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= Problema

Analitos — Matriz . Escala

~[ Determinacion de los objetivos

’—[ Caracteristicas del analito

{ Metodologia analitica ]

~[ Seleccion del método analitico L Caracteristicas de la matriz
| Validacion del método analitico
[ Muestra representativa Sl
~[ Muestreo y toma de la muestra de la poblacién ‘
—| Homogenaeizacion
i | Secado
- Musstrabruta |-
= Desgrasado
— Otras
. -[ Dilucién
-[ Preparacion de la muestra —
— -[ Extraccion
-[ Determinacion
' Destilacion
~[ Calculos y reporte de los resultados
Porcitn de ensayo . "
I ‘e ~[ Incineracion

Para seleccionar el método se debe considerar

Caracteristicas
del analito

Considerar la
naturaleza quimica
[inorg., org. bioQ)

Propiedades fisico
quimicas del
COMpONENtE qUE 5e
desea cuantificar

I cumpunentes 1

Dl]l“b','ﬂ 1% :-ntrams
(-0,01%).

Caracteristicas

de la matriz

Estado de agregacién + la
complejidad de la
matrizmatriz +
interferencias

Metado mas especifico

Mo es lo mismo realizar un
analisis sobre un producto
liquido que sobre uno
solido, Asi mismao, no es lo
mismo en matriz sea mas
compleja (mayor nomerno
de componentas],

l ALEATORIOS

Validacion del
método
analitico

El objetivo es el establecer
qué caracteristicas del
método son adecuadas para la
aplicacion que se pretende vy
@SSgUrar que un
pracedimienta dard
resultados reproducibles y
confiakles

Exactitud - Precision
selectividad Linealidad
sensibilidad de calibrado
Limite de deteccion y limite de
cuantificacion
Tolerancia o fortaleza
Robustezr

l SIMPLES I SISTEMATICOS l ESTRATIFICADOS CONGLOMERADOS
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Criterios de calidad de los instrumentos y métodos de analisis

Criterios Definicion Expresion para el calculo
- - g . - - 5 . . . .,
o Describe la repmducll:rjll_dad de los resul:cadns, es decir, la cnncurd;ncm Cv= 2 . 100 coeficiente de variacion,
Precision entre los valores numericos de dos o mas medidas que se han realizado X
exactamente de la misma forma Desviacion estandar absoluta y relativa,
Es la proximidad de |la concordancia entre el valor promedio obtenido en una
. serie de resultados de ensayo y el valor de referencia aceptado de la _ X e perimental
Veracidad propiedad analitica que se estd midiendo, o sea, el contenido verdadero de Recuperacion = =t = 100
un analito dentro de la muestra en estudio
_ _ Capacld_ad de un metodo o un instrumento analitico de obtener resultados y=mx+a Regresion lineal,
Linealidad proporcionales a la concentracion de analito en la muestra dentro de un R*  coeficiente de determinacion
intervalo determinado
- Se define como la ndiente de la curva de calibrado a la concentracion
Sensibilidad pe S = mc + Sy

objeto de estudio

Limite de deteccion

Es la minima concentracion o la minima masa de analito que se puede
detectar para un nivel de confianza dado.

Blanco mas tres veces la

Limite de
cuantificacion

Es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con cierta confianza. A este limite también
ce le llama limite de determinacion

3 Sul desviacion estandar del blanco
Blanco mas diez veces
10 5, la desviaciéon estandar

del blanco

Intervalo de
concentracion

Es el intervalo lineal de un método analitico o de un instrumento, que va
desde l|la concentracion mas pequena a la que se puede realizar la
cuantificacion {(limite de cuantificaddn, LOQ) hasta la concentracion a la que
la curva de calibrado se desvia de la linealidad (limite de linealidad, LOL).

Selectividad

Se define como la capacidad de un método o un instrumento analitico para
medir exacta y especificamente el analito, sin interferencia de impurezas u
otros componentes que puedan estar presentes en la muestra.




Muestreo y Preparacion de la muestra
Equipos



Algunos procedimientos de preparacion de la muestra

Los procedimientos explicados constituyen tan solo unos pocos ejemplos de las numerosas operaciones que pueden emplearse como parte de la
preparacion de la muestra.

Homogenizacion Su objetivo es contribuir a que la porcidn de ensayo sea y f’l'
representativa de la muestra bruta. Se realiza triturando y mezclando las ﬁ‘ - /#/1
muestras solidas y semisdlidas o por agitacion fuerte en el caso de los = a'f]f

liquidos. En el caso de las emulsiones, como la leche por ejemplo, un
calentamiento en bafio de Maria facilita el proceso de homogenizacidn.




