Clasificacion de |la espectroscopia
de absorcion
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Calibracion con patrones de concentracion conocida

Recta de calibrado con patrones
de concentracion conocida

A 3 - \__. | Recta de calibrado
Cl C2 C3 C4 ¢C5 C6 - : (regresion lineal)
1 =ax+b
Ay A, A, Ay A A A Ax : y=ax+
BLANCO ESTANDARES MUESTRA | RN N R R )
Minimo 5 muestras Concentracion de analito



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:

Am= &wmbmem Ay €4 Dy
Ag = £ bE CE Ay &y by ¢

Ay/A; = C,/C;
Ci= A «Ce/A:

O Este método es rapido y sus resultados son confiables.



Método de las adiciones estandar

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

El método de las adiciones multiples

El método de un solo punto

Volumen de estandar

F 2ml 4ml 6ml 8ml 10 ml
L_E Vx : Vx + Vst l l l l l
A1 A2 [ — ' 'O -
VxCx + VstCst I I Il J1

A =abCx A =ab A LA A A A

Vx+Vst w wr w wr

 DEE8E

Ejemplo

A agbCx(Vx +Vst)
A,  ab(VxCx +VstCst)

Cx =A1VSCS/A2Vt'A1Vx

Concentracion
mmmmmmm

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

Concentracion / Volumen
adicionado
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Clasificacion de la espectroscopia de absorcién

La espectroscopia de absorcion se puede clasificar segun el tipo de
radiacion electromagnética utilizada:

* Espectroscopia de absorcion UV-Vis: Utiliza luz ultravioleta y visible para
identificar y cuantificar diferentes sustancias en soluciones

e Espectroscopia de absorcidon infrarroja (IR): Utiliza radiacion infrarroja
para estudiar las vibraciones moleculares y las estructuras quimicas.
Permite identificar grupos funcionales y obtener informacion estructural
de compuestos.

* Espectroscopia de absorcion de rayos X: Utiliza rayos X para estudiar la
estructura electrdnica de los atomos.

* Espectroscopia de absorcion de microondas: Utiliza microondas para
estudiar las rotaciones moleculares.

* Espectroscopia de resonancia magnetica nuclear (RMN): Utiliza ondas de
radio para estudiar el entorno de los nucleos atomicos



Espectroscopia de absorcion UV-Vis

En esta tecnica instrumental se aprovecha la I WY NSy WY Tt S WY D W

| |
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absorcion de REM en la region deJ ultravioleta y paex’ | nuoled|| | Whme 1 Morond
visible del espectro por moléculas o atomos neutros ! ;
Por lo que se conoce como espectrofotometria UV- NI PR TR T I
visible. :
Visible
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Espectro de Luz Medicion
radiacion visible

electromagnética
En esta técnica se mide la cantidad de fotones absorbidos que depende de longitud de onda, de la longitud

del paso optico, de la estructura de las moléculas y de su concentracion en la muestra (Ley de Lambert-
Beer).

https://www.youtube.com/watch?v=fXjP10sdmQU&t=295s


https://www.definicion.xyz/2018/01/ley-de-beer-lambert.html

METODOS DE ABSORCION UV- VIS

}

{ ABSORCION MOLECULAR ABSORCION ATOMICA

Grupos croméforos que experimentan transicio- Atomos neutros en estado gaseoso producidos
nes electrénicas n—>n* y n—>x* 0 grupos con por la energia térmica de una llama o de un
absorcion por transferencia de carga. horno de grafito.

| ¥

Muest disolucié Muestra en disolucién
HOSTR BN SeoNCON y en estado sélido
\ 4
l Analisis cualitativo 1
Espectro de absorcion Absorbancia vs. A Espectro de absorcién Absorbancia vs. A
Espectros de bandas Espectros de lineas
Aplicacién con fines corroborativos Aplicacion con fines corroborativos
\ 4
Analisis cuantitativo
orbital no enlazante (orbital n), que r —— A
tioi t ti de elect Aplicacion fundamental
Ipicamente contiene pares de electrones Ley de Lambert Beer, A= cbc
no compartldos en atomos como oxigeno, o Curvade calibracién

nitrégeno o haldgenos, interactda con un + Patrén externo
sistema pi. * Adicién de patrén




Fundamento de la Espectrofotometria de Absorciéon UV-visible

Método instrumental optico se basa en la medida de la absorcion de radiacion
electromagnética UV-Visible, por las moléculas del analito contenido en la muestra.

