portancia en el desarrollo de esta rama de la ciencia son: electroforesis (método desarrollado en el Capítulo 4), reacción en cadena de la polimerasa (PCR), secuenciación, clonación molecular, hibridación in situ, entre otros (Peña-Castro y col., 2013). El punto de partida para cualquiera de las técnicas mencionadas es el aislamiento de ácido nucleico, por lo tanto, será siempre el primer paso en Biología Molecular. Se describen a continuación los procedimientos de algunas de las técnicas mencionadas.  

 

Extracción de material genético vegetal (ADNg, ARN) 

Para estudios moleculares la extracción de material genético de elevada pureza y calidad es fundamental. Para la extracción de ADNg a partir de tejidos vegetales, como raíz, tallo, hoja, flor, semilla  y  fruto,  el  método  más  utilizado  es  el  método  CTAB  (bromuro  de  cetiltrimetilamonio) (Doyle y Doyle, 1987). Mientras que, para la extracción de ARN, el método más utilizado es el que utiliza tiocianato de guanidinio- Fenol (TRIZOL) como buffer de extracción (Chomczynski y Sacchi, 1987). El protocolo de extracción de ARN es más delicado que la extracción de ADN, debido al riesgo de contaminación por las ARNasa, enzimas que degradan ARN. Por lo tanto, para eliminar la contaminación de ARNasa, todo el material de vidrio y de plástico debe esterili-zarse (Sah y col., 2014) (Figura 5.6). 
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Figura 5.6. Condiciones de trabajo para realizar extracción de ADN 

 

Extracción de ADNg con el método CTAB 

La extracción de ADN consta básicamente de tres etapas: lisis celular, purificación y recuperación. 

La etapa de lisis, en tejidos vegetales, consiste en la ruptura de la pared celular y la membrana plasmática. Para romper la pared celular se congela el tejido con nitrógeno líquido y se obtiene 
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un pulverizado. Para romper la membrana plasmática se utiliza el detergente CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio, es un surfactante catiónico) que se encarga de desestabilizar la membrana y formar complejos con las proteínas y polisacáridos, pero no precipita ácidos nucleicos. Se trabaja a una temperatura entre 50-70 °C para favorecer la ruptura de los lípidos que componen la mem-brana celular. La temperatura no debe superar los 80 °C para evitar la degradación del ADN. 

En la etapa de purificación, se busca eliminar otros componentes celulares que son liberados al medio junto con el ADN. En general se realizan uno o dos lavados con solventes orgánicos como fenol o cloroformo. Luego de estos lavados, las fases orgánica y acuosa se separan por centrifugación. En la fase orgánica quedan retenidos, lípidos, proteínas y la mayoría de los poli-sacáridos. Mientras que, en la fase acuosa quedan el ADN, ARN y algunos polisacáridos. 

Finalmente, en la etapa de recuperación, a la fase acuosa obtenida en la etapa anterior se le agrega alcohol, etanol o isopropanol y sales, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, y acetato de amonio, para neutralizar la carga negativa del ADN favoreciendo su precipitación. El precipitado formado, frecuentemente es visible y puede ser sedimentado por centrifugación. A este precipitado luego se lo lava con alcohol para eliminar las sales remanentes. Por último, el precipitado se trata con ARNasa para degradar el ARN y obtener ADNg. El ADNg obtenido se almacena a -20 °C. 

Los protocolos de extracción deben ser ajustados para cada especie vegetal e incluso para distintos órganos (raíz, tallo, hoja, flor, semilla y fruto) de una misma especie (Sahu y col., 2012). 

 

Extracción de ARN 

La extracción de ARN consta de cuatro etapas básicas: lisis celular, extracción, purificación y recuperación. Presenta similitudes con la extracción de ADN, pero cabe destacar que se requie-ren más cuidados por ser el ARN una molécula más lábil. 

La primera etapa consiste en la ruptura mecánica en presencia de nitrógeno líquido de la pared celular y membrana plasmática del tejido vegetal. Se trabaja en frío para evitar la degradación. 

En la segunda etapa, el tejido se resuspende en un buffer de extracción que produce la lisis del mismo, la solubilización de las membranas lipoproteicas y la desnaturalización de las proteí-nas, y el ARN es protegido de la acción de enzimas degradativas. 