Algunos procedimientos de preparacién de la muestra

Secado y desgrasado Se realizan cuando el contenido de humedad y/o grasa constituyen

interferencias para el analisis. El secado a temperaturas superiores a 1002C en estufa, mientras que

el desgrasado se realiza extrayendo la grasa con solventes organicos.
¢

Concentracion La evaporacion, cenrifugacion . La concentracion por membranas.
Las membranas de permeabilidad selectiva (solo dejan pasar a su través ciertas moléculas),.

&, Lacrioconcentracion. técnica para concentrar liquidos,, mediante la congelacién y posterior separacion del
3 & ~ agua en forma de cristales puros

7

Dilucion Se emplea para muestras liquidas en las cuales el analito se encuentra en altas concentraciones o en
productos fuertemente coloreados cuya coloracion interfiere en el analisis.

10 gramos de mortadela

Filtrar

50 mL

Phlll:z —_—
NazC208 —
Agua hasta / |:|

0,093 g
de azucar

I

GSO mL :




Algunos procedimientos de preparacién de la muestra

Extraccion solido- liquido Consiste en la extraccion del analito a partir de una

matriz sélida empleando un disolvente adecuado capaz de solubilizar el Disolvente . Fase liquida
componente en estudio. Ejm. NaCl por Mohr en carnicos, suspende en agua Alimento Fase solida
. Mozela Separacion
destiladapor 1 H. "
A Tals & s

Algunos disolventes tipicos en Andlisis Quimico

Mbigenm o '

Extraccion liquido - liquido
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‘ \ | ‘ embudo de decantacién

Expulsion de gases en un
embudo de decantacion

Polaridad decreciente
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Dime tilsulféxide (189°C) &=

Metanol (847C)

o
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e

Agua (100°C)

inmisEThJP_'; miscibles
Eliminar solvente
PRESION REDUCIDA

(ROTAVAPOR).




Algunos procedimientos de preparacion de la muestra

Destilacion El analito se separa del resto de los componentes que pueden interferir e I

en el analisis aplicando un procedimiento de destilacion

Reflujo Es una operacion que se
realiza con el fin de propiciar o

acelerar una reacciéon quimica

entre dos sustancias mediante la
refrigerante en

aplicacion de calor. ey .
posicidn vertical.

Digestion Es un proceso de hidrélisis (acida
fundamentalmente) de la materia organica, que
puede incluso, producir agentes oxidantes que
transforman la materia organica a didoxido de
carbono, vapor de agua y otros compuestos
volatiles.

Muestra

CHNO +H,S0, SAalmador i ).50, + CO, + H,0

Compuesto de Nifrdgeno organico
(Protefna, aminadcido, péptido, aming, amida, eic. )

Vapor de ‘_r\ & Vapor condensado en
agua e Y el tubo refrigerante
-
™,

Agua salada
9———‘., Entrada e

: 4 de agua
fria

—_———

Incineracion En algunas
determinaciones de compuestos de
naturaleza inorganica se requiere
eliminar primeramente el material
organico para facilitar el analisis




Algunos procedimientos de preparacion de la muestra

Clarificacion: Consiste en eliminar las interferencias por precipitacién o floculacion
empleando un agente precipitante adecuado. Asi por ejemplo, en la determinacién
de azucares reductores en compotas, los pigmentos y otras macromoléculas que
constituyen interferencias, se precipitan por adicion de una solucion saturada de
acetato de plomo. El precipitado se separa por filtracion y se obtiene una solucion
transparente que contiene los azucares objeto de cuantificacion. Este

procedimiento se conoce también con el nombre de defecacion plumbica




Constituyen un conjunto de
procedimientos basados en la

Métodos Analiticos medicion instrumental de
. alguna propiedad fisico-
técnica g p p

guimica del sistema estudiado

i
\L J/ /
Métodos clasicos o I Métodos instrumentales I
quimicos (por via : —
himeda) Propiedades| | Fisicas Se
et | obtiene
RX. quimicas na

| - |
i ia— i sefial: S

Interacciones | [MATERIA-MATERI Interacciones  matgria—Energla
OCCanalito

I Gravimetria I

Analisis
volumeétrico

|Electroquimicos ” Separacion I Opticos

¢

masa [volume]
Cromatograficas

Precipitacion Titulacion Potenciométrico Emision

Pesada Conductimétrico Absorcion

Instrumentos basicos, bureta y balanza Instrumentos
complejos



Metodos instrumentales

Conjunto de técnicas que emplean las propiedades eléctricas que presenta

una disolucion cuando forma parte de una celda electroquimica, para
determinar la concentracion de un analito.

