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TEMA 1:

METODOLOGIA ANALITICA

1.1 INTRODUCCION
Quimica analitica estudia el conjunto de principios, leyes y téwsicuya finalidad
es la determinacion de la composicion quimica de ungestra natural o artificial. Este
conjunto de leyes y términos utilizados para dighoconstituyen eanalisis quimico
La quimica analitica se divide en dos ramas pales:
- Cualitativa - ¢ Qué hay ?

- Cuantitativa- ¢, En qué cantidad ?

El analisis cualitativo determina que tipo de elementos o0 grupos quimgms
encuentran en la muestra analitica.

El analisis cuantitativose refiere a la determinacion de las cantidaddesdmismos
en la muestra.

Seran pues, métodos de la quimica analitica, aguplocedimientos que permitan

conseguir los fines de determinacion e identifiéaci

1.2.PROCESO ANALITICO

El proceso analitico sigue una secuencia légicetaleas:

1.2.1. Planteamiento del problema
Un primer paso que debe preceder al método moalés una definicion clara
del problema analitico, de manera que, el métoddratmjo seleccionado dependa de la
respuesta a las siguientes cuestiones:
a) Intervalo de concentracion de trabajo:
Puede limitar el nmero de métodos posibles.
A menor concentracién mas sensible a de ser eldné&mpleado.

b) ¢ Qué grado de exactitud se requiere ?
Es preciso tener en cuenta que el tiempo necepara llevar a cabo un
trabajo, aumenta de forma exponencial con la egigeme mayor

exactitud, asi, para mejorar la fiabilidad de resultado desde, por
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Ejemplo:

uno:

d)

ejemplo (desde un 2 % hasta un 02 %), el tiempaosaemido por el
analista puede aumentar en un factor de 100 olmgsie implica que, el
nivel de exactitud exigido, con frecuencia, detearel proceso analitico a

seqguir.

¢, Qué otros componentes hay en la muestra ?

Para elegir un método de determinacion de una GespEies, es necesario
saber, que otros compuestos lo acompafian, a fildaidificar ciertas
interferencias, es posible que tengamos una muggtagte de preguntar A

y B, es necesario C.

¢, Qué propiedades fisico-quimicas tiene la mu@stra

El quimico también debe considerar el estado fisieda muestra para
determinar se debe homogeneizarla, o si pueda@éesu composicion en
las condiciones de laboratorio, asi como, el traata mas adecuado para
su disolucién sin pérdida de analito.

¢, Cuantas muestras se analizan ?
Es un importante criterio en la seleccion de uroah@tya que:

- Para un gran numero de muestras se puede empleadenypo
considerable. El coste de estas operaciones sHir@ptre todas
las muestras.

- Para un numero reducido de muestras, sera mendss@osn
procedimiento mas largo y tedioso, que supongainimm de estas

operaciones.

Dos clientes, quieren determinar el porcentajeHdeen la muestra de cada

A - Quiere conocer con gran exactitud el contenidddgnen un cargamento de

mineral donde Hg es compuesto mayoritario, pore, gpodra proveer al laboratorio muestra

en cualquier proporcion.

B - Contenido en Hg en una moneda antigua con Hgravweh de ppm, exigiendo

gue no sea dafiada la moneda.

Auln cuando el problema es el mismo, el método #rmbiendra grandes diferencias:
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A - Podran utilizarse métodos gravimétricos muy exacpero que destruyen la
muestra.

B - Sera necesario someter la muestra a un bombatdeé , seguido de
espectroscopia con raygsde manera que no se destruya la muestra, auhgquét@lo es

muy costoso.

1.2.2. Obtencion de la muestra para el analisis

Muestra porcién pequefia seleccionada para su examennaleantidad de
material que es mucho mayor.

A la hora de recoger la muestra es de especaicidin que esta sea
representativa de una mucho mayor. Su composicéhe deflejar lo mejor posible una
porcién representativa de todo el material.

Dentro de la muestra se hayan distribuidos doysintes, es decir, las
sustancias que trataremos de determinar. Segumaamiaje de estos en la muestra, hablamos
de:

- Constituyentes principales: > al 1% del total.

- Constituyentes secundarios : (0’1 — 1) % del total.

- Anivel traza: < al 0'1% del total.

- Ultratrazas: a nivel de ppm.

La cantidad disponible de un constituyente pargpmatedimiento analitico elegido,
depende tanto del nivel del constituyente comotdelafio de la muestra. Asi, segun el
tamafio de la muestra sea macroscépica, semimaprcgcéemimacroscopica, microscopica,
submicroscopica o ultramacroscopica, las cantidasconstituyente se hacen cada vez

menores> se utilizan técnicas analiticas cada vez masteafias.