»>En la aplicacion
cualitativa, los picos de
absorcion pueden

correlacionarse con los
tipos de enlaces de |la
especie absorbente

SON PROPIOS PARA CADA COMPUESTO

—
-
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Absorbancia

——

L

Longitud de Onda (nm)

Espectro de absorcion de dos compuestos diferentes.

@@

Transiciones electrénicas en los niveles
enexgeticos de enlace molecular




Espectro de absorcion (Espectrograma)

Hcaracteristico de cada molécula absorbente

ESPECTRO DE ABSORCION

#moléculas que absorben en el visible tienen color
#moléculas que absorben en el UV son incoloras regiones

clorofila b 05
—120 mgil. — 100 mgiL - =+ 8O mglL - - - 40 mg/L
clorofila a ®] .
8, etilenglicol
< g
\° g
‘S 024
g —
,
2 zona de 01 TTeesl
o reflexion " . 4 e
175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225
Lonaitud de onda (nm)

A
25 mM .
b KMnO, " Propifenazona
S
()
:
b
a
n
C
A mayor concentracion mayor sera la i
. . a
absorbancia a una determinada e 3;0 il
Longit e onda (nm

longitud de onda PRSI S S D



Espectros de absorcidon molecular

Espectro de absorcion de acido acetil salicilico en HCI0,05 M

2,5-a)
a) AAS =25 mg/l
b) AAS = 12,5 mg/l
2,0
L
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La concentracion de la solucion no modifica la forma del espectro



¢ COMO SE DETERMINA LA CONCENTRA(}I@N DE UN ANALITO UTILIZANDO
LA ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION?

La técnica para la cuantificacion consiste en la medida, a una A fija, de
la A de una disolucion del analito contenida en una cubeta

transparente de camino 6ptico b (cm)

La molécula del analito debe contener :

Un cromoforo son grupos funcionales dentro de Especies inorganicas donde existe una
una molécula que absorben Iluz visible o Absorcion por transferencia de carga por las
ultravioleta, causando transiciones electronicas absortividades molares de los picos que son
entre diferentes niveles de energia. Esta absorcion muy grandes  (emax > 10 000).

de luz es lo que da lugar al color observado

Como consecuencia, el estado excitado es el
producto de un proceso interno de
oxidacion-reduccion.



INSTRUMENTOS DE MEDICION

Los instrumentos empleados en espectrometria de absorcion molecular UVvisible miden las sefiales analiticas de
absorbancia y transmitancia y se pueden clasificar en dos tipos principales:

Espectrofotometro: Colorimetro o fotocolorimetro.




r 4
* Fotémetro, fotocolorimetro o FO ’ OME ’ Ro
colorimetro, trabaja uUnicamente
LENTEDE

en el espectro de |uz visible (400-
800 nm) vy selecciona una

— FILTRO DIVISOR DE HAZ CELDA ENFOQUE DETECTORDELLZ

l l ! l l

longitud de onda determinada e
mediante filtros fijos. que solo |
permiten el paso e una
determinada longitud de onda. 53

* Se utilizan en el andlisis de t
sustancias coloreadas. i

Zer” the Checkar®HC with your A reaqent 10 your watsr sample Place the cuvetts Imo your Chadker ®HC Press the button and read the resufts.
unreacted water sample Its that easy!




« ESPECTROFOTOMETRO. es capaz de
trabajar, no solo con la luz visible sino que
en otras regiones del espectro
electromagnético (ultravioleta e
infrarroja).

La gran ventaja es que permiten obtener
los espectros de absorcion, sometiendo a
la sustancia en estudio a un barrido
selectivo de diferentes longitudes de
onda. En la actualidad es usual encontrar
espectrofotometros UV-visible capaces de
realizar mediciones de absorbancia vy
transmitancia en rangos de 190 a 1000
nm.

Regidn Ultravioleta cercano: = 200-380 nm
Regidn Visible: = 380-780 nm
Regidn Infrarroja: = 780-3.000 nm




Componentes basicos de los espectrofotometros de absorciéon molecular

1.  Fuente de radiacidén, encargada de proporcionar la radiacién
incidente policromatica de potencia Po.
2.  Selector de longitud de onda, cuya funcién es convertir la

REM radiacion policromatica emitida por la fuente en radiaciéon
monocromatica de una sola longitud de onda.
Policromatica 3. Cubetas, que constituyen recipientes transparentes que

contienen la muestra en disolucién, la cual llega radiacién
REM (P ) monocromatica de potencia Po, una parte de esta radiacién
‘f < es absorbida por la muestra (en funcién de su
Monocromatica concentracién) y otra es transmitida (Pt).
4, Detector, el convierte la radiacién transmitida Pt, en una
REM (P') sefial eléctrica medible.
Monocromatica
Wolframio — Visible SENAL
Deuterio — UV Absorbancia