AV v AV
’ 9 sy . Qe o Elect r Senaracion Métﬂ'dﬂﬁ
Los meétodos potenciométricos de analisis se basan en las ectroguimicos P Opticos
medidas del potencial de celdas electroquimicas en ﬂ
ausencia de corrientes apreciables.
Cromatografico
Potenciométrico
Conductimétrico

Los métodos conductimétricos estan
basados en la conduccion eléctrica de
los iones en una disolucion.



POTENCIOMETRIA 1.ELECTRODO DE REFERENCIA (un electrodo
con un potencial conocido y constante con el

tiempo)
APLICACIONES
2. ELECTRODO INDICADOR O DE TRABAJO (un Existen electrodos de trabajo de
electrodo sensible a la especie electroactiva o distinto tipo.
ANALITO)
, S v' Determinacion del yr
3. P(?TENCIOME.TRO. Un d-|sp05|jc|vo para v Determinacion del 4 fluorure en agua potable.
medir el potencial con resistencia grande v Determinacién del |9/) czl<io en suero sanguineo
respecto de la celda v' Determinacion del 14y riiirzito en pulpa de tomates
v' Determinacion de ¢ _cozzi en sangre
v Determinacion de ' r=:) en leche
v’ Determinacion de ¢i9.cly oz cziroono en un efluente
v’ Determinacion de u=zicicz1; en agua natural
Las Titulaciones Potenciométricas se pueden aplicar
a cualquier equilibrio quimico!!!
Acse Pn Formacion Complejos R Primera derivada Segunda i
. EfVol :
[ &R | € Rt [ rot | \ }\
| 1 o _
- (i | A 1 :
= L= A o ¥}
[Vpe |vwom) |l
. ol \m
I .
, ? Vol. (mL)
0 1 Vol. (mL 2
[Vpe
Vp.e



https://es.wikipedia.org/wiki/Electrodo_de_referencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Electrodo_de_trabajo
https://es.wikipedia.org/wiki/Potenci%C3%B3metro_(instrumento_de_medida)

Calculo del volumen a través de la segunda derivada

H
p12

10

5 =+{C5+C4) /2
C D E F G H J K . .
: : : : : : Primera Derivada
GRAFICO GRAFICO L6
rom de
Vi(ml) pH DpH DV . DpH/DV Vprom(G) D*(DpH/DV) 14
vt(ml) -
0 3,9 .
1 a1 0,2 1 | 0,5 _| 0,2 > 1
2 4,5 0,4 1 1,5 0,4 1 0,2 "4_—; 0,8
3 a,7 0,2 1 2,5 0,2 2 -0,2 S 06
a 5 0,3 1 3,5 0,3 3 0,1 04
5 5,5 0,5 1 45 0,5 4 0,2 ! —
& 5,9 0,4 1 5,5 0,4 5 -0,1 0.2 ApH/AV
7 6,3 0,4 1 6,5 0,4 6 -8,88178E-16 0
3 - 0,7 1 7.5 0,7 - 0,3 00511522533544555566,57 75885 9(9,51000,51111, segunds deivads
9 g 1 1 2,5 1 2 0,3 Prom Vt AlApH/AV)/ AV
10 9,5 1,5 1 9,5 1,5 9 0,5
11 10 0,5 1 10,5 0,5 10 -1 _
12 10,3 0,3 1 11,5 0,3 11 -0,2 Segunda Derivada
: .
Ceries 1 Punto ™9
. s T (3 0.5
curva de valoracion 0s #
. y . e
= W prom |G
= 00511555 33544555656657 758859 451010511512
19 10 -1 -]
-3 !
20 X 0 U
-1
L
21 m=-1,5 ={T19-T18)/(519-518) 15 L
Vi=X= 932 =[{T20-T181+{T21*51811/T21
0 6 B 10 12 14 : YE - &rl N 1
2 ~y1 }(2 =
ml NaOH m —u m

T X2 - X1



REVISAR ESTE TEMA EN EL LIBRO ANALISIS
INSTUMENTAL DE LOS ALIMENTOS

requieren de 1 a 5 minutos o mas para la determinacion de una muestra simple.