Método Peso de muestra (mg) Volumen de muestra (ml)
Macroanalisis > 100 > 10
Semimicroanalisis 10 - 100 1-10
Microanalisis 1-10 01-1
Ultramicroanalisis <1 <01
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Muestrea proceso por el cual se obtiene una fraccion sgmtativa siendo a menudo

esta etapa la mas dificil de todo el procedimiam@litico, y la que limita la exactitud de todo

el procedimiento.

Conceptos:

Lote material completo del que se toman las muedfjastodo el agua de
un lago.

A menudo, los lotes estan formados por unidadesstralés. Ej.: Cajas
individuales de un camion.

Muestra Bruta se obtiene del lote para analisis o almacenamieSuele

seleccionarse de modo que sea representativa tgelylsu eleccion es
critica para realizar un analisis valido. De la sitee bruta se toma una
muestra de laboratorio.

Muestra de laboratoriomés reducida. Debe tener exactamente la misma

composicién de la muestra bruta. Para realizaaf@gisis individuales se

emplea alicuotas o porciones de prueba de la naugstiaboratorio.

La identificacion de la poblacion de la que deb&eoérse la muestra es inmediata,

mientras que la obtencién de la muestra bruta, treuele laboratorio, no son sencillas, y

pueden requerir mas esfuerzo e ingenio que cualqtree etapa del esquema general de todo

el andlisis.

Cuando las muestras son homogéneas (igual comfposici todas sus partes), la

variacion en los resultados debe reflejar solaméatkabilidad del analista y la variabilidad

inherente del método.

En la realidad las muestras suelen ser heteroggudéssita composicion en sus

partes), con lo que el problema se complica en gradida. Cuando se analiza un material

heterogéneo, el resultado final depende de la femgue se elijan las muestras del material,

y de cdmo se trate la muestra una vez colectada.

En cuanto a las estrategias de muestreo:

Muestreo de caso homogéneo: situacion mas facd. wéz obtenido, este
se divide en unidades, y aleatoriamente se analirstintas unidades.
Se obtienen resultados mas precisos si se mezzlan unidades, y se
realizan n andlisis de los grupos mezclados, gaézando las n unidades

separadamente.
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- Muestreo de caso no homogéneo: tomamos varias mrasiekst cada uno de
los estratos, y de cada una de ellas tomamos atres@ mezclan y asi se

obtiene la muestra representativa para el analisis.

De modo general, se describen algunos de los m&tteedlidos, liquidos y gases:

1. Muestreo de Sdlidos:

Sdlido en fragmentos o particulas: si las muestoasisten en lotes discretos
se toman cogiendo una seleccion aleatoria de dildtes. Cuando existen
variaciones dentro de los lotes porque ha tenidarlwna estratificacion o
segregacion durante el transporte. Ej.: Un vagdm acarbén en el que las
particulas pequefias se depositan en el fondo. 8®& tona muestra
representativa del lote, o bien se convierte este &€n una corriente de
material, tomandose las muestras aleatoriamente.

Solido en forma compacta: las muestras de metakdsaciones se obtienen
por limaduras, trituracion o taladro. En generaksseguro suponer que todos
los trozos de metal obtenidos de la superficierspresentativos del total, por
lo que se debe muestrear el interior del sélido.

En el caso de barras o lingotes, se puede serngieta, y tomar el serrin
acumulado, o bien, se puede taladrar al azar, tdm@aomo muestras las
virutas formadas. El taladro debe atravesar elddanllegar a la mitad desde

los lados opuestos.

2. Muestreo de Liquidos

Homogéneos: se toman aleatoriamente distintas ragestmo en el caso de
los sdlidos.

Con materiales en suspension: se pueden tomar naslest distintas
profundidades manteniendo en constante agitaciéonglinto.

Frecuentemente se utiliza una sonda llamada “ladma muestras”, la cual se
sumerge a la profundidad que se desee y se hataréquager la muestra. De
esta forma se pueden obtener muestras a distirdAsmgidades, y por mezcla
de todas ellas obtener una muestra representgtivgue a veces es dificil la

agitacion.
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3 Muestreo de gases

* Gas libre en gran cantidad: llenar un tubo conasl ¢pn desplazamiento del
aire que en principio contienen estos recipiergeg, después se cierran por
medio de llaves o sellando sus extremos.

 Gas de forma inaccesible al operador: ej.: muaktrgases existente en un
horno o en una tuberia: sé practica un orificidasnparedes del horno, y se
introduce en el un tubo provisto de una camisati@geracion que conduce el
gas al aparato de andlisis (andlisis automaticqgliecel gas valla a una ampolla
gue va a contener la muestra.