En la tercera etapa, se realiza una extracción con solventes orgánicos (fenol ácido pH 4,5 y cloroformo), y se separan por centrifugación las fases orgánica y acuosa. La fase orgánica retiene lípidos, proteínas y la mayoría de los polisacáridos. La fase acuosa retiene el ARN y ADN por ser polímeros de composición muy similar. A la fase acuosa obtenida se le agrega alcohol (etanol o isopropanol) y el material genético precipita, y puede ser sedimentado por centrifugación. 

En la cuarta etapa, el ARN es resuspendido en agua bidestilada estéril libre de ARNasas (agua tratada con dietil pirocarbonato, DEPC). Para eliminar el ADN contaminante presente en la muestra purificada, se incuba con la enzima ADNasa, encargada de su degradación. 
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Métodos para evaluar la calidad y cantidad del material genético vegetal extraído (ADNg y ARN) 

Para evaluar la calidad del ADNg y ARN obtenido se realiza la lectura de absorbancia en un espectrofotómetro UV-visible, y una corrida en gel de agarosa para evaluar su integridad.  

La  pureza  de  los  ácidos  nucleicos  se  evalúa  a  partir  de  las  relaciones  de  absorbancias A260/A280 y A260/A230. La absorbancia a 260 nm se asocia a la presencia de ácidos nucleicos, a 280 nm se asocia a proteínas, y a 230 nm absorben contaminantes como sales caotrópicas, fenoles o carbohidratos, sustancias presentes en las soluciones empleadas en los protocolos de extracción de los ácidos nucleicos.  

Para la pureza del ADN el valor óptimo de la relación A260/A280 es 1,8, y para el ARN es de 2. En cuanto a la relación de pureza A260/A230, para ambos materiales genéticos un rango entre 1,8 y 2,2 es aceptado como “puro”. Valores de estas relaciones por fuera de dichos rangos indi-can contaminación con proteínas, fenoles o carbohidratos (Healey y col., 2014).  

Con respecto a la cuantificación del material genético, se realiza la lectura de absorbancia a 260 nm y se realiza el siguiente cálculo: 

Concentración ADN (µg mL-1) = Valor de A (260 nm) x Factor de dilución x 50 µg ADN mL-1

En donde el valor de A260nm es la absorbancia medida; el factor de dilución corresponde a la dilución de la muestra del ADN (generalmente se diluye 1:40 o 1:50 en agua, siendo el factor 40 o 50 según el caso). El coeficiente 50 µg ADN mL-1 corresponde a la concentración de ADN doble cadena que da un valor de absorbancia de 1. Si se trata de cuantificar ADN simple cadena el coeficiente es 33 µg ADN mL-1, y en el caso de ARN simple cadena 40 µg ARN mL-1.  

Para la determinación de la integridad de los ácidos nucleicos se realiza una electroforesis en gel de agarosa tal como se explicó en el Capítulo 4. Brevemente, se siembra en el gel de agarosa un marcador de peso molecular y las muestras que corresponden a los fragmentos de ácidos nucleicos obtenidos. Luego de la separación de los fragmentos, se realiza la etapa de revelado para evidenciar las bandas en el gel. Para realizar el revelado se utiliza una solución de bromuro de etidio. El bromuro de etidio es un agente intercalante de bases, mutagénico, por lo que es necesario extremar los cuidados al trabajar con este reactivo, usar guantes y manipular el gel con cuidado. La visualización de las bandas se realiza por exposición del bromuro a luz UV. La radiación UV es dañina para la vista, por lo que es necesario utilizar anteojos que bloqueen los rayos, y la fuente de luz debe estar protegida por un acrílico que filtre los rayos perjudiciales para el usuario.  

La integridad de los ácidos nucleicos se verifica al visualizar un patrón de bandas nítido y característico correspondiente al material sin degradar, mientras que, si se visualiza un patrón sin bandas definidas, es indicador de que el material genético ha sido degradado.  
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Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

Un ADN complementario (ADNc) de cadena simple puede ser sintetizado in vitro utilizando como molde el ARNm. Esta reacción es catalizada por la enzima transcriptasa reversa (RT), la cual  es una  ADN  polimerasa dependiente de ARN.  Se  utilizan cebadores o primers que son secuencias de longitud variable de 15 a 20 nucleótidos dado que la RT requiere de la presencia de nucleótidos hibridados previamente para poder sintetizar la cadena. Consisten en hexámeros de secuencia al azar u oligodT, que tienen nucleótidos con timina como base nitrogenada (Levi-tus y col., 2010). Estos últimos cebadores hibridan con la cola poliA del ARNm (150 a 200 resi-duos de adenina en el extremo 3' del ARNm) y la enzima RT comienza la síntesis del ADNc (Figura 5.7). 
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Figura 5.7. Síntesis de ADNc a partir de ARN por la enzima Transcriptasa Reversa.  