13.4.4. Aplicaciones de los métodos potenciométricos en el analisis de
los alimentos

Sin dudas, la aplicacion mas trascendental de los métodos potenciométricos en el
analisis de los alimentos, esta en la medicion directa del pH, dada la enorme
importancia que tiene el control de este parametro en la elaboracion de los
productos alimentarios, tanto como indicador de las condiciones higiénicas como
para el control de los procesos de transformacion; asi mismo el pH de los
alimentos tiene un impacto significativo en las caracteristicas organolépticas de
los mismos.

El pH, como la temperatura y la humedad, son importantes para la conservacion
de los alimentos. De ahi que generalmente, disminuyendo el valor de pH de un

Andlisis Instrumental de los Alimentos 375



CONDUCTIVIDAD

La conductividad es una medida de la concentracion idnica total que tiene
una disolucion.

Célula de conductividad. 4=
- Sonda de temperatura.- Q
- Instrumento de medida: g#

¥ Esta propiedad depende de la presencia de iones, su concentracion, §wmmonductllmetro_

movilidad, valencia y de la temperatura de la medicion.
# Las soluciones de la mayor parte de los compuestos inorganicos son
buenas conductoras.

# Las moleculas organicas al no disociarse en el agua, la conductancia es
nula.

# Las unidades de medida
habituales de la conductividad de
una disolucion son los Siemens/cm
(Sfcm).

# Salinidad

. Se expresa en ppm 0 g/L de NaCl.

» STD (Sdolidos Totales Disueltos)
. Se expresa en ppm O g/L de
CaCO;.
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METODOS OPTICOS

metodos opticos

Actualmente estos métodos esta generalizado, debido a su rapidez, a
la gran gama de instrumentacion disponible y sus grandes
posibilidades de automatizacion.

Todos los métodos dpticos se basan en la interaccion de la radiacion
electromagnética (REM) con el analito.

gué es la
REM




METODOS OPTICOS

La radiacion electromagnética (REM)

La REM es una combinacion de campos

Electric Field ——

transportando energia de un lugar a otro. -

1’ /7] Ji
Es un tipo de energia que adopta muchas - w ,
formas, siendo la mas facilmente 1 —
reconocibles la luz y el calor radiante.

eléctricos y magnéticos oscilantes, que se Electric Field Mamnetic Fleld =
propagan a través del espacio a enormes \
velocidades sin  un soporte material H //l

Manifestaciones menos evidentes son los

rayos X, la radiacion ultravioleta e infrarroja, la energia que transporta una

las microondas y las ondas de radio. REM se desplaza mediante ondas.

https://www.youtube.com/watch?v=Y5J6hU64ad0



La REM posee una doble condicion con sus propiedades respectivas :

1. onda en cuanto a su
transmision

2. particula (Foton) en cuanto
tiene una energia asociada.

Propiedades de onda nos

permite seguir su movimientoy Propiedades de particula nos
podemos ver como se indica cual es su energia con la
transmite, reflejada, cambia de que puede interaccionar con la
direccion o refractada, se materia.

produce un dispersion etc



Propiedades de la radiacion como onda.

Puede considerarse que la radiacion electromagnética esta
constituida por ondas que se propagan en el espacio a la
velocidad c.

Las ondas estan constituidas por componentes eléctricos y
magnéticos perpendiculares entre si, como se indica en |la
Figura 2.1., donde se representa una onda polarizada que se
propaga a lo largo del eje X

A diferencia de otros fendmenos ondulatorios, como el
sonido, la radiacion electromagnética, no necesita un medio
de apoyo para transmitirse y, por tanto, se propaga
facilmente a través del vacio

Electric Field ———
Magnetic Field ——

Electric Field

7/
W=

Maghetic Field

Para caracterizar una onda pueden
usarse los siguientes parametros:
Longitud de onda, A,:

Frecuencia,

la velocidad y

la amplitud.



Los parametros que caracterizan a la radiacion electromagnética como una onda, son los siguientes:

1.Longitud de onda (A):

Es la distancia entre las crestas
de dos ondas consecutivas, y
se mide en unidades de
longitud (m, cm, A, nm, um)

1 angstrom (A) = 10~ m
1 nanometro (nm) = 10-¥ m
1 micrometro (um) = 10~ m

Amplitud

Es la distancia vertical entre la
punta de la cresta y el eje
central de |la onda Esta es la
propiedad asociada con el
brillo, o intensidad, de la onda.

Frecuencia (No. de ondas por segundo)

Cresta

2. Frecuencia, v

AN N Y _
‘ ‘ Nodo v

Linea de direccién del movimiento

Es el numero de veces
gue oscila una onda en
un segundo y se mide
en ciclos/segundo
o hercios (Hz).