4. Errores de muestreo

Los grandes errores son debidos con mas frecuangiamuestreo incorrecto que a
una aplicacion del método no adecuado.

Entre los quimicos analiticos, existe un dichoybap “A menos que se conozca con
certeza la historia completa de una muestra cuaiguel analista hara bien en no perder su
tiempo analizandola ”.

La libreta del analista debe contener informaaéncémo se colecta y almacena la
muestra, antes de describir como se realiza elsanal

Las causas mas frecuentes de error son:

- Que el material se encuentre estratificado y laatgoe se realiza no tenga
en cuenta la disposicion de los estratos, es deple no estén
proporcionalmente representados.

- Que la propiedad analitica que se mida, varie dadamo uniforme desde
la superficie hasta el centro.

- Que en emulsiones o suspensiones durante el tréas® produzca una
separacion de particulas, no siendo posible agpdw el volumen para

obtener una muestra homogénea.

Para errores aleatorios, la desviacion estandadnabl¢s), se relaciona con la

desviacion estandar del proceso analitic) ySla desviacién estandar global del muestreo
(Sm):

S =S+ S
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En la mayoria de los casos la varianza del proaratitico ($°) se conoce a partir de
medidas repetidas sobre una Unica muestra de talbiorgor lo que, § se puede calcular a
partir de medidas de,Sle una serie de muestras procedentes de digtinistras brutas.

Younden, demostré que cuando la incertidumbre dmddida § es menor que un

tercio de la incertidumbre del muestreg, o tiene sentido mejorar la incertidumbre de la

medida.
Ejempla
Sn= 10%
- Si S = 5%
S= (07 + 005)°° = 011 = 11%
- Si S = 1%
So= (0% + 002)°° = 010 = 10%

1.2.3. Preparacion de materiales

La palabra reactivo se refiere a la sustancia zclaguimica usada para un propoésito
determinado en un procedimiento de analisis.

En la mayoria de laboratorios lo normal es empteactivos de grado analitico,
reactivos de gran pureza en los que el nivel deiiega es muy bajo, variando entre ¢10
10*) % , ya que la presencia de impurezas puede &feetos serios en el analisis. Sin
embargo, es mas importante preocuparse del ingtedéetivo utilizado, es decir, la riqueza
de un patron determinado en la sustancia activa.

Otros factores que deben ser considerados erepanaicion de un reactivo analitico
disuelto, son su exactitud y su estabilidad.

Para muchas aplicaciones no es necesario prempaaasolucion con gran exactitud.
Ej.: Reactivo en exceso, mientras que por ejengiojaloraciones la incertidumbre no debe
ser mayor al 0’1 %.

En cuanto a la estabilidad, algunas solucionesedetivos se descomponen en
cuestién de horas, por lo que, deben ser prepajasi@santes de su empleo mientras que
otras son estables durante afios.

Antes de llevar a cabo un analisis se debe tem@ianza en el procedimiento. Para

ello el procedimiento completo se ha de llevar bhocmediante estandares de referencia,
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similares en composicion a la muestra desconogidademas contienen una cantidad

exactamente conocida del constituyente a ser detadm

1.2.4. Tratamiento de la muestra

Antes de llevar a cabo el analisis es necesanmogeneizar la muestra bruta si se
trata de un liguido, un polvo fino o una suspengigede ser suficientemente homogénea para
obtener de ella una muestra de laboratorio.

Si es un sdlido debe pulverizar a fin de que la&stra de laboratorio tenga la misma
composicion que la muestra bruta. Para ello seaitiin mortero o molino de bolas.

Antes del andlisis, los solidos suelen secarsE)2@ para eliminar el agua absorbida,
aunque en algunos casos este no es efectivo, ytres se producen cambios en la
composicidon de la muestra por efecto del calor. Wraobtenida la muestra le laboratorio, se
disuelve para realizar el analisis. Si la muestra@ disuelve en condiciones moderadas, ni
con ataques de reactivos diluidos o en condiciaged? moderada, puede recurrirse a la
digestién acida o a la fusion.

Los reactivos mas comunes para atacar muestrasosmorganicos ( HCI, HN§'y
menos frecuente disoluciones de amoniaco y dexid® de metales alcalinos.