En el esquema se muestra la unión del cebador oligodT a la secuencia de poliA del ARNm a partir de donde  

la enzima RT sintetizará una hebra de ADN simple cadena usando de molde la secuencia del ARNm. 

 

Técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa, de sus siglas en inglés, Polyme-rase Chain Reaction), también conocida como PCR a tiempo final, es empleada con el propósito de amplificar e incrementar en cantidad una secuencia de interés (gen, promotor, secuencia no codificante,  etc.)  presente  en  una  muestra  de  ADN.  Se  emplean  secuencias  específicas diseñadas para tal fin denominadas cebadores o primers, y se utiliza la enzima ADN polimerasa.  

La PCR permite detectar e identificar de manera específica secuencias de interés presentes en  una  muestra  a  analizar.  Por  ejemplo,  si  se  quisiera  determinar  la  presencia  del  serotipo O157:H7 de la bacteria Escherichia coli (E.coli), que produce el síndrome urémico hemolítico, en un alimento como puede ser un embutido o hamburguesa, se procederá a realizar una PCR en las muestras alimenticias empleando primers específicos para un gen de E.coli. Si el resultado revela que ha ocurrido la amplificación del gen bacteriano, podemos concluir que los alimentos están contaminados con dicho microorganismo. Es decir que, con la PCR en tiempo final pode-mos decir si el gen está presente o no. 
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Fundamento de la técnica 

Mediante el proceso de amplificación, una secuencia de ADN que inicialmente se encuentra en baja concentración es multiplicada in vitro. El objetivo de la amplificación es aumentar el nú-mero de copias de la secuencia de interés para poder ser detectada. 

Los reactivos necesarios para la reacción de PCR son: ADN en estudio, los dNTPs (desoxi-rribonucleotidos trifosfato), ADN polimerasa termoestable (es la enzima que sintetiza numerosas copias a partir de un fragmento de ADN, a altas temperaturas), cloruro de magnesio (como co-factor de la enzima), cebadores o primers específicos para la secuencia en estudio, un buffer para mantener el pH óptimo para el funcionamiento de la enzima (Sambrook y col., 1989).

 

Diseño y elección de secuencias primers o cebadores del gen de interés a amplificar 

El objetivo del diseño  de primers es la especificidad, es decir cada parte del primer debe pegarse a la secuencia de ADN en estudio. Para el diseño de primers se utilizan bases de datos, la más conocida es NCBI (National Center for Biotechnology Information). Al realizar un diseño de primers es necesario tener en cuenta las siguientes consideraciones: 

-      La longitud debe ser de 18-30 nucleótidos

-      El contenido de GC debe ser 40-60 %.

-      La temperatura de desnaturalización de los primers (o melting), temperatura a la cual la mitad de las moléculas del primer están apareadas con el ADN molde monocatenario, debe ser 50-70 °C, y la diferencia entre ambos pares de primers no debe ser más de 5 °C. La temperatura es calculada por programas de diseño de primers y tiene en consideración tanto su longitud como su composición.

- La longitud del producto dependerá del propósito de la PCR. Si es para clonado, deberá

amplificarse el gen completo (varias kb), si es para determinar presencia o ausencia del gen, la longitud del producto puede ser entre 100-150 pb. 

-      Evitar que la secuencia dentro del primer y entre primers sean complementarias

-      Tras diseñar la secuencia del primer, se evalúa que no tenga complementariedad con otras secuencias publicadas de la especie de interés para evitar la amplificación de otras se-cuencias  (contaminación).  Se  realiza  lo  que  se  denomina  un BLAST  (Basic  Local  Alignment Search Tool), este algoritmo permite realizar un alineamiento entre la secuencia de los primers diseñados y las secuencias publicadas de la especie en la base de datos génica para verificar que el grado de complementariedad sea lo suficientemente bajo con secuencias no relacionadas para que no ocurran amplificaciones de secuencias indeseadas (contaminación). 
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Descripción del protocolo, del equipo y programa de corrida 

Un ciclo de PCR, costa de 3 etapas: desnaturalización, hibridación y elongación.  

