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OBIJETIVOS

s+ OBIJETIVO GENERAL

Evaluar la concentracion de hierro total en el fruto de Cassia
grandis L. f. por Espectrofotometria Ultravioleta/Visible en el
Laboratorio de Cromatografia del Departamento de Quimica,
UNAN-Managua, Julio - Octubre, 2012.



OBIJETIVOS

»» OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Utilizar la informacion obtenida por medio de encuestas
acerca de la forma ftradicional que Ila poblacion
Nicaragiuense emplea el fruto de Cassia grandis L. f. con
fines medicinales para definir la matriz analito del estudio.

Obtener la cantidad recobrada de hierro total presente
en las cenizas totales del fruto de Cassia grandis L. f.
utilizando el método de pretratamiento por combustion

secda.



OBIJETIVOS

s»» OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. Determinar la concentracion de hierro total en el fruto de
Cassia grandis L. f. utilizando el Método colorimétrico de
la Ortofenantrolina el cual obedece a la Ley de Lambert y
Beer.

4. Estimar la incertidumbre expandida asociada al resultado
final promedio de las concentraciones de hierro total
determinadas en todas las muestras analizadas de Cassia
grandis L. f.



ANTECEDENTES

1987, Lizbeth Gonzalez Valle (CITA, UCR) realizé un Estudio Preliminar Fisico-
Quimico del Fruto del Carao.

2000, Parra y Sardinas (CIDEM, CITMA) comprobaron la Toxicidad Aguda
Oral de 3 Formas Farmacéuticas de Cassia grandis L. f.

2001, EIAG (Rivas, Nicaragua) culmind una investigacion la cual tenia por
objeto encontrar la dosis adecuada de |la pulpa de carao para el control de la
anemia en terneros.

2004, Capo et al. (CIDEM, CITMA) experimentaron la Actividad antianémica
de la Cassia grandis L. f.

2004, el Dr. Luis Carmona (UCR) utilizo el fruto del carao para efectuar un
estudio de la anemia ferropénica en personas.

2004, simultaneamente la hija del Dr. Carmona, Ligia Carmona Infante, llevo
a cabo un analisis quimico de la composicion aproximada de la pulpa de

, carao. 2



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poblacion Nicaragiliense ha utilizado tradicionalmente el
fruto de la planta de carao como medicina alternativa para
satisfacer la carencia de hierro en la hemoglobina de la sangre.

f [ I 4 \
Sin embargo en el pais se desconoce
con exactitud la concentracion de
khierro total en el fruto del carao.

/

Debido a lo anterior, es necesario determinar el contenido de
hierro total en la plantula de carao, puesto que de esta forma
podran establecerse los limites maximos permisibles de
ingesta diaria para las personas que hacen uso del fruto de
este arbol para sustentar la falta de este mineral.



JUSTIFICACION

@\ poblaciéon que utiliza la pulpa de la planta @
carao mezclada con leche como un remedio
alternativo para combatir la anemia ferropénica
desconoce que los limites maximos permisibles

de ingesta diaria dependen del déficit de hierro .,)
Que presenta el organismo humano. J

~

q/lés aun, suponiendo que se conociese la
(’ insuficiencia de hierro en una persona anémica
seria imposible determinar la dosis adecuada
de fruto de carao para contrarrestar la
tatologl'a antes mencionada. J

Por lo antes mencionado al conocer exactamente el contenido de
hierro total presente en el fruto del carao, se podran establecer
mediante un balance nutricional los limites maximos permisibles
de ingesta diaria del fruto del arbol de carao.



MARCO DE REFERENCIA



Generalidades de Cassia grandis L. f.

Nombre cientifico: Cassia grandis L. f.
Género: Cassia

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Caesalpinioideae

» HABITAT Y BIOLOGIiA REPRODUCTIVA
EFMAMJJAS OND
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Generalidades de Cassia grandis L. f.

»= CARACTERIZACION QUIMICA DEL FRUTO

Composicion aproximada de la pulpa de Cassia grandis L. f.