El amoniaco concentrado mas calor, disuelve tdo®snetales excepto al cromo y
aluminio, que sé pasiban por la formacion de urd@xsuperficial. Tampoco disuelve
reacciones que contengan Sn, Sb 6 W. Muchas siasgatamunes como Si, ciertos oxidos
minerales y algunas aleaciones no se disuelvermsmehctivos acuosos que acabamos de
indicar. En este caso esta indicado el recursoadieidion con sales sélidas. Para ello la
muestra, una vez reducida a polvo fino, se meztlmamente con un exceso de unas 10
veces de fundente, calentando hasta la fusion. T®soscilan entre 300 y 1000 °C,
obteniéndose un producto soluble en agua, llamawidido. Sin embargo, en la medida de lo
posible debe evitarse utilizar este método, dehils inconvenientes que se plantean:

1. Contaminacion de la muestra con las impurezadidelete.

2. Las disoluciones acuosas resultantes tienen alttecimlo en sales que pueden

crear dificultades en las siguientes etapas ddisaa

3. Las altas T° necesarias para una fusion aumentan el peligrpéididas por

volatilizacion

4. El fandente ataca el recipiente donde se realifadién, con lo que se produce

una nueva fuente de contaminacion de la muestra.
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Por otra parte, la materia organica a veces delk&uitee a fin de liberar los

elementos inorganicos para su andlisis. Ej.: (detexcion de Mg en vegetales).

El proceso de mineralizacion de la muestra se bevabo por dos vias:

1. Mineralizacibn humeda u oxidacion humeda utilizaagentes oxidantes liquidos

(HSO, , HNG; , HCIO; —» concentrado y en calor, reacciona explosivamenre ¢
la materia organica).

Es posible realizar la mineralizacibn humeda aaglas presiones, trabajando en
un autoclave a presiones de 100 atmésferdS grifre 250 — 300 °C.

Como reactivos oxidantes (HNQHNO; + HCI)

Un procedimiento corriente de mineralizacion humadgevada presion y T2, se
basa en la descomposicion por microondas con HNOtros acidos minerales

dentro de recipientes herméticos de teflon. Lafaad®dn se lleva a cabo en

hornos de microondas (especialmente disefiadosgniebtiose deficiencias

espectaculares en la mineralizacion.

Mineralizacion seca: calcinar el componente orgarggpuesto al aire o en

corriente de @

1.2.5. Eliminacioén de Interferencias.

En el analisis quimico, la muestra muchexes contiene especies que pueden interferir

en la determinacion de los analitos de interésy p@que producen una sefial indistinguible

del analito o bien porque la atentan, siendo preelsninarlas. Pocas técnicas analiticas

estan libres de interferencias, por lo que , uapaeimportante en la mayoria de estos analisis

es su eliminacion. La eliminacion de interferenciagede llevarse a cabo de dos maneras:

Quimicamente: usando agentes enmascarantes (@astpre reacciona con el
interferente para formar una especie que ya naosiftea la sefial del analito).Se
consigue mediante un ajuste pH , un cambio entatlesle oxidacion ...

Fisicamente: separandolas previamente a la detacrdm Se realiza mediante

precipitacion, extraccion , cromatografia o dastdn.

Todos estos procesos tienen en comun la distribud® los componentes de una

mezcla entre dos fases que después se puederrsapaémicamente.

En este capitulo estudiaremos los mecanismos @eagéfn por precipitacion.
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e Separacion por Precipitacion.

Basadas en la existencia de grandes diferenciasldbilidad entre el analito y sus
interferencias.

La posibilidad tedrica de este tipo de separacpiuede determinarse mediante
calculos de solubilidad, pero otros factores coenadprecipitacion, la excesivamente lenta
velocidad de precipitacion, o la dificultad parafltzculacion de los precipitados coloidales
pueden hacerla, inviable.

Algunos de los agentes precipitantes mas Utileeseriben a continuacion:

a) Separaciones basadas en el control de la acidez:

En la practica:
- Separaciones en disoluciones relativamente coramagrde acidos fuertes.
- Separaciones en disoluciones tamponadas a pH edeym

- Separaciones en disoluciones concentradas.

b) Separaciones de sulfuros a excepcion de metal@male y alcalinotérreos.
La mayoria de los cationes forman sulfuros pocaltdes cuyas solubilidades
difieren mucho entre si, dado que es relativami&eiecontrolar la solubilidad de
una disolucién acuosa por ajuste del pH. Las sejgares basadas en la formacion
de sulfuros insolubles han sido siempre muy utiza

c) Otros precipitantes inorganicos
No existen iones de uso tan general para sepaeas;ioamo los iones hidroxido y
sulfuro. Los iones cloruro y sulfato, son Gtileg poesentar un comportamiento
selectivo. Asi, el cloruro se utiliza para sep#@@rde la mayoria de otros metales.