Monocromadores 5. Registrador y procesador de datos,

cuya funcidn es registrar la sefial en
forma de absorbancia o]
transmitancia. En la actualidad el

i registrador es un sistema de
Aneglo de diodos PR%%E%(; e cOmputo capaz de procesar estas
sefales para obtener espectros vy
realizar anadlisis cuantitativo

( Vidrio —> Visible
Cuarzo — UV-Visible

DETECTOR

Fotodiodos




Monochromators

Light Source

Detector




Tipos de espectrofotometro

Tipos de espectrofotOmetros segun el numero de haces de luz:

— Miden la intensidad de la luz después de pasar a traves
de la muestra. ____ E— ;

amplifier | readout

_ Miden la intensidad de la luz después de pasar a través de la muestra y la
compara con la intensidad de la luz de una muestra de referencia.
o . [rference] - ERENERGH—
monO' -

- - Sistema
lamp chromator : Amplificador | T




Instrumentaciéon

Recipientes de muestra Las caras Opticas de las
celdas estan altamente
pulidas y se construyen
con mucha precision
esto, para evitara
pérdidas por flexion o
difusion de la luz en su
superficie.

Cubetas

Caracteristicas

v'Absorcidon minima a la longitud de onda de trabajo
v'Colocar con caras transparentes perpendiculares a la direccién del haz incidente

Tamano de las celdas:
Las celdas de 1,2y 5
mm 20y 40 mm I Silice o cuarzo I

I Vidrio o plastico I
I Ultravioleta I

!

Visible

TOMAR LA CELDAS POR la parte obscura o por el CUELLO 19




ESPECTROMETRIA DE ABSORCION MOLECULA UV-VISIBLE

APLICACIONES CUALITATIVAS

La identificacion de un compuesto puro por
espectrometria de absorcion molecular UV-visible se
realiza teniendo en cuenta las caracteristicas del
espectro de absorcién (maximos, minimos y puntos
de inflexion).

La manera mas fiel de realizar este procedimiento es
mediante la comparacion del espectro de absorcion
de la muestra desconocida con el espectro obtenido
para un patron de referencia conocido.

ClorofilaB
1504 :’:

Ficoeritrina

-
o
=]
|

Ficocianina

% absorcion

50 I f--.

Longltud de onda (nm)

APLICACIONES CUANTITATIVAS

Una gran variedad de especies organicas e
inorganicas absorben en las longitudes de onda
de las regiones ultravioleta y visible, y por ello
son susceptibles a su cuantificacion.

Por otra parte, muchas especies no absorbentes
pueden ser analizadas después de ser
sometidas a transformaciones quimicas para
convertirlas en especies absorbentes




ESPECTROMETRIA DE ABSORCION MOLECULA UV-VISIBLE

Alta sensibilidad. Las absortividades molares (¢) de 10 000 a 40 000 son

comunes, particularmente para los complejos de transferencia de carga de las
especies Inorganicas. En consecuencia, es posible el analisis de
concentraciones en el intervalo de 10* 10 mol/L.

Adecuada selectividad. Es posible encontrar regiones de longitud de onda en
las que el unico componente absorbente de una muestra sea la sustancia que
se determina.

Alta precision. Los espectrofotometros actuales poseen una elevada precision

y reproducibilidad. El error relativo de las mediciones de concentracion se
encuentra entre 1 y 2 %.

Facilidad y comodidad. Las mediciones espectrofotometricas se realizan con

rapidez empleando eqguipamientos instrumentales de facil empleo vy
manipulacion.



Eleccion de la longitud de onda de trabajo

En el analisis cuantitativo la A max
medicion de la absorbancia se
realiza generalmente a la
longitud de onda de maxima
absorcion (Amax) o a un valor
muy cercano a esta, por cuanto a
este valor hay una mayor N=hm
sensibilidad debido a que el

cambio de |la absorbancia por

unidad de concentracion es

también mayor.

Absorbancia A



Aplicaciones al analisis de alimentos

* La espectroscopia en la regidn ultravioleta-visible (UV-Vis) es una de las técnicas de
laboratorio mas comunmente encontradas en el andlisis de los alimentos.