Macrocomponentes %
Agua 35.0
Taninos 14.2
Acido Citrico 5.4
Carbohidratos 32.9
Cenizas 2.1
Minerales

Calcio 51 ppm
Hierro 14 ppm
Magnesio 151 ppm
Fosforo 0.2%

Fuente: Carmona L., 2004. Citada por Paull, 2008, pag. 386.



Espectrofotometria Ultravioleta/Visible (UV/VIS)

» ESPECTROSCOPIA BASADA EN ABSORCION PARA IONES DE METALES DE TRANSICION
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Espectrofotometria Ultravioleta/Visible (UV/VIS)

» ABSORBANCIA Y CONCENTRACION: LEY DE LAMBERT Y BEER

Pg— —b-PT

|
Ley de Lambert y Beer



Cuantificacion y Reporte de la Incertidumbre
en Mediciones Analiticas

Guia Internacional:
Cuantificando Incertidumbre en Mediciones Analiticas,
QUAM:2012, publicada por EURACHEM/CITAC

U=pu.(y)xk

me(y) ® Incertidumbre expandida

Incertidumbre estandar
combinada

p(x;)
Incertidumbre estandar: Incertidumbre de Tipo A

Incertidumbre de Tipo B



Cuantificacion y Reporte de la Incertidumbre
en Mediciones Analiticas

La Guia QUAM expone dos reglas simples para la combinacion de Ia
incertidumbre estandar:

Reqla 1
Para modelos implicando solamente una suma o diferencia de

cantidades, ej. y = (p + q + 1 ...), la incertidumbre estandar combinada u.(y)
esta dada por

ue(y®,q ..)) = Ju@)? + u(@)? + -

Regla 2
Para modelos conllevando unicamente un producto o cociente, ej.

y=(@XgXrx:-) o y=p/(gXrx--), la incertidumbre estandar
combinada u.(y) esta dada por

uc(y)—y\/(p>+ p +

donde (u(p)/p) etc. son las incertidumbres en los parametros, expresadas
cQmo desviaciones estandar relativas. A




" Descripcion General del Método de Andlisis para
la Cuantificacion de Hierro Total

» PRINCIPIO

La reaccion entre el ion hierro (Il) y la 1,10-fenantrolina (nombre
comun: ortofenantrolina) para formar un compuesto de color
rojo-naranja es un buen método para determinar hierro (Day &

Underwood, 1989).

Reduccion 2Fe3* + 2NH,0H + 20H™ - 2Fe** + N, + 4H,0
/ I‘ o 7/ V4
. * Solucién tampon: CH;CO00H/CH3;COO0Na
Ajuste del pH
\ |
/
Complejacion Fe?* + 3FenH" = Fe(Fen);**+ 3H*

N




HIPOTESIS

El método colorimétrico de la ortofenantrolina es aplicable
para la determinacion de hierro total en el fruto de Cassia
grandis L. f. previa destruccion del alto contenido de
materia organica por calcinacion seca y posterior
disolucion de las cenizas con acido clorhidrico.



DISENO METODOLOGICO

» TIPO DE ESTUDIO

* Tradicional

* Disefio experimental cuantitativo

» DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO

Este estudio se realizd en el Laboratorio de Cromatografia
perteneciente al Departamento de Quimica de la Facultad de
Ciencias e Ingenierias de la Universidad Nacional Autonoma de
Nicaragua (UNAN-Managua) en el periodo comprendido de Julio a
Diciembre del 2012.



DISENO METODOLOGICO

» POBLACION Y MUESTRA

POBLACION

Todos aquellos arboles de Cassia grandis L. f. que han alcanzado
su estado de adultez bajo las condiciones edaficas y climaticas
naturales eficientes para su habitat en ciertas zonas geograficas
del pais.

MUESTRA

Por medio de un muestreo simple aleatorio se escogieron tres
arboles de Cassia grandis L. f. del municipio de Tipitapa
perteneciente al Departamento de Managua. De cada uno de
éstos de igual forma se escogieron seis vainas.



DISENO METODOLOGICO

» ¢ QUE TAN REPRESENTATIVA ES LA MUESTRA?