El sulfato se utiliza para aislar Pb, Sr, Ba.

d) Precipitantes organicos
Existen algunos reactivos Utiles para aislar vanoss inorganicos, algunos como
la dimetilgliocsima, que se caracteriza por su gssmbectividad formando
precipitados con unos pocos iones. Otros como hedi®xiquinoleina forman
compuestos poco solubles con muchos cationes.
En este caso puede conseguirse la selectividadsaréepara la separacion,
mediante el control del pH y la variabilidad de pwseductos de solubilidad de sus
productos.

-10 -
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e) Separar iones de constituyentes presentes en adesidraza
La separacion cuantitativa de un elemento trazgppmipitacion presenta varios
problemas incluso cuando no son importantes ladigas por solubilidad. Entre
ellas destaca la sobresaturacion porque de estafse retrasa la formacion del
precipitado.
Es dificil la coagulacion de pequefias cantidadesirde sustancia dispersa en
forma coloidal. Ademas es posible que una porcpreaable del sdlido se pierda
en su manipulacion. (Ej.: (Trasvase Y filtrado).
Para minimizar esto, se afiade a la disolucién @miidad de otros iones que
forman un precipitado con el reactivo. El precigpgtadel ion afiadido se llama
colector, y arrastra de la disolucion la especiaoniiaria de interés. (Ej.: Para
aislar una muestra de oxido de manganeso se afadeeguefa cantidad de ion
férrico a la disolucion antes de afadir \témo agente precipitante. Asi, el FeOH
arrastra incluso pequeias cantidades de MnOH.
Un colector puede arrastrar a un constituyenteatraiebido a que tienen
solubilidades parecidas, o bien, a fendmenos de=cimitacion, y el colector no

debe interferir en la determinacion del elemerdadar

f) Separacidn por precipitacion electrolitica

Constituye un método muy util para hacer separasiolediante ella se aisla en
una fase aparte, la especie més facilmente rea@u@hdien oxidable, dependiendo
del componente), ya sea el componente deseadaleseado de la mezcla.

En este sentido el catodo de Hg ha encontrado omaiaa aplicacion en la
eliminacién de muchos iones metalicos antes ddisaPor lo general los iones
metélicos més frecuentemente reducibles que es&ulepositan faciimente en el
Hg, quedando en disolucién iones tales como eBAly metales alcalinos.

g) Otros métodos
- Separacion por extraccion
Se basan en el diferente grado en que los soltaon® (inorganicos como
organicos), se distribuyen entre dos disolventassicibles.
- Separaciones por intercambio i6nico
Se basan en que las interferencias o el analitoyetenidos en un sdlido

intercambiandose por otros iones fijados previamentél.

-11 -
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- Separacion de especies inorganicas por destilacion
Tiene lugar cuando los coeficientes de particiom sy diferentes para
una sustancia entre la disolucion y la fase dewvapo

- Separaciones cromatograficas
Aqui los componentes se reparten o distribuyereatus fases, una de las
cuales es movil (puede ser un liquido, un gas, fuitho supercritico, que

fluye a través de este lecho estacionario.
1.2.6. Medida (Determinacion propiamente dicha)

La parte de la medida en general significa lardatecion propiamente dicha. La
medida dara lugar a la cantidad precisa del coystite buscado en la muestra. Por ello
constituye el nucleo fundamental de un analisis.

La elecciéon del método se hace entre una ampliedaal de técnicas posibles.

Las categorias principales de determinacionestaaalison las siguientes:

1.) Determinacion gravimeétrica
Se convierte el constituyente en una forma queisdgpesar con precision.

2.) Determinacion volumétrica
Se hace reaccionar el constituyente en una razi@gyugsmeétrica conocida y
precisa, con un reactivo estandarizado.

3.) Determinacion espectroscopica
Se somete el constituyente a la absorcion o emisin radiacion
electromagnética.

4.) Espectroscopia de masa
Los constituyentes de la muestra se examinan ectesp de masas tras hacerlos
pasar por campos eléctricos y magneéticos.

5.) Determinacion electroquimica
El constituyente afecta al equilibrio redox en udectodo adecuado, aqui se
realizan medidas de magnitudes eléctricas comadgolamperios, Capacidades,
Resistencias, etc.

6.) Determinacion cromatografica
Se separa el constituyente mediante el paso astrdgéuna columna y se

caracteriza mediante un detector.

-12 -
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7.) Determinacion radioquimica
Se determina el constituyente por medicidén de lsiémde particulaB o rayosy
por isotopos inestables.

De todos estos métodos, tenemos meétodos voluwetyicgravimétricos entre los

clasicos, y espectroscopicos, electroquimicos matograficos entre los instrumentales.