La relacion entre longitud
de onda y frecuencia es:

siendo c la velocidad de propagacién, que en

el vacio es de 2,9979 x 101° cm/s.




La radiacion electromagnética como particula

la radiacidn electromagnética se contempla como flujo de particulas energéticas denominados
fotones.
La energia de un fotdn es proporcional a la frecuencia de la radiacion.

La energia del fotdn es proporcional a la frecuencia de la radiacion (relacion de Einstein-Planck):

h Constante de Planck

Energia —-=
J p }-‘ Lengitud de onda
de laluz

' . _ ] 3. Energia (E):

donde h la constante de Planck (6,63 x 10-34 J . s). 0Or UNa radiacién

electromagnética se

La energia transportada

Indica que la energia de un fotdn de radiacion monocromatica ideal (una puede medir en Julios (J),

sola frecuencia) depende Unicamente de su longitud de onda, aunque mas

frecuentemente se mide
en electronvoltios (eV).




Espectro electromagnético

En las técnicas espectroscopicas se utilizan diferentes magnitudes para caracterizar las radiaciones, todas ellas

relacionadas entre si.

Asi: La frecuencia (Hz), la energia asociada al fotéon o mol de fotones (J, J/mol) y el nUmero de onda (cm-1 ) son
directamente proporcionales mientras que la longitud de onda A (m, cm, nm) es inversamente proporcional a las

anteriores.

De acuerdo con estas magnitudes se pueden clasificar a las radiaciones electromagnéticas en diferentes regiones,
de fronteras algo imprecisas, donde los procesos moleculares asociados con la absorcién o emisidn son bien

diferentes.

Asi, el espectro electromagnético
es el conjunto de radiaciones
electromagnéticas en sucesion,
ordenadas de acuerdo con su
frecuencia.

En la figura se muestran las diferentes
regiones del espectro electromagnético y
el rango de longitudes de ondas y
frecuencias correspondientes a cada una
de ellas

vica -/ SR A C Vi
J . - ksxaa ~J

Longitud de onda (1) en metros
10-12 10°19 1078 10-¢ 10-4 1072 1 102
| | | | | | | | | 1 | | | | L |
| | | |
| | I |
Rayos : Rayos X : Ultravioleta Infrarrojo : Microondas : Radio
Gamma | I I I frecuencias
| | I |
I | T T I I | 1 I T T 1 I I | |
10%0 10'8 1016 10' 1012 10'0 108 10°
Frecuencia () en hertz
Visible (Unicas radiaciones capaces

de ser detectadas por el ojo
humano)

380 nm 500 nm 600 nm 700 nm 780 nm
38x107 m 7.8x107 m



Espectro electromagnético

Longitud de onda

Regién F;:Fenﬂill} Fre::;:::}cia v — Sndaaee
usuales
Rayos gamma - = 3,10% » 1,10 = 100 A®
Rayos X = miles kl/mol 3.10%7 = 3.10%° 1.10%° - 1,107 10¢ - 10 Ao
Ultravioleta = decenas kl)/mol 8.10% - 3.10% 1.107 - 4.10°% 1-200nm
Visible = decenas k)/maol 4.10" - .10 4.10° - 8.10° 400 - 800 nm
Infrarrojo = miles 1/mol 1.10%2 - 4,10 8.10° - 3.10° 1 - 300 um
Microondas = decenas J/mol 3.10% - 1,10 3.10¢ - 100 0.03 - 100 cm
Radiofrecuencias hasta 1 J/mol 3.10°5 - 3.108 100 - 10° 1 -1000 m




INTERACCION DE RADIACION ELECTROMAGNETICA CON LA MATERIA

Cuando la radiacion pasa desde el vacio a la superficie de una
porcion de materia, el vector eléctrico de la radiacion
interacciona con los atomos y moléculas del medio.

La naturaleza de esta interaccion depende de las propiedades
de la materia y puede dar lugar a procesos de absorcion,
emision, refraccion y desviacion del plano de luz, entre otros

fendmenos.

Onda
Incidente

—ed0nda Transmﬂpﬁda
Onda :

Reflejada

https://www.youtube.com/watch?v=8-H9rjKFie8

Difraccion: Se denomina

difraccion de una onda a la
propiedad que tienen las
ondas de rodear los

obstaculos en determinadas

condiciones

Difraccion de Onda.