Segun el ultimo Inventario Nacional Forestal (INF) 2007 — 2008
(INAFOR, 2009), el carao ocupa la novena posicion de especies
potencialmente comerciales y es considerado un arbol semillero con
una frecuencia de 13 por cada 1,832 arboles semilleros lo que
representa 0.71% de existencia.

Asi,

_nx100 3 x100

R = 071 = 071 = 423 arboles




DISENO METODOLOGICO

» VVARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

e Concentracion de hierro total
* |ncertidumbre de la concentracion de hierro total

VARIABLES DEPENDIENTES

e Absorbancia



DISENO METODOLOGICO

» OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

. - s . . Unidad de
Variables Definicidon operacional Indicadores Valores .
p
medida
Independiente
] 5 de | 4 libraci Ecuacidn de regresion Masa/masa
., uacion de la curva de calibraciéon
Concentracion a ec . - de la Curva de mg Fe
de hi total permite determinar la concentraciéon de calibracién obtenida bor 0-14 /100g de
S Ity hierro total en el fruto de carao. P g
MCO fruto
Tomando en cuenta todas las fuentes de | Incertidumbre estandar
Incertidumbre !ncertldumbresl de las variables que . , Masa/masa
influyen en el calculo de [Fe],, se puede | Incertidumbre estdndar
dela ) ) . . : mg Fe
tracié estimar la incertidumbre expandida | combinada N. E. /100g de
conc.en reeon asociada al resultado final promedio de ; g
de hierro total las concentraciones de hierro total | |ncertidumbre A
determinadas en las muestras de carao. | expandida
Dependiente
El método colorimétrico de la
ortofenantrolina obedece la ley de , Unidaae
Lambert y Beer por lo que puede | Espectrofotémetro de
Absorbancia prepararse una curva de calibracion con | Perkin Elmer Lambda 0-1 .
g . absorbancia
estdndares externos de concentraciones | EZ201
conocidas obteniendo las absorbancias U ek
correspondientes de cada una de éstas.
° °




DISENO METODOLOGICO

» MATERIALES Y METODO

IMATERIALES PARA RECOLECTAR INFORMACION

* Fichas de articulos cientificos

* Fichas de resumen

* Fichas de cita textual

 Matriz de sintesis

e Curvas de calibracion

* Tarjetas de control para valores medios



DISENO METODOLOGICO

» MATERIALES Y METODO

MATERIALES PARA PROCESAR INFORMACION

* Tablas

* Figuras

* Diagramas

* Mapas

e Graficos

» Software ofimatico, estadistico y de disefio grafico
* Equipos de instrumentacion analitica

* Materiales de laboratorio

 Reactivos grado ACS para analisis



DISENO METODOLOGICO

» MATERIALES Y METODO

METODO

* El método analitico es cuantitativo.

* Se utilizé como método de referencia el Método Oficial 944.02
Hierro en Harina (lron in Flour) de los Métodos Oficiales de
Analisis de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC, 2002).

* No obstante, se realizaron las adaptaciones pertinentes de este
Meétodo Oficial a la matriz del fruto de carao.



DISENO METODOLOGICO

» MATERIALES Y METODO

METODO

1. Preparacion del fruto para el analisis

N 2. Preparacion de las soluciones

4. Influencia del pH en el medio de reaccion

3. Lavado del material utilizado en el andlisis

5. Influencia del volumen de agente quelante

g 6. Determinacion de la estequiometria de la reaccidon

7. Preparacion de la curva de calibracion

[8. Destruccion de la materia organica del fruto

9. Preparacion de la solucion acida digerida de las cenizas del fruto

. [ 10. Determinacion de hierro total en las muestras de carao




DISENO METODOLOGICO

¢ EN QUE FORMA SE UTILIZA EL FRUTO DE LA PLANTA DE CARAO?

Se aplicé una encuesta con la finalidad de conocer en qué forma
utiliza la poblacion nicaragliense el fruto del carao:

a) Como miel de carao preparada a partir de un procedimiento
casero.

b) Directamente como pulpa una vez que es retirada de la vaina.
c) Ambas formas.