1.2.7. Interpretacion y conclusiones
En la interpretacién de datos analiticos, debedigisguir dos aspectos:

» El primero se refiere a la confiabilidad de las miedies, y por tanto al nivel de confianza
en los resultados, es decir, como de bien se prdaddp el proceso cualitativo.

» El segundo es la aplicacion de los datos confiablds resolucion del problema, por
ejemplo, podemos deducir valores confiables dedssltados obtenidos para los niveles
de cloruros de agua.

Sin una interpretacion y unas conclusiones, eligisauimico no deberia realizarse,

pues solo constituiria una mera recoleccion desdatma pérdida de tiempo valioso.

1.2.8. Acciones

Se incluye en esta etapa, ya que las conclusaeiggoceso analitico completo deben
conducir a una meta. Estos resultados pueden llavana mejora en los niveles de
contaminacion ambiental o en la calidad de una faatura, condena de un criminal, entre

otros ejemplos.

TEMA 2:

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
ANALITICOS
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2.0.INTRODUCCION

La inferencia estadistica consiste en la obtend@nonclusiones a partir de un cierto
namero de observaciones experimentales de acuendasahipotesis formalizadas y con unas
reglas de calculo objetivas, asi mediante su ugmueden investigar posibles tendencias en
los datos y aplicar criterios que permitan desculas causas de error no aleatorias, asi
mismo, el tratamiento estadistico de una seriexgeranentos planificados adecuadamente
que permitan ver la influencia de diversas varglwen mas eficacia y menos trabajo que
mediante el método tradicional de mantener coretatttdas las variables excepto una de
ellas y de su influencia y asi una pro una cadabiersucesiva.

Es importante sefialar que las técnicas de laisstadclasica son solo aplicables a un
namero infinito de observaciones, una situacion djfiere de ser la de una serie tipica de
resultados cualitativos (entre 2 — 5 repeticion&h embargo, la propia estadistica ha
realizado modificaciones para adaptar los concepg®Eies pequefias de datos. En este punto
se ha establecido lo que se llama Jerarquia mégidal

X1 (Resultado individual) - Una alicuota

~x (Media de n resultados) — n alicuotas (n < 30)

U (Media dewo resultados) — o alicuotas (n > 30)

2.1 TIPOS DE ERRORES EN EL ANALISIS CUANTITATIVO

Los andlisis cuantitativos juegan un papel predamte en cualquier laboratorio
analitico, por lo que, los errores que aparezcagiles son de gran importancia.

Nuestro principio, serd que no existen resultadeantitativos validos sino van
acompafiados de una estimacion de los errores mherea ellos, los cientificos

experimentales haran una distinciéon fundamentakdrds tipos de errores:

2.1.1. Errores Accidentados o Crasos
Estos errores son tan graves que no queda oteanativa que abandonar el
experimento y empezar de nuevo.
Ejemplos: - Pérdida de parte de la muestra
- Contaminacion de la muestra
- Averia de algun instrumento
Todos estos errores que ocurren, incluso en lasdédrios mejor controlados, se
reconocen con mucha facilidad en consecuenciakardksis. Solo tenemos que distinguir

con detenimiento entre los errores sistematicdeata@rios.
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2.1.2. Errores Sistematicos o Determinados

Son aquellos que pueden determinarse y probablensgitarse o corregirse. Afectan
al resultado, siempre en el mismo sentido, bienegoeso o por defecto. Su magnitud puede
ser constante para todas las muestras de unassegeproporcional al tamafio de la muestra,
0 bien variar de un modo mas complicado, por ejerapérror cometido al pesar una muestra
higroscépica, que es siempre positivo, ya que atanan el tamafio de la muestra y varia
con el tiempo que se emplea en la pesada, comiadad atmosférica y con la temperatura.
El error originado por la adsorcion en las columaasnatograficas es negativo (adsorcion
irreversible.

Otros errores comunes de este tipo son causadosmporezas en los reactivos,
también por errores instrumentales, por ejempld:calibrado de las balanzas, pH-metros.

Errores de operacion, errores del método, por dgnspprecipitacion de impurezas,
solubilidad de precipitados, interferencias en leestra.

Estos errores sistematicos o determinados, afadmexactitud del método analitico.

2.1.3. Errores aleatorios o indeterminados

Son errores fortuitos cuya magnitud y signo nodpuaepredecirse ni calcularse. Son
producidos por el efecto de variables que no sdegueontrolar, y se caracterizan porque se
presentan por exceso o defecto con igual probabilid

Se revelan por las pequefias diferencias en mediisucesivas efectuadas por el
mismo analista.