 Ejemplos:
e Cuantificacion de macrocomponentes (el contenido total de hidratos de carbono,
por medio del método del fenol-acido sulfurico)

* Las estimaciones de enranciamiento (el estado de la oxidacién de los lipidos, por
medio del ensayo del acido tiobarbiturico)

* Determinacion de pigmentos basada en su absorcion de radiacion en la zona del
visible

*Analisis del contenido de proteinas solubles.
*Determinacion de nitritos productos carnicos
eDeterminacion de hierro en vinos
*Determinacion de fosfato en bebidas

23



Algunas aplicaciones de la espectrometria UV-vis en el analisis de alimentos.

Analito

Alimentos

Condiciones experimentales

A trabajo

MNitratos

Aguas

Absorcion de la radiacion ultravioleta por el
ion nitrato.

275 nm

Amonio

Aguas

Formacién de un complejo amarillo-pardo
rojizo I{NH:)Hg que se obtiene cuando se
mezcla el reactivo de Nessler (I:Hg.2IK) con
una solucidn acuosa conteniendo iGn amonio.
La intensidad del color es funcion del idn
amonio presente, y se determina por
colorimetria.

410 nm

Boro

Aguas

Determinacion de la cantidad de boro,
mediante espectrofotometria, previa reaccion
con azometino.

410 nm

Esteres

Rones

Reaccion cuantitativa de los ésteres con
hidroxilamina en solucion alcalina, formacion
de acido hidroxamico, acidificacién, formacion
de un complejo coloreado con iones férricos vy
medida del color desarrollado

525 nm




Analito

Alimentos

Condiciones experimentales

A trabajo

Metanol

Bebidas
alcohdlicas

Oxidacion del alcohol metilico a formaldehido
por potasio permanganato en presencia de
acido fosforico y medida espectrofotomeétrica
de la reaccion coloreada del formaldehido con
acido cromotropico. Coloracion  violeta
especifica del formaldehido.

575 nm

Almidon

Cereales

Extraccion de azucares simples con etanol
caliente 80%, permaneciendo el almidén. El
residuo de almidon se solubiliza con acido
perclorico diluido, Y medida
espectrofotométrica del color desarrollado al
calentarlo con el reactivo antrona-acido
sulfurico.

630 nm

Anhidrido
sulfuroso

Cerveza

El SO, se destila en medio acido y se lleva a
una solucion tamponada de DTNB (Ditiobis-
Acido Nitrobenzoico) por medio de una
corriente de nitrégeno. El producto formado
en la reaccion se mide por espectrofoto-
metria.

415 nm

Azucares
reductores

Compotas,
mermeladas y
jaleas

Formacion de dxido cuproso por reaccion de
los azlicares con cobre (II) en medio alcalino.
Reaccion del oxido cuproso con acido
arsenomilibdico y medicion
espectrofotométrica del acido
arsenomolibdoso resultante de la reaccion.

550 nm



Analito Alimentos Condiciones experimentales A trabajo
' Determinacion cuantitativa de la prolina por
Prolina Jugo de uvas reaccion con ninhidrina en medio acido. 517 nm
La actividad de la fosfatasa de la leche en
polvoe se determina por el poder de la
Actividad fosfatasa de liberar el fenol de fenilfosfato
fosfat Leche disodico. Se mide la cantidad de fenol 610 nm
osfatasd liberado en las condiciones prescritas, por la
medida espectrofotométrica de la coloracidn,
desarrollada con el reactivo de Gibbs.
Previa hidrolisis en medio acido de las
Hidroxioroli Productos proteinas y oxidacion de la hidroxiprolina. El 560
\$droxiprofina Carnicos derivado formado con el p-dimetilamino- nm
benzaldehido se valora colorimétricamente.
Reaccion de los nitritos con acido sulfanilico y
Nitrit Productos a-naftilamina, y lectura de la intensidad de la 520
ILFtos Carnicos coloracion obtenida mediante espectrofoto- nim
metria.
Transformacion del fosforo en  acido
Productos . - ) T :
Eésforo CArnicos, pirofosforico, posterior hidrolisis del mismo vy 436 nm

Cereales, Lacteos

medida del color producido al anadirle el
reactivo molibdato-vanadato.




Analito

Alimentos

Condiciones experimentales

A trabajo

Furfuraldehido

Rones

Destilacion y posterior medida espectrofoto-
metrica.

277 nm

Etanal

Sidra

El etanal se determina en la sidra, previa-
mente decolorada con carbdn, midiendo la
coloracion verde o violeta que da con el sodio
nitroprusiato y la piperidina.

570 nm

Cobre

Varios

El sodio dietilditiocarbamato reacciona con el
cobre (reaccion de Delepine), dando la sal
correspondiente a este metal y coloracion
amarilla oro, cuya intensidad se mide por
colorimetria o espectrofotometria.