64%

Ambas




DISENO METODOLOGICO

» PREPARACION DEL FRUTO PARA EL ANALISIS

6. :D .

&% Almacenamiento .,
Seleccion
de la pulpa

Separacion 2.
® de la pulpa Limpieza
de la vaina

4 3.

Quebrado b Secado




DISENO METODOLOGICO

» CONSIDERACIONES PREVIAS EN LA PREPARACION DE LA CURVA
DE CALIBRACION

Volumen
de o-fen

6 mL



DISENO METODOLOGICO

» PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

-

3.5120 g Fe(NH ,).(50,),6H.0
g Fe(NH,),(S0,);6H, Solucion estandar de reserva

+ 2 gotas de HCI 1 de hierro, 1000 ppm

{conc.)

+ aforo a 500 mL -

.

10 mL Solucién reserva [Fe] = 1000 ppm
+aforo a 1000 mL

i S

Solucion estandar de trabajo
de hierro, 10 ppm

00mL 25mL 75mL 125mL 17.6mL 225mL

| +2mL de HCI .,
00 ppm 0.5 ppm [ 1.5 ppm | 2.5 ppm []3.5 ppm%ﬁ pprﬁ + aforo a 50 mL

20mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL

S T

b
l( + 1 mL NH,OH-HCI
| + 15 mL HOAc/NaOAc
+ 6 mL o-fenantrolina
+ aforo a 100 mL

o 0.0 ppm 0.1 ppm 0.3 ppm 0.5 ppm 0.7 ppm 0.9 ppm




RESULTADOS

» CURVA DE CALIBRACION

Am = 0.02522 + 0.1878 [Fe]

= Regresion
0.201 ——IC d;. 9:5%
S 0.0074526
R-cuad. 98.6%
0.15- R-cuad.(ajustado) 98.5%
[}
(3]
3 A.- = A A
£ 0.10; c=Am — Ap
0
2
< z ::l
0.05 1
(A, — Ap) — 0.02522

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
[Fe] (ppm)

0.1878 D

[Felm (1009 ()

mg ) [Fe]d(mg/L)xV(mL)xf< 1 xOl) L

100



RESULTADOS

» DETERMINACION DE HIERRO TOTAL EN LAS MUESTRAS DE
CARAO ANALIZADAS

N° de Etiqueta (Fel,. N de Etiqueta Fel,. N de Etiqueta (Fel,.
Arbol EE! (mgFe/100g)  Arbol © (mgFe/100g)  Arbol i (mgFe/100g)
matraz matraz matraz
mc/Fel 1.83 mc/Fel 1.91 mc/Fel 1.95
mc/Fe2 1.84 mc/Fe2 1.87 mc/Fe2 2.08
Arbol1 1.1 0.76 Arbol2 2.1 0.35 Arbol3 3.1 0.44
1.1/d 0.72 2.1/d 0.49 3.1/d 0.44
ey 017 0.64 2.2 0.99 __. 32 0.46
= 13 0.42 ®F° o3 1.03 ®E7 33 0.83
1.3/d 0.54 2.3/d 0.41 3.4 0.28
1.4 0.55 2.4 0.50 3.4/d 0.29
1.5 0.18 2.4/d 0.68 3.5 0.26
1.5/d 0.07 2.5 0.25 3.5/d 0.25
1.6 0.65 2.6 0.65 3.6 0.48

|Fel,, = 0.51 mg/100g + U



PROMEDIO

ue([Felyy) = Fel,, j (

RESULTADOS

» INCERTIDUMBRE EXPANDIDA ASOCIADA AL RESULTADO FINAL

u([Fe
[Felg

]d))

D\ (eWD\®  (u@@)\’
(52) +(52) + ()

Variables cuyas incertidumbres estandar se asocian a u.([Fel,,).