Reflexio
L hur visga hacia by superficie
di un objerta v al chaocar reEbota

E®

Reflexion:Caso es la luz que se refleja en un espejo,
permitiéndonos ver nuestra imagen

Ondas incidentes

y N\

Refraceion

La luz pasa de un medio a otro
(agua, aire, widrio) y la luz
cambia de direccion



Clasificacion de los Métodos
Opticos de analisis

Existe intercambio de

Métodos

Opticos

energia entre REMy

Existe interaccion entre REM
y la materia.

Dispersion: turbidimetria, nefelometria
Refraccion: refractometria,

Difraccion: rayos X
Rotacion dptica: polarimetria

la materia.
i Espectroscopicos No espectroscopicos Bl
3 3 -
Miden I.:-J’intensidad de la radiacion Miden cambios en direccién o las
en funcion A, mostrand.o espectros propiedades fisicas de la REM,
que se forman debido a las como dispersion, refraccion,
transiciones entre distintos niveles difraccion y rotacién éptica.
energéticos .
Métodos de adsorcién miden la Métodos de emision. —
disminucion de la potencia de la REM Mide La REM emitida
debido a la absorcién que se produce cuando el analito libera
con la interaccidn con el analito energia

Las transiciones entre los distinto niveles energéticos pueden tener llugar a nivel molecular o atémico

Nivel molecular: UV-Visible, Nivel molecular: fluorimetria, fosforimetria,

IR, microondas

quimioluminiscencia

Nivel atomico: absorcion atomica, Nivel atomico: Emision atomica. ICP.

rayos X

fluorescencia de ravos X



Miden la radiacion

Métodos Espectroscopicos De Absorcion

absorbida por

La espec.troscopla de absorcion o tra Se pasa en atomos, moléculas o
la absorciéon de REM por una muestra, midiendo la cantidad de _
luz absorbida por la misma, lo que permite analizar la iones (muestra).

composicion y estructura de la muestra

El mecanismo consiste en que un haz de REM atraviesa una
muestra a determinadas longitudes de onda donde una parte de
la radiacion la atraviesa (TRANSMITANCIA) y otra parte es
absorbida (ABSORBANCIA).

-
?0

_— E1 - Estado excitado

Absorcion

de energia = &
E,-E,=AE=hy

Condicion de Bohr

¢ !? »——E - Estado base o
fundamental
(%)

Atomo o
molécula

Cuando la radiacion pasa a través de la muestra, ciertos fotones 2
son absorbidos por las moléculas presentes a una determinada g
longitud de onda, lo que provoca una excitacion de los
electrones a niveles de energia mas altos.

Las diferencias de energia entre los diferentes niveles
energéticos son unicas para cada especie y dependen de su
estructura, ello significa que cada sustancia absorbe radiacion

Radio

de diferente energia y longitud de onda.

, . . . Estas técnicas muestran espectros que
Este fendmeno permite identificar y cuantificar componentes en

una muestra, asi como obtener informacién sobre su estructura sé form.an. dEb'd_o alas tran5|’c|.ones
molecular entre distintos niveles energéticos .



Espectros de absorcion

Un espectro de absorcion es una representacion grafica de la
absorbancia_ de un analito en funcion de la longitud de onda de
la radiacion A

Un espectro de absorcion se obtiene al someter una muestra a
un barrido de radiacion electromagnética de diferentes
longitudes de onda.

La manera de representar un espectro de absorcidén es mediante
un grafico en cuya abscisa (eje X) se representa una magnitud de
la radiacién (frecuencia, longitud de onda, numero de onda) y en
la ordenada (eje y) se describe la intensidad de |la absorcidn por
la sustancia (Absorbancia, % de transmitancia)..

Absorbancia

248.5
el espectro de absorcion atdomica se

presenta en forma de lineas, 372.0
correspondientes a unas pocas
frecuencias.

200 300 400 500
Longitud de onda (nm)

B. Espectro de absorcion atdmica del hierro

600

200 250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Espectro de absorcion molecular de la vitamina E

Espectro de absorcion molecular
se caracteriza por presentarse en
forma de bandas cubriendo una
amplia gama de longitudes de
ondas,



LEY DE ABSORCION DE LA RADIACION

La transmitancia es la relaciéon entre la potencia de la
radiacion de la fuente que sale de la muestra ( P) y la que
incide sobre ella (Py) .

Transmitancia =T = P/P,
T puede valer desde O hasta 1.