420 nm

Hierro

2,3 butanodiol

Varios

Vinos

El hierro oxidado por el agua oxigenada se
combina con el ion sulfocidnico en medio
clorhidrico. El color rojo se mide por
espectrofotometria.

El 2,3-butanodiol separado del vino, previa
defecacion, por extraccion con acetona, se
oxida con acido peryoddico a acetaldehido. La
reaccion coloreada del acetaldehido con el
sodio nitroprusiato vy la piperidina permite la
determinacion espectrofotometrica.

508 nm

270 nm




Analito

Alimentos

Condiciones experimentales

A trabajo

Acido benzoico

Vinos

Extraccion por el éter del acido benzoico
presente en el vino. Tratamiento del extracto
por la mezcla nitro-sulfarica y formacion del
acido 3,5- dinitrobenzoico, que es extraido
con éter y después recogido por la mezcla
acetona-alcohol. La adicion de hidroxido de
sodio da origen a una coloracion violeta.

570 nm

Acido sérbico

Vinos

En la destilacion del vino para la
determinacion de la acidez wvolatil el acido
sorbico pasa casi en su totalidad al destilado

junto con el acido acético, falseando el
resultado del analisis. Para valorar este acido

sorbico se parte de una muestra de 0,5 ml de

destilado (lo que no supone un error
sensible) y se valora por espectrofotometria

en el ultravioleta.

256 nm




Aplicaciones

« Determinacion de iones metalicos y complejos de
elementos de transicion ( Ni*2, Cu*2, Co*2, Cr,0; 2)

e Complejos de transferencia de carga
ej: Fe(ll -1,10 Fenantrolina , Fe(lll)- tiocianato

eCompuestos organicos con enlaces conjugados,
heterociclos

e Campos: industrial, clinico, forense, medio
ambiente



Ejemplos de métodos espectrofotométricos en alimentos

Determinacion de Proteina método Biuret a 540 nm (Gornall, et al, 1949)

Determinacion de nitritos y nitratos NORMA Oficial Mexicana NOM-122-55A1-1994, Bienes y servicios,
Productos de la carne. Productos carnicos curados y cocidos, y curados emulsionados y cocidos. Especificaciones
sanitarias.







Ejercicios

- Pg 398



En la determinacion del contenido de nitrito de sodio (NaNO2) en una muestra de carne prensada
aplicando la Espectrofotometria UV-VIS, se procedid de la siguiente forma:

Preparacion de la muestra. Se pesaron exactamente 9.5200 g de carne prensada previamente
triturada y homogenizada, a los que se adicionaron 40 mL de agua destilada; se mezcld y trasvaso
a un volumétrico de 500 mL adicionando agua destilada hasta 300 mL aproximadamente. La
suspension se mantuvo en bano de vapor durante 2 horas y se adicionaron 5 mL de HgCl2, se
enraso y se filtro.

Determinacion. Se tomé una alicuota de 10 mL de la muestra y se llevd a un volumétrico de 50
mL, se enraso y se adicionaron 2 mL de reactivo de Griess, manteniéndose en reposo durante 1
hora para garantizar el desarrollo de color. Paralelamente se realizd un ensayo en blanco para
calibrar el equipo y eliminar interferencias.

Preparacion de la curva de Calibracion. Se pesaron exactamente 0.25 g de un patron de NaNO2,
los cuales fueron disueltos con agua destilada hasta completar 1 litro de disolucion, de esta
solucion se tomaron exactamente 20 mL y se diluyeron nuevamente hasta 1L para de esta forma
obtener la solucion madre. Posteriormente se tomaron alicuotas de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5y 0.6 mL,
las cuales se llevaron a 6 volumétricos de 50 mL y se enrasaron con agua destilada. Finalmente se
adicionaron 2 mL de reactivo de Griess y se mantuvieron las soluciones en reposo durante 1 hora
con el objetivo de garantizar el desarrollo del color. A todas las soluciones tanto patrones como
muestras se les leyo la Absorbancia en un Espectrofotometro a 520 nm,

obteniéndose los siguientes resultados: No de Tubos B 12 345 6 Muestra Blg de NaNO200.51
1.522.53 ¢? Absorbancia-0.12 0.23 0.350.42 0.50 0.61 0.45

Ecuacion de Regresion: y = 0.1903 X + 0.0387 Coeficiente de Determinacion: R2 = 0.9932
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La cafeina es un alcaloide con
propiedades estimulantes cardiacas
y del sistema nervioso central.

&




La cafeina se encuentra principaimente
en el café, eltéy lacola.