Variables

Incertidumbres estandar

[Fel,, = 0.51 mgFe/100g
V; =50mL

V5 =40 mL

Vs = 100 mL

m = 10.0016 g

[Fely; = 0.40 mg/L

.uc([Fe]m) =7?

u(Vy) = 0.03170 mL
u(V,) = 0.03557 mL
u(V3) = 0.05217 mL
u(m) = 0.00014 g
u([Felq) = 0.019 mg/L

Fuente: Elaborado por el autor.

uc([Felm) = 0.51

mgFe

u(Vz) :
+< v )

0.019

100

;|

0.40

)+

50

0.03170 2+ 0.05217 2+
100

0.00014
10.0016

)+

0.03557

40

)2



RESULTADOS

» INCERTIDUMBRE EXPANDIDA ASOCIADA AL RESULTADO FINAL
PROMEDIO

— mgFe e
uc([Fel,,) = 0.51 %\/2.2577 x 10~3 U = pc([Felm) x k
y U= 0024 795 5056
= mgFe = 0. .
ue(Fel,n) = 0.51 —2— x 0.0475 100g
p U = 0.050 19Ee
T 7 mgFe = (). W
F - . 24‘ - g
uc([Fel,,) = 0.0 1007

|Fel,, = (0.51 + 0.05) mg/100g *

* La incertidumbre reportada es la incertidumbre expandida calculada
utilizando un factor de cobertura de 2.056 el cual proporciona un nivel de
confianza del 95%.



ANALISIS pE Los RESULTADOS

» CURVA DE CALIBRACION

» CONTRASTE “t DE STUDENT” PARA PROBAR UNA CORRELACION SIGNIFICATIVA

. Ir|vVn —2
V1-—r2

. 10.9930(v12 — 2
J1—(0.9930)2

t = 26.59

Como el valor de t calculado es mayor que el valor de t tabulado a un nivel de
confianza del 95% vy 10 grados de libertad; se concluye que existe una
correlacion significativa en la curva de calibracion.



ANALISIS pE Los RESULTADOS

» CURVA DE CALIBRACION

» PRUEBA DE NORMALIDAD, ASIMETRIA Y VALORES ATiPICOS DE LOS RESIDUOS DE
LAS ABSORBANCIAS DE LOS ESTANDARES DE HIERRO

Porcentaje

Grafica de probabilidad normal de residuos
(la respuesta es Absorbancia)

No existe evidencia de:
* no normalidad,

e asimetria

* yvalores atipicos.

-0.01 0.00 0.01 0.02

Residuo Este patron... Indica...
No una linea recta No normalidad
Curva en las colas Asimetria

Un punto alejado de la linea Un valor atipico



ANALISIS pE Los RESULTADOS

» CURVA DE CALIBRACION

» PRUEBA DE VARIANZA NO CONSTANTE Y VALORES ATiPICOS DE LOS RESIDUOS DE
LAS ABSORBANCIAS DE LOS ESTANDARES DE HIERRO

Residuo

Residuos vs. ajustes

(la respuesta es Absorbancia)

0.10
0.05
. [ ]
0.00 L) o s :_
®
[ ]
-0.05 4
‘0.10 T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Valor ajustado

Este patron...

Los residuos parecen
estar dispersos
aleatoriamente
alrededor de cero.

No existe evidencia de:

* varianza no constante
* yvalores atipicos.

Indica...

Dispersidn en abanico o irregular de
los residuos en los valores ajustados

Un punto alejado de cero

Varianza no constante

Un valor atipico



ANALISIS pE Los RESULTADOS

» DETERMINACION DE HIERRO TOTAL EN LAS MUESTRAS DE

CARAO ANALIZADAS

Grafica de probabilidad de mg Fe/100 g
Mormal - 95% de IC

b

Mediz 0.5050
Desw, BEst.  0.2370
95 1 M 27
. AD 0.257
Valor P 0,555
m -
.% 70 4
at S0 7
§ 0
5 71
o 01
20
10 4
5 -
1

04 -02 00 02 04 06 0.8 1.0 1.2 14
mg Fe/100 g



ANALISIS pE Los RESULTADOS

» DETERMINACION DE HIERRO TOTAL EN LAS MUESTRAS DE
CARAO ANALIZADAS

Grafica de distribucion
Normal, Media=0.505, Desv.Est.=0.237

1.8 4
0.9534
1.6 -
1.4 1
1.2 -

1.0 -

Densidad

0.8 -

0.6 -

0.4 1

0.2 -

0.0

0.07 0.505 1.03
[Fe] (mgFe/100g)



ANALISIS pE Los RESULTADOS

» INCERTIDUMBRE EXPANDIDA ASOCIADA AL RESULTADO FINAL
PROMEDIO

Diagrama de causa y efecto para la estimacion de la incertidumbre estandar
combinada de [Fe],,.