%T = (P/P,) x 100 puede valer desde 0 hasta 100 %

Absorbancia es una magnitud fisica adimensional relacionada con
la potencia de haz absorbido

A=-logT=logP, /P

% Transmittance

Disolucion de analito de
concentracion c

Radiacion \L
incidente Radiacion
P, transmitida
P
——

- Cubeta

Cuando no hay absorcién de radiacion P_= P
y entonces A=0,

mientras que si se absorbe el 99% de la
radiacion, solo se transmite el 1%, la A =2

| | Se deduce que cuanto

20 1.5 10 O g D& 05 O.a 0.3 0.2 (|

Absorbance

| mayor es la A menor

serala’T
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(Lev de Bouger-Lambert:

relacion entre absorciéon de
la radiacion y espesor del phviviy
. VaVAVAVIIE WoWa¥a¥y
2 leyes < medio absorbente
fundamentales |Ley de Beer: relaciéon entre =
la concentracion de la 1 em.

especie absorbente y la
\radiacién absorbida

Ley de Lambert-Beer: muestra cdmo la absorbancia es
directamente proporcional a la longitud b de la trayectoria a través
de la solucion y a la concentracion ¢ del analito o especie
absorbente.
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Ley de Lambert-Beer:

C: concentracion

A — g x* b x* C b: longitud del camino optico A — a * b * C

(¢): a absortividad o constante de proporcionalidad

Si la concentracién c viene expresada en mol/L Si la concentracion ¢ Vviene
(M), la cte de proporcionalidad se denomina expresada g/L, ppm %....., la cte de
coeficiente de extincion molar 6 absortividad proporcionalidad se conoce como
molar y se representa por ¢ (unidades L/cm-mol). absortividad  especifica a

La absortividad molar, €, es caracteristica de (unidades L/cm-g, si c=g/L)

cada especie a una A determinada

-gbc

Absorbancia=A=-logT| T=10"% T=10
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Aplicacion de |a ley de Beer a mezclas

* La ley de Beer se aplica a soluciones que contiene mas de
una clase de sustancia absorbente.

e Siempre que no haya interaccion entre las especies

Donde 1, 2, ..., y n son los componentes absorbentes.

La ley de Lambert Beer es una ley limite, es decir que solo se cumple

en determinadas condiciones: luz monocromatica y soluciones diluidas.




Representacion grafica de |la Ley de Lambert y Beer

* La representacion 12
grafica de la ley de <
Lambert y Beer es una < _®
recta. 2 ’
* EnelejeejeYse £ 0,8 /
representan los valores £
de A S 06 //
* enel eje X se o /
representan las £ 04
concentraciones del S e
analito. S 0,2 i
L
* La pendiente de la < ‘/
recta corresponde al . , A . o 0 -

producto € x b.
concentracion del analito



| Desviaciones de la Ley de Beer |

La proporcionalidad directa entre absorbancia y concentraciéon cuando b es
constante, sdlo se cumple en un intervalo de concentraciones del analito (Para c
< 0,01 M ) Fuera de dicho intervalo se observan en las curvas de calibrado
desviaciones positivas o negativas de la linealidad debido a las limitaciones de |a

Ley de Beer:

respuesta debida

a la autoabsorcion
o a la luz escasa que
atraviesa la cubeta

respuesta del blanco,
interferencias o escasa

sensibilidad V ’ ’ —
concentracion

Para la aplicacion cuantitativa, las medidas de A de |la muestra deben estar incluidas
en el intervalo lineal
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Limitaciones de la ley de Beer

* Las desviaciones se producen cuando:

1.

La concentracidn de la solucion a medir es muy alta (en general mayor a

0,010 M)
La luz incidente no es monocromatica
La cantidad de luz absorbida por el solvente es elevada

Hay luz transmitida que no es generada a partir de la sustancia a
cuantificar

Los lados de |la celda donde se deposita la muestra no son paralelos

Mezcla de varias especies quimicas que absorben luz de la misma longitud
de onda: las especies “compiten” entre si por la luz, cada una con diferente
absortividad.



Calibracion con patrones de concentracion conocida

*Los estandares o patrones de calibracién se deben aproximar
tanto como sea posible a la composicion final de las muestras
reales y deben abarcar un intervalo razonable de
concentraciones del analito.