Hojas de té
- °

» » \‘ - »

Planta de cafeloy
granos de café tostados

r

Unos 100 mg de cafeina






3 Extraccién liquido-liquido con diclorometano, separacién del extracto
por decantacién, limpiezay deshidratacién del mismo

— — —

| ~ | ) Manejo del embudo de
11-- IS ) decantacion:
¥ /s ‘ a) Eliminacionde la
. sobrepresion en el interior

b) Agitacion mas o menos
prolongada (extraccion)

c) Ponerde nuevo en contacto
con la atmosfera

~—+ Fase acuosa (infusion de té)

{ "Ij\ \
*—+ Fase organica (extracto de cafeina :
en diclorometano) I | l |
para la separacion de la fase orgénica “ﬂ—]

(Inciuyendo la emuision) y ol posterior [l
aislamiento de la cafeina




1 Medimos el volumen de refresco con la probeta

Medir 250 mL de

probeta e introducir en

<

4

Extracciones
liquido-liquido
consecutivas

Se realizan dos
extracciones
consecutivas
con DCM para la
separacion de la
fase organica
(incluyendo la
emulsion)

refresco de cola con una
un vaso de precipitados
Nee—

i

2 Neutralizamos y eliminamos el CO,

Se afade media
cucharada de
carbonavo sddico y se
agita con la varilla
hasla que cese el
burbujeo

Comprobar con papel
indicador que el pH
es basico. En caso
contrano, afadir un
poco mas de
carbonato sddico.

Lavado con
NaOH
La fase organica
se lava con NaOH
(ac), separandola
ya dermmvamente
Dnhldnuclén
6 con sulfato de
sodio anhidro

A\

3 Realizamos la extraccién liquido-liquido con diclorometano (DCM

Fase acuosa
, (bebida de cola)
/

Fase organica

(extracto de
cafeina en
diclorometano)
Manejo del embudo de decantacion:
a) Eliminacion de la sobrepresion en el interior
7 Decantacion del extracto deshidratado
Se decanta cuidadosamente el
contenido del erlenmeyer
(extracto de cafeina en DCM, ya ,
deshidratado) A 2
'Na;SO, > Na;S0,.10 H,0




8 Separacion de la cafeina con el rotavapor

i

Matraz-ba!én extracto de
cafeina en diclorometano

refngeante = f§ /

N

bomba de vacio

OO

Dohmlmclén de la masa
de cafeina obtenida
(tarando previamente el
matraz del rotavapor)

Bafio termostatico ‘



Espectrometria
de Absorcion
Atomica (AA)

o AAS, por atomic absorption
spectroscopy)

Se basa en el uso de la energia que
proporciona una llama para producir vapor
atomico a partir de la muestra, a la muestra
atomizada, es decir con sus atomos en
estado gaseoso se le hace pasar una luz (en
la region del UV), dicha luz va ser absorbida
por los atomos presentes en el estado
gaseoso provocando una disminucion de la
intensidad para las longitudes de onda
caracteristicas de dicho atomo.

ATOMIZADOR




« PARA OBTENER LOS ESPECTROS ATOMICOS ES NECESARIO Atomizar las
muestras: las moléculas constituyentes se descomponen y se convierten en
particulas gaseosas elementales; Los espectros obtenidos estan
constituidos por una cantidad limitada de lineas discretas de A
caracteristicas de cada elemento

e ¢CUALES SON LAS VENTAJAS DE LOS METODOS ANALITICOS BASADOS EN
LA ESPECTROSCOPIA ATOMICA?

* Son especificos

° AmpllO rango de aplicaCién Tipo de atomizador T° de atomizacion (°C)
Llama 1700 3150
® Excelente Sensibilidad (ppb) Vaporizacion electrotérmica 1200 300
. . . Plasma de argén (ICP) 4000 @00
* Ra pldez y conveniencia Plasma de corriente continua (DCP) 4000 @00
Plasma por microondas (MIP) 2000 300
Plasma de descarga luminiscente (CD) No termico
Arco eléctrico 4000 300
Chispa eléctrica 40000




o AAS, por atomic absorption

Espectrometria de Absorcion Atémica (AA)  _ ccovscony)

Esta técnica se utiliza principalmente para el
estudio de metales pesados de forma
cualitativa y cuantitativa. Es posible relacionar
la concentracion del metal con |la absorcion a
través de la ley de Lambert-Beer, cuanto mayor
sea la concentracion del metal en estado gas
mayor sera la absorcion en el espectro.

https://www.youtube.com/watch?v=EKjpoqQ1HEc
https://www.youtube.com/watch?v=W60v-XUwpTY