> misma balanza

[Fe], Mcarao ¢ jibracion
libracié
calibracion sewad
Sy, semad repetibilidad linealidad
repetibilidad *
linealidad * m (bruta)
m (tara) \
resolucibnﬁ resolucion i
- [FE]m

repetibilidad repetibilidad repetibilidad

tolerancia tolerancia tolerancia

temperatura temperatura temperatura

resolucion



ANALISIS pe Los RESULTADOS

» INCERTIDUMBRE EXPANDIDA ASOCIADA AL RESULTADO FINAL
PROMEDIO

Aplicacion del Método de Kragten para la estimacion de la
incertidumbre segun la Guia QUAM:2012

Vy Vs Vs m [Fels
valor 50 40 100 10.00162 0.40411
Incertidumbre 0.03170  0.03557 0.05217 0.00014  0.01897
50  50.03170 50 50 50 50
40 40  40.03557 40 40 40
100 100 100 100.05217 100 100

1000162 10.,00162 1000162 1000162 1000176 10.00162
040411 040411 040411 040411 040411 0.42308

0.50505 0.50537 0.50460 0.50531 0.50504 0.52876
000032 -0.00045 0.00026 -0.00001 0.02371
562804 1.025E-07 2.013BE-07 ©65941E-08 493511 5.62E-04

0.024

0.:05

o =N * el signo de la diferencia ha sido retenido o



ANALISIS pe Los RESULTADOS

» INCERTIDUMBRE EXPANDIDA ASOCIADA AL RESULTADO FINAL
PROMEDIO

Contribuciones de las incertidumbres estandar relativas en el calculo
de la incertidumbre expandida asociada al resultado final promedio de
las concentraciones de hierro total.

o T
Ll
"
v |

Vi

Variables, x;

|/ |/ |/ |/ |/
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
Iu{Y! l’{i”




CONCLUSIONES

1. El analisis de la informacion obtenida a través de las encuestas
muestra que la poblacion nicaragliiense utiliza directamente el
fruto de Cassia grandis L. f. una vez que es extraido de la vaina.
Por tal razon, la pulpa de carao fue definida como |la matriz
analito del estudio.

2. El alto contenido de materia organica presente en el fruto de
Cassia grandis L. f. hace tediosa la determinacion de las cenizas
totales empleando el método de pretratamiento por combustion
seca. No obstante, basandonos en los resultados obtenidos para
las muestras control se puede concluir que el recobro de las
cenizas totales por este método es mayor del 90%.



CONCLUSIONES

3. El método colorimétrico de la ortofenantrolina es apropiado para la
cuantificacion de hierro total en el fruto de Cassia grandis L. f. por
espectrofotometria UV/Vis, pues una vez eliminado el contenido de
materia organica, las unicas fuentes de interferencias podrian ser los
minerales que constituyen la pulpa de carao, pero éstos no forman
qguelatos con el ligando bidentado 1,10-fenantrolina. Por lo que queda
confirmada la hipdtesis planteada.

4. La incertidumbre expandida asociada al resultado final promedio de
las concentraciones de hierro total determinadas en las muestras en
estudio de Cassia grandis L. f. es un buen estimado de un intervalo
cerrado, 0.46 mgFe/100g — 0.56 mgFe/100g, dentro del cual se
encuentra la “verdadera concentracion promedio” de hierro total de
las muestras analizadas en este estudio.



Gracias por
su atencion!!!

“Es mi conviccion interna que el desarrollo de la ciencia
busca satisfacer el deseo del conocimiento puro”

Albert Einstein