Recta de calibrado con patrones

de concentracion conocida

Cl1 C2 C3 C4 CS C6
Ao Ar A Ay Ap A A Ax

BLANCO ESTANDARES MUESTRA
Minimo 5 muestras

Recta de calibrado
(regresion lineal)
y=ax+b

Concentracion de analito




Curva de calibracion - ESTANDARES: Soluciones
TR TR @ Re,gresmn lineal con que contler)en
mg/L 5 minimos cuadrados concentraciones
; z‘:;z il conocidas del analito
g 04-
P 0,200 o frer— - BLANCO: Solucion con la
: zzz | misma composicion que
: A = 0,0066 +0,0490°C ¢
= 7 il Ao el estandar, excepto el
12 0,590 a1 | analito
muestra 03s0 I ‘ ' v
| oot r——r——r— - MUESTRA: Solucion de la
Cx = 6,80 mg/L Concantracién ( moL) sustancia problema con

el analito a cuantificar




Calibracion con patrones de concentracion conocida

o

G300
.00

iy, VD

Analito enla
muestra

.IJ:!E-'IH:I
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Métodos de comparacion con un estandar

O Se prepara un estandar con una concentracion semejante y en las mismas condiciones que la
muestra, la concentracion del compuesto en estudio se puede determinar aplicando la ley de Beer:

O La relacion de absorbancias entre la muestra y el estandar AM = &M bM M
est4 dada por: Ag= g be CE

O Si se emplea la misma celda en ambas determinaciones: A c b c

bM =bE, y como el coeficiente de absortividad molar es el M _“M“M~M

mismo para la muestra y el estandar, eM= €E AE /SE bE Cg

Ayu/Ac = C,,/C;
Coy= Ay «Ce/A

O Este método es rapido y sus resultados son confiables.



Método de las adiciones estandar

Cuando se analizan muestras complejas, como alimentos 6 cenizas vegetales, suele ser imposible o muy
dificil preparar estandares que se asemejen a las muestras.

En este caso, el método de las adiciones estandar es util para contrarrestar los efectos de matriz.
Ventaja . Permite tener resultados mas confiables

Desventaja resulta tedioso porque cada curva se realiza para cada tipo de
muestra

Método de las adiciones estandar:
a) El método de un solo punto
b) El método de las adiciones multiples
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Método de las adiciones estandar. El método de un solo punto

Se toman dos porciones de la muestra

Una porcién se mide como de costumbre

A la segunda porcion se le agrega una cantidad conocida de la disolucidon estandar de analito
Ambas respuestas se utilizan entonces para calcular la concentracion desconocida, suponiendo
una relacion lineal entre la respuesta y la concentracion del analito

VV VY

ﬁ_ A CxVx+CxVst
CEJ VX i Vx+Vst A, VxCx +VstCst
A,
A A,CxVx + A, CxVst = AVxCx + AVstCst
A = ab VxCx +VstCst
Al = ab(Cx , =d Uy 1 Vst A,CxVx + A,CxVst — AVxCx = AVstCst

factorizando C.’C[(Az — Al )VX + AzVSf] = Al VstCst
A agbCx(Vx +Vst)

A, ab(VxCx +VstCst) Co — AVstCst
(4, —A)Vx+ AVst

¢, =A, v c . /A,v . -A v,

43



Método de las adiciones estandar. El método de las adiciones multiples

e Varias alicuotas idénticas Vx de la solucidon desconocida con concentracidon Cx se transfieren a
matraces volumétricos de volumen Vt.

* A cada uno de esos matraces se le anade un volumen variable Vs de una disolucion patron del
analito, con concentracion conocida Cs.

 Después, se anaden los reactivos que originan el color y se diluye cada solucion hasta un
volumen Vt.

l . 0 9 A3
2ml 4 ml 6 ml 8 ml 10 ml b m g
R ] CONCENTRACION DEL g . 4
l l l l l ESTANDAR 0 .‘x"

b .

a
= - = = = n e

b [}

- o
7S

Ejemplo

1 | |
0 Concentracion / Volumen
adicionado

Concentracion
muestra

g A r \ » - 4 . 4 »
r \\ » \s > ‘\. » \ Pl \
/ \ / | / ' { i 1’ ' VOLUMEN DE MUESTRA

* La concentracion de la muestra se calcula por

Cx=(Cs /Vx)(b/m)
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Método de las adiciones estandar

DEDUCCION

*Si el sistema quimico sigue la ley de Beer,
A=(ebVsCs/ Vt)+(ebVxCx/ Vt)=KVsCs+K VxCx
K es una constante=€b / Vt
*Una grafica de A, en funcion de Vs debe originar una rectade laforma: A, =m Vs +b
Donde la pendiente m y la ordenada en el origen b vienen dadas por
m=KCs vy b=KVxCx
*E| analisis de minimos cuadrados de los datos se puede utilizar para determinar my b;

después, es posible calcular Cx a partir del cociente de esas dos cantidades y los
valores conocidos de Vxy Cs

Cx=(Cs /Vx)(b/m)