* Los métodos analiticos basados

en Ia absorcio'n atémica olg TABLE 9-3 Detection Limits (ng/mL)* for Selected Elementst
muy especificos debido a que bemens st - - et = -~
las lineas de absorcion atomica - - - ; ; ﬁ
son considerablemente muy As 100 002 0.0005 “ 100
estrechas (0°'002 a 0'005nm) y Ca ! 002 01 02 0101
las energias de transicion son “ . ““‘: y "
unicas para cada elemento. o '1 - . N |
 El principal inconveniente de Fe : 0005 ¥ 03 s
7 7 . . Hg 500 0.1 (L0004 l 0
esta técnica es la necesidad de " N - 5 o |
una fuente de lampara distinta | .. , o002 : 008 )
para cada elemento. | Mo 0 0.005 100 02 &
Na 2 0.0002 0.1 02 —
Ni 5 002 20 (.4 3
Ph 1] 0.002 100 2 10
Sn 20 ol JO0N a0 50
v 20 0.1 i 0.2 T
I 2 0LO00S 00005 2 o2




, La Espectroscopia infrarroja aprovecha el hecho de que las moléculas
ESPZCTF‘OH’\ZTF‘IG absorben frecuencias caracteristicas de su estructura, mide las frecuencias
vibracionales de los enlaces o grupos de enlaces en una molécula con el

Inf r'arrojo (IR) objeto de caracterizar grupos funcionales

Bramomethane Muestra de lectura

INFRARED SPECTRUM
\ , \ i de bromometano
<L (CH; Br), que
= - \ i

(=21
(=]
]

i

muestra picos
alrededor de 3000,

b
=1
m

in

1300, y 1000

[ cm™ (en el eje
2085 N horizontal).
i | .

3000 2000 1000

@® é-@
6} Movinmdent os vibracionales molecuar e \ ’ \ ’

‘w’ .

Este tipo de espectroscopia utiliza radiacion IR, Iongltudes de onda superiores a 780 nm.

La radiacion infrarroja es muy amplia y generalmente se divide en tres regiones:

1. Infrarrojo cercano (NIR) va desde los 780 nm (12.800 cm-1) hasta los 2.500 nm (4.000 cm-1),
2. Infrarrojo medio (MIR) desde los 2.500 hasta los 50.000 nm (200 cm-1) y

3. elinfrarrojo lejano (FIR) de 50 ym a 1000 pym (10 cm-1).
https://www.youtube.com/watch?v=jA_ooHKs2BY

{micramolfmoll-1m-1 (base 10)

(=1
L=1]

Wavenumber (cm-1]
NIST Chemistry WebBook (http:iiwebbook.nist.gowchemistryl


https://es.wikipedia.org/wiki/Estructura_qu%C3%ADmica
https://www.avantes.com/products/spectrometers/nirline
https://www.antaresinstrumentacion.com/keit-ftir-espectrometro/
https://es.wikipedia.org/wiki/Bromuro_de_metilo

La espectroscopia de infrarrojo cercano, también conocida como espectroscopia NIR o
NIRS, ha sido una técnica analitica establecida durante mas de 30 afios.

Es un método rapido y confiable para medir propiedades quimicas y fisicas en solidos y
liquidos.

La espectroscopia NIR analiza la interaccion entre la luz y la materia para generar un espectro.
En los métodos espectroscopicos, la luz normalmente no se describe por la energia aplicada, sino
por la longitud de onda.

La espectroscopia NIR opera en la region del infrarrojo cercano del espectro electromagnético, es
decir, en el rango de longitud de onda de 780 a 2500 nm.

En otras palabras, un espectrometro NIR mide la absorcion de luz de la muestra en diferentes
longitudes de onda en la region NIR.

Cabe senalar que el infrarrojo cercano es un rango de longitud de onda diferente al infrarrojo
medio.

<— Increasing Frequency

Far IR,

Microwave

>

Second Cerivative bog (LW
- » -

x-Ray | uv [l Visible NIF
- |

£2 Metrohm Increasing Wavelength =3




La luz de las regiones IR y NIR del espectro electromagnético induce vibraciones en ciertas partes
de las moléculas (conocidas como grupos funcionales). Asi, la espectroscopia IR y NIR pertenecen
al grupo de espectroscopia vibratoria. La Figura muestra varios grupos funcionales y moléculas
que estan activos en la region NIR.