La etapa de desnaturalización de la doble cadena de ADN ocurre entre 92-95 °C, y se obtiene la simple cadena de ADN (ADN monocatenario) (Figura 5.8, etapa1).  

Luego, ocurre la hibridación, los cebadores o primers se unen a la cadena complementaria del  ADN  de simple cadena (Figura 5.8, etapa  2). La temperatura a  la que  ocurre esta etapa depende de la secuencia y tamaño de los cebadores, puede variar entre 35-60 °C.  

En  la etapa de elongación, la síntesis del  ADNc  por acción de la  ADN  polimerasa ocurre próxima a 72 °C, que es la temperatura óptima para la enzima (Figura 5.8 etapa 3). 

Este ciclo se repite numerosas veces, y en cada ciclo se duplica la cantidad de ADN (Levitus y col ., 2010). 
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Figura 5.8. Esquema reacción en cadena de la polimerasa.  

1) Desnaturalización, 2) Hibridación, 3) Elongación. En cada ciclo aumenta  

2n veces la cantidad de ADN (n es el número de ciclos). 

El equipo que se utiliza para realizar la reacción se denomina termociclador, permite controlar los tiempos y temperaturas necesarios en cada etapa de la PCR (Figura 5.9). 

[image: ]

 

Figura 5.9. Equipo termociclador.  

A. Fotografía del termociclador. En (B) se muestra un detalle de la pantalla del termociclador  

donde se observan los tiempos y temperaturas de los ciclos de una reacción en curso. 
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Purificación del fragmento amplificado en un gel de agarosa 

Para visualizar los fragmentos amplificados por PCR, se realiza una electroforesis en gel de agarosa para separar los fragmentos de ADN y se revela con bromuro de etidio (como se explicó anteriormente). Para determinar el tamaño del fragmento amplificado se utilizan marcadores mo-leculares a modo de referencia, que consisten en una mezcla de fragmentos de pesos molecu-lares conocidos. Por comparación de los marcadores moleculares con el fragmento amplificado se estima su tamaño (Levitus y col., 2010, Figura 5.10, calles 1, 2 y 3). 
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Figura 5.10. Producto de PCR en un gel de agarosa.  

En la calle 1, marcadores de peso molecular (21200-564 pb); calle 2, ADN genómico;  

calle 3, producto de amplificación de PCR.

La purificación del producto de PCR consiste en eliminar los restos de los reactivos utilizados en la reacción (primers, dNTPs, enzimas, etc.). La purificación del producto de PCR puede rea-lizarse con una serie de soluciones e incubaciones o también utilizando kits comerciales. El ob-jetivo es obtener el fragmento puro para usarlo en aplicaciones posteriores como secuenciación (técnica que permite determinar de manera ordenada y exacta los nucleótidos que conforman una secuencia genética) o digestión con enzimas de restricción (para utilizarlo posteriormente en transformaciones, como se detalla más adelante). 

 

Técnica de PCR Cuantitativa (qPCR)

Se conoce como PCR cuantitativa (qPCR), o PCR en tiempo real, a una variación de la técnica de PCR a tiempo final que permite cuantificar la cantidad inicial de un fragmento determinado presente en la muestra analizada, ya sea ADNg o ADNc (a partir de ARNm). Algunas de sus aplicaciones más empleadas son estudios de expresión génica, detección de patógenos alimen-tarios, determinación de la carga viral en muestras biológicas, etc. 

Hay una relación cuantitativa entre la cantidad de la secuencia de interés inicial y la cantidad del producto de PCR en cualquier ciclo de la amplificación. Mediante el empleo de flouróforos (el más utilizado es el SYBR Green, que es un reactivo que se intercala entre las bases del ADN confiriendo 
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fluorescencia, lo que permite visualizar los productos de la PCR) se puede monitorear el progreso en tiempo real de la reacción de amplificación. Se mide la fluorescencia liberada cada vez que se realiza una copia del ADN molde, puesto que el incremento de la intensidad de ésta es proporcional a la cantidad  de  ADN  generado.  A  medida  que  procede  la  amplificación,  la  fluorescencia  aumenta conforme lo hace la cantidad de producto. Es fundamental incluir en las corridas de qPCR la amplifi-cación de genes normalizadores o endógenos (housekeeping) cuyos niveles de expresión sean cons-tantes en la muestra a analizar, pues el procesamiento de los datos de los amplicones de interés (secuencias de ADN amplificadas) son relativizados a los valores obtenidos de estos otros genes, junto con el de las muestras control. Finalmente, con un software, se procesan los datos para su análisis. Para profundizar estos contenidos se sugiere la lectura de los manuales de la técnica Real-Time PCR publicados por las empresas que comercializan los equipos, los cuales son de libre acceso en  la web,  por  ejemplo,  el  manual  de  Applied  Biosystems  StepOne™  Real-Time  PCR  System 

(http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_053237.pdf).  