Producen este tipo de errores los pequefios cambi@sT?, P, humedad del ambiente,
fluctuaciones en el suministro eléctrico, corriente aire a la hora de la pesada en balanzas
de precision.

Estos errores afectan a la precisién de un expetim y si se realiza un nimero
elevado de experiencias, la exactitud puede ndtaesiecesariamente aceptada.

Los errores sistematicos dan lugar a una pérdidexectitud pudiendo o no afectar a

la precisién segun que dicho error sea constanégiable.

2.2 EXACTITUD Y PRECISION

En analisis cuantitativo de cualquier propiedadalenateria (peso, volumen, etc.),
esta sujeto a cierto grado de incertidumbre, pajuie jaméas se podra conocer el verdadero

-15 -



Tema 1: Metodologia Analitica Analisis Instrumental |

valor de la magnitud. A lo que se aspira es a @ptana estimacion de la magnitud que sea
satisfactoria.

La exactitudes el grado de concordancia entre el valor megidovalor real. Como
nunca se conoce el valor verdadero absoluto, ufiaigién mas realista es la concordancia
entre el valor medido y el valor real aceptado.

La precisién es el grado de concordancia entre replicas decweds de la misma
cantidad, es decir, es la repetibilidad de un tadal

Es necesario distinguir entre repetibilidad y ogucibilidad, para hacer referencia a la
precision de un experimento:

- Repetibilidad estimacion del grado de dispersion en una seripedlicas
de la misma cantidad. Son experiencias llevadas a galboun mismo
analista erun tiempo relativamente corto sin cambiar de imsénto ni de

material de laboratorio, y usando las mismas disohes.

- Reproducibilidad mide el grado de dispersion entre series detesis, o
sea, experiencias realizadas en ocasiones disticwas disoluciones
distintas y con material de laboratorio distinto.

Segun diferentes facetas, podemos calcular ladapigilidad de distintas

formas.

La relacion entre precision y exactitud puede \lizaese en la fotocopia de Tabla 1

(desviacion estandar):

En esta fotocopia se observa como las medidasalsarie pueden ser muy precisas y
sin embargo poco exactas. La precision no es daralet exactitud, pero son necesarias
medidas precisas para conseguir exactitud. Con pomasion dificilmente se tendrd una

buena exactitud.

2.2.1. Maneras de expresar la exactitud

Existen varias maneras y unidades para expresxalzitud de una medida. Siempre
se supone que existe un valor verdadero para estaibh comparacion:
A.) Error Absoluto: diferencia entre el valor medido y el valor verdadeon

respecto al signo. Se expresa en las mismas usidagda medicion.
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Cuando el valor medido es el promedio de variasicitaees, el error se llama
error medio.

Aqui el término absoluto tiene un significado disdial significado matematico.
Es una magnitud ignorando su signo. Aqui error labs@s la diferencia entre el

resultado experimental y su valor aceptado incldgesu signo.

Ea = X1 — Xy X = verdadero valor
Z Xi
Ea= X - X, siendo X = 000
N

B.) Error Relativo: error absoluto o medio expresado como % del wedatadero:

ixxv
rE= 0O O QOQO [100
X
X = Xy
ErR=00000 [100
Xy

EJEMPLO: El resultado de una analisis es de 2’52 gr. en epagin con el valor
real que es 2'62 gr. Calculag ¥ Er :

E.= 252 - 262=-01g¢r.
2'52- 2'62

Er= 0000000 100 = 3'8%
2'62

2.2.2. Maneras de expresar la precision

A.) Desviacion estdndarmedida mas medida de la variabilidad de un radaltSe
define como la raiz cuadrada de la suma de losadas de las diferencias, entre los valores

medidos individualmente y la media de las medicgatieidida por (N — 1):
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Z(Xi _—X)z 05
S= 0o0d0doodo
N-1

Este parametro proporciona una medida de la digpede un conjunto de resultados
alrededor del valor medio. Tiene las mismas unisiade los datos.

Al aumentar N, la cantidad (N — 1) se acerca e@damas a N (poblacion), por lo que,
no tiene trascendencia usar N 0 N — 1, en el aaldalla desviacion estandar. Aunque para
nameros pequefios de observaciones (caso espedilingmortante en Q. Analitica), la

distincién es significativa.

2 (x —x)? 8
o= 0OJ0O0O0O0OO
N

Experimentalmente, la S de la muestra constitinge estimacion de la desviacion
estandar de la poblaciomw)( que es la que se desea conocer. No se puedenihete
realmente un namero infinito de mediciones. S pgexama ac , cuanto mayor es el tamafo
de la muestra. Andlogamente, la media de la myessalta ser una estimacion tanto mas
exacta en la medida de la poblacion, cuanto mag/et tamafio de la muestra aleatoria.