Second Overtone Region Combination Band Region
Third Overtone Reiion First Overtone Riion
i | ==
H0 H0 H,0 H,0
B i | , aEl N
ROH ROH ROH RCOH RCOR°  ROH
in 1 1 M | § ;.
ArOH RNH; ArOH  RNH; ArOH CONH; RNH, PO RNH, |
i ki ] " B o .
ArCH RNHR" ArCH ArCH CONHR ACH SH CONH, CONHy(H)|
it 1 =1 : N .
CH CH CH CH CH CHO | H
i i ES . N
CHy CHy CHy CH; CHy cC |
jal = = =
(_H; (Hi (H, (-Hi (H; { (_HJ
700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500

Wavelength [nm]



. Ranura de entrada
Fuente TR

e ||

r. .4l
Rejilla u\

; Espejo
P

|

i,

s

Mleira

Detecter | Tlimsclar | aprumir
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de salida

Existen numerosos equipos que pueden determinar
proteina, grasa, humedad, fibra, almidén, nicotina,
alcohol, azucar, aminoacidos, o cualquier otro analisis que
se requiera en un producto, desde materias primas
alimenticias a fertilizantes y alimento para animales, en
menos de un minuto, y de tan facil manejo que aun un
operario inexperto puede manipularlo?




Un analizador de humedad por infrarrojo es un instrumento que determina
el contenido de humedad en una muestra usando radiacion infrarroja para
calentarla y eliminar el agua. La radiacion es absorbida por la muestra, lo ﬂ
gue permite una medicion precisa de la humedad. =
Como funciona:

1.Pesaje inicial: La muestra se coloca en un plato de una balanza y se
pesa. o -
2.Calentamiento infrarrojo: La muestra se expone a radiacion infrarroja, \'i;.;f.""'j?%:é‘:f', /
lo que calienta y evapora el agua.
3.Pesaje final: Después de un tiempo determinado, la muestra se vuelve a

pesar.

4.Calculo de la humedad: La diferencia entre el peso inicial y final indica

la cantidad de agua eliminada, lo que permite calcular el contenido de

humedad.

Ventajas:

*Mediciones rapidas y precisas:

*Los analizadores de humedad por infrarrojo son conocidos por su

capacidad para realizar mediciones rapidas y precisas de la humeda




Los analizadores de leche se basan en diferentes principios para
determinar la composicion y calidad de la leche. Los mas comunes son
los basados en la tecnologia ultrasonica, que miden la velocidad del
sonido en la leche, y los basados en la espectroscopia infrarroja, que
analizan la interaccion de la luz infrarroja con las moléculas de la leche.
Principios de funcionamiento:

*Tecnologia ultrasonica:

*El principio de funcionamiento de los analizadores ultrasonicos se basa
en la medicion de la velocidad del sonido a traves de la leche. El aparato
emite ondas ultrasénicas y mide el tiempo que tardan en atravesar la
muestra. Este tiempo varia segun la composicion de la leche (grasa,
proteinas, etc.), lo que permite determinar la concentracion de estos
componentes.

*Espectroscopia infrarroja:

La espectroscopia infrarroja (NIR) mide la absorcion de luz infrarroja por
las moléculas de la leche. Al analizar la forma en que las moléculas
absorben la luz, se pueden identificar y cuantificar los diferentes
componentes de la leche, como grasas, proteinas, lactosa y humedad.




Los analizadores de leche que se basan en la absorcion
infrarroja, especificamente la espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier (FTIR), son herramientas
comunes en la industria lactea para el analisis rapido y
preciso de la composicion de la leche.

Estos analizadores, como el FTS de Bentley

Instruments y el MilkoScan 7 de scancotec.com, utilizan la
capacidad de las moléculas de la leche para absorber
radiacion infrarroja a longitudes de onda especificas.

El principio de funcionamiento:

La espectroscopia FTIR se basa en el principio de que las
moléculas de la leche absorben radiacion infrarroja en
diferentes longitudes de onda, generando patrones unicos
que permiten identificar la composicion quimica de la
leche. Estos patrones, llamados espectros, se almacenan
en una base de datos y se utilizan para identificar y
cuantificar diversos parametros de la leche, como grasa,
proteina, solidos no grasos, lactosa, caseina, y otro

—L o z)e ¥ % dx
g(&)m[_w f(@)e e d

La transformada de
Fourier es una
transformacién
matematica empleada
para transformar sefales
entre el dominio del
tiempo (o espacial) y el
dominio de la frecuencia,
gue tiene muchas
aplicaciones en la fisica
y la ingenieria.

P,


https://www.bentleyinstruments.eu/es/laboratorio-es/fts-es/
https://scancotec.com/productos/milkoscan-7/
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