Consideraciones metodológicas 

El instrumental en el laboratorio que se utiliza es un termociclador (similar al de PCR tiempo final) pero con lector óptico para la detección de la fluorescencia emitida en las corridas. Permiten el análisis de hasta 96 muestras por corrida al admitir el formato de placa de 96 wells o pocillos. Se puede realizar la detección simultánea de más de un fluoróforo y, por lo tanto, la detección de más de una secuencia en un mismo tubo. Al igual que la PCR tiempo final utiliza los mismos reactivos (primers, dNTP, PCR buffer, taq polimerasa, ADN molde). En este caso el buffer utili-zado contiene además el fluoróforo elegido (SYBR Green u otro).

Consideraciones técnicas 

Al ser una técnica tan sensible de detección, es primordial evitar la contaminación cruzada para evitar resultados erróneos. Algunas medidas que se sugieren en este sentido, y otras bue-nas prácticas de laboratorio, son las siguientes:

- Organizar áreas de trabajo separadas en el laboratorio: área de preparación de las mues-

tras, área de armado de la PCR, área de carga de las muestras y controles a la placa, área de amplificación

- Respecto de los reactivos: mantenerlos siempre cerrados hasta su uso, almacenados 

adecuadamente, minimizar los ciclos de congelamiento, mezclar en vortex siempre antes de se-parar en alícuotas, utilizar siempre material plástico estéril y los tips de las micropipetas automá-ticas deben ser con filtro

- El operario deberá utilizar guantes de nitrilo, o bajos en polvo, así como evitar hablar 

sobre las muestras y reactivos durante la manipulación de las mismas. 
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Ejemplo de aplicación de un análisis por PCR en tiempo final 

Análisis diferencial de la expresión de la proteasa SAG12 asociada a senescencia en fun-ción de la edad de la hoja en plantas de tomate  

Durante el crecimiento y maduración de frutos de tomate, se desarrolla la senescencia en las hojas de la planta. Este proceso se caracteriza por una intensa actividad proteolítica y removili-zación de nitrógeno desde las hojas hacia los frutos. Una proteasa característica asociada con el proceso de senescencia foliar es la proteasa cisteínica conocida como SAG12. Para analizar si esta enzima está involucrada en la senescencia de hojas de tomate se comparará de manera cualitativa la expresión de la enzima en hojas jóvenes y senescentes de plantas de tomate (So-lanum lycopersicum) mediante la técnica de PCR.

Se obtendrán las muestras de hojas jóvenes y senescentes de plantas de tomate y se colo-carán inmediatamente en nitrógeno líquido. Las muestras se pulverizarán en un mortero de por-celana. Se realizará la extracción del ARN con el protocolo de fenol ácido y cloroformo anterior-mente descripto. Se cuantificará y se determinarán las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 para determinar pureza y concentración. La integridad será determinada mediante corrida electroforética en gel de agarosa 1 %. Si la integridad de la muestra es correcta el resul-tado esperado en el gel son dos bandas definidas correspondientes a las dos subunidades del ARN ribosomal. 

Se procederá a realizar la síntesis del ADNc,  y a continuación,  la reacción de PCR con cebadores específicos para el gen de la proteasa SAG12. Como control de reacción negativo se preparará una mezcla de reacción sin agregar ADNc, y como control de reacción positivo se agregará ADNc de una muestra conocida, para asegurar que los reactivos y condiciones de reacción funcionan.  

El producto de amplificación será separado por electroforesis en un gel de agarosa. Se analizará el resultado obtenido, comparando cualitativamente la intensidad de banda del producto de amplifi-cación de SAG12 en los dos estadíos de desarrollo evaluados (hojas jóvenes y senescentes). Con la técnica de PCR a tiempo final realizamos la comparación cualitativa, si se requiere cuantificar la ex-presión de la enzima SAG12 se deberá realizar el método de PCR en tiempo real.

 

Clonado de un fragmento de ADN en un vector de clonado  o expresión

Para la clonación molecular se emplea un conjunto de técnicas experimentales para ensam-blar fragmentos de ADN dentro de una molécula circular de ADN llamada plásmido o vector de clonación, de origen bacteriano. El ADN recombinante será incorporado a un organismo receptor, generalmente bacterias, donde se inducirá su expresión, o bien, oficiará como reservorio y am-plificador de la secuencia de interés. Un vector de clonación contiene elementos como el origen de replicación, un sitio múltiple de clonación (SMC), que es una secuencia específica reconocida 
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por diversas enzimas de restricción para poder insertar el ADNc del gen de interés, y un marcador de selección (antibiótico) (Salazar y col., 2013). El siguiente esquema representa los pasos de la clonación de un fragmento de ADN (Figura 5.11): 
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Figura 5.11. Marcha de pasos de Clonación Molecular.  

1) Preparación del inserto de ADN que se va a clonar. 2) Preparación del vector para clonación.  

3) Unión del inserto con el vector. 4) Preparación de células competentes. 5) y 6) Transformación  

en bacterias e identificación de las colonias que contienen el vector recombinante. 

El paso 1 requiere de enzimas de restricción, son enzimas que funcionan como tijeras mole-culares encargadas de reconocer secuencias específicas de ADN y cortarlo en ese punto. Estas mismas enzimas cortan el plásmido o vector de clonación (paso 2). Luego, se realiza la unión del inserto de ADN y el ADN vector mediante la acción de la enzima ADN ligasa, obteniéndose mo-léculas de ADN recombinante (paso 3). Usualmente, la célula hospedadora del vector es la bac-teria Escherichia coli (paso 4). El vector es introducido en la bacteria, por el mecanismo denomi-nado transformación (paso 5). El objetivo de la transformación celular es que el material genético se incorpore de manera extracromosómica y se replique, transcriba  y traduzca empleando la maquinaria enzimática de la célula hospedadora (Salazar y col., 2013). Luego, las bacterias cre-cen en un medio de cultivo en presencia de antibiótico, de manera de seleccionar las bacterias que contengan el plásmido recombinante (paso 6). Finalmente, las bacterias crecen en los me-dios de cultivo apropiados para favorecer su división celular. Al reproducirse, se replica también 
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el plásmido recombinante y lo pasan a su descendencia, y de esta forma hacen copias del ADN que contienen. Las bacterias actúan como reservorio y como fábricas donde la secuencia clo-nada se multiplica miles de veces (Figura 5.11).  

En resumen, la clonación de un fragmento de ADN (clonación molecular) involucra los si-guientes pasos: 

1)     “Cortar y pegar”:

-     Preparación del inserto de ADN que se va a clonar-     Preparación del vector para la clonación-     Unión del inserto y el vector

2)     Transformación y selección:

-     Preparación de células competentes-     Transformación celular

-     Identificación de colonias bacterianas que contienen el ADN recombinante

 

Ejemplo de aplicación 

Clonado de un gen de tomate que determina la forma alargada del fruto (gen SUN) 

Los científicos han clonado un gen, denominado SUN, que controla la forma alargada de los tomates, un descubrimiento que podría ayudar a entender las enormes diferencias morfológicas entre las frutas y verduras comestibles, así como a proporcionar una nueva perspectiva sobre los mecanismos del desarrollo de las plantas (Lazzaro y col., 2018). 

Se obtendrán muestras de hojas jóvenes de plantas de tomate y se colocarán inmediatamente en nitrógeno líquido. Las muestras se pulverizarán en mortero de porcelana. Se realizará la ex-tracción del ADNg según el protocolo descripto previamente. Se cuantificará y se determinarán las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 para determinar pureza y concentración. La integridad será determinada mediante electroforesis en gel de agarosa 1 %. Se procederá a realizar la síntesis del ADNc, y a continuación, la reacción de PCR con cebadores específicos para el gen de tomate SUN, que es el que queremos clonar. El producto de amplificación será separado por electroforesis en un gel de agarosa, y a partir del gel se lo purificará para luego realizar la digestión con las enzimas de restricción elegidas en función del vector de clonado destino (Figura 5.12). En simultáneo, se purificará el vector de clonado y se lo incubará con las mismas enzimas de restricción que al producto de PCR. Luego, se combinarán los fragmentos con ADN ligasa, la cual los une para formar un plásmido recombinante que contenga el gen SUN. 
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Figura 5.12. El esquema representa la actividad de una enzima de restricción.  

La tijera en el esquema representa la enzima de restricción que reconoce el sitio de corte dentro  de la secuencia de ADN. Al reconocer la secuencia específica, corta y libera los dos fragmentos  con extremos cohesivos quedando listos para ligarse a las bases complementarias, por ejemplo,  

de un vector de clonado que también ha sido cortado con esta misma enzima.

Mediante el proceso de transformación se introducirá el plásmido en la bacteria E. coli. Du-rante la transformación, a las células bacterianas se les aplica un  breve choque térmico que ayudará a incorporar el plásmido recombinante que contiene el gen SUN. Para identificar las bacterias transformadas se utilizan marcadores de selección proporcionados por los vectores. Después de la transformación, las bacterias crecen en cajas Petri con agar suplementado con el antibiótico de selección, para el cual el plásmido es resistente. Si la transformación ha sido exi-tosa las bacterias serán capaces de metabolizar el antibiótico y vivirán, lo que indicará que incor-poraron el vector, de lo contrario, las bacterias sin plásmido morirán. Para confirmar la presencia del inserto clonado en el vector que contienen estas bacterias, se realiza una PCR con los ceba-dores específicos del gen SUN usando de molde el ADN recombinante. 

De esta manera, se ha logrado clonar el gen de interés en un vector de clonado, herramienta muy útil para realizar otros procedimientos, tales como la secuenciación del gen, el subclonado en un vector de expresión para generar la proteína recombinante de tomate o la incorporación de dicho gen en  otra línea de tomate para evaluar  cambios fenotípicos, por ejemplo, en la forma del fruto. 

 

Transformación de plantas con Agrobacterium tumefaciens 

La ingeniería genética de plantas está dirigida a la producción de genotipos que expresen ca-racterísticas de interés, mediante la integración de segmentos de ADN exógeno en el genoma vegetal. Este ADN altera las características de la planta, mediante la modificación dirigida y contro-lada de su genoma, al añadir, eliminar o modificar alguno o varios de sus genes (Danilova, 2007).  

Diferentes sistemas de transformación de plantas han sido desarrollados con el objeto de hacer más fácil y eficiente esta metodología. El método más difundido para la transformación 
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genética de plantas es el mediado por Agrobacterium tumefaciens, una bacteria que vive en el suelo e infecta a un amplio rango de plantas (Karimi y col., 2007). Esta bacteria tiene como blanco de infección a las heridas en raíces o en el tallo de la planta inmediatamente sobre el nivel del suelo, donde ataca a las células vegetales, causando su proliferación y formación de tumores. Esta enfermedad se conoce como “agalla de la corona”. 

El desarrollo de los tumores se debe a que Agrobacterium tiene la capacidad de transferir parte de su propio material genético a la planta hospedante. El mecanismo natural de ingeniería genética utilizado por Agrobacterium para transferir parte de su ADN a las células vegetales, es aprovechado por los investigadores para transferir genes de interés a las plantas.  

Para ello, primero los científicos trabajan con el plásmido Ti insertando la secuencia nueva con el gen de interés y un gen de selección, como se muestra en los pasos 1-3 en la Figura 5.11 (clonación molecular). El paso 1 de la Figura 5.13 muestra el plásmido obtenido llevando el gen Bt (gen de la bacteria Bacillus thuringiensis que confiere resistencia a plagas en plantas) que se transfiere a células de Agrobacterium. Luego, la bacteria portando el nuevo plásmido es utilizada para transformar células vegetales. La transformación de la planta se induce a partir del contacto entre la bacteria que porta el gen de interés (gen Bt) en su plásmido y las células vegetales (por ejemplo, hojas, como se esquematiza en el paso 2 de la Figura 5.13). Después de la transforma-ción, el tejido vegetal es cultivado in vitro en un medio adecuado con un agente selector (antibió-tico) donde sólo las células transgénicas sobreviven (paso 3, Figura 5.13). 

Las células vegetales transformadas son totipotentes, es decir, que pueden multiplicarse y generar la planta completa. Para eso, las células deben crecer en el medio de cultivo adecuado y en presencia de determinadas hormonas vegetales. El resultado de este método de transformación es una planta completa que lleva el gen de interés en cada una de sus células (Figura 5.13). 

[image: ]

 

Figura 5.13. Marcha de pasos de transformación de plantas con Agrobacterium tumefaciens.  
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