El cuadrado de la desviacién estandar, se denoraitenza (V = 9.

B.) Desviacion estandar relativdDER): mejor medida de la precision para fines
comparativos:

S
CV (coef. de variacion) = DER 00 0 O [1100
X

Sus unidades son %, y es un ejemplo de erroivelas decir, es una estimacion del
error dividida por una estimacién del valor absoldé la cantidad medida.
Los errores relativos se utilizan con frecuencidaecomparacion de las precisiones de

los resultados obtenidos y son importantes enleliicéde la propagacion de errores.

2.3.DISTRIBUCION DE ERRORES

Aunque la S proporciona una medida de la digjpemde un conjunto de resultados
alrededor del valor medio, no indica la forma ea gea encuentran distribuidos los resultados.
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Consideremos los resultados obtenidos en 50 dieteciones repetidas de la concentracion
de ion nitrato, dada con dos cifras significatigasuna muestra concreta de agiab(a 2.2.

En estos graficos (figura 2.1.), las medidas guetistribuidas en forma casi simétrica
en torno a la media, es decir, con las medidaspagas respecto al centro. Los resultados
obtenidos en las medidas, constituyen una muestita fde una poblacion, por lo que,
presentan los valores discretos.

En teoria, una concentracion puede tomar cualquaédor de manera que la
distribucion de la poblacion se ajusta a una cuceatinua. EI modelo matematico

habitualmente empleado es la distribucion norm@hasiana descrita por la ecuacion:

EXp. (x - W)/ 20°}
Y= 0O00OO0ODODoDOOoOoo
ov2n

Un analisis un poco mas detallado demuestra qalguera que sean los valoresale
y 4, aproximadamente un 60 % de los valores de laapir caen dentro dec de la media,
cerca de un 95 % se ubican dentratd® de la media, y cerca de un 99’7 % se encuentran
dentro det 30.

La distribucién normal no solo se obtiene cuareloeslizan mediciones repetidas de
una misma muestra, también los resultados obtemidosenudo se adaptan a la distribucion

normal cuando se mide la misma magnitud para difesemuestras de la misma poblacion.

2.4. DISTRIBUCION MUESTRAL DE LA MEDIA O ERROR ESTA NDAR DE LA
MEDIA

Hemos estudiado que la distribucion estandar saestra relacionada con el error
probable de cada observacion individual. Si de pollacion infinita se toman diversas
muestras aleatorias, todas de n observacionegaloes medios de los diversos grupos de n
observaciones, presentaran una cierta dispergifém taenor cuanto mayor sea n.

En el limite cuando n tiende a infinito, la medm cada muestra tiende a la media de
la poblacion |i), entonces su dispersion tiende a cero.

La desviacion estandar de la media o error estamelda media, es inversamente

proporcional a la raiz cuadrada del nimero de ghsemes:
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Oon =e.em= 000
vn

2.5. APLICACIONES DE LA ESTADISTICA A LOS RESULTADO S ANALITICOS

2.5.1. Intervalos de Confianza

El intervalo alrededor de la media, determinadpegrmentalmente, dentro del cual
podemos encontrar la media verdadera con ciertdogde probabilidad, se denomina

intervalo de confianzay los valores extremos de este intervalo sorinaoites de confianza
Podemos expresar los limites de confianza como:

to
uH=x|+x000
vn

H_J
Intervalo, limite de confianza

t : Student, depende del nimero de grados dediheen nuestro caso (n — 1), y el
grado de probabilidad (certeza o confianza) entmesesesultados.

Si suponemos que la distribucién es normal, em®mt 95 % de las distribuciones
normales se encontraran en el intervalo dada por:

o o
X — 196 |00 <p<_x + 196 (00O
vn vn

También se utiliza con diferencia el intervalo amfianza al 99 % que viene dado

o o
"X — 2’58 {DD}<U<_X +2'58£D D}
vn vn

Los limites de confianza al 95 % para la conceidrade ion nitrato, se calcularian:

por:

x = 0500
n = 50
o = S = 00165
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0’016 0’0165
0500 — 196|000 00|< u<0500+ 1% 0000
v 50 v 50

i = 0500 £ 0'0046 pgr/ m

A medida que el tamafo de la muestra disminuyecktidumbre al utilizar S para
aproximar 0 aumenta, y a fin de permitir usar S, la ecuaagada para calcular los limites

de confianza se puede modificar como:

S
H= X it[E]D}
vn

EJERCICIOS:
Se determiné el contenido de CINa de una muestrarida, utilizando un electrodo

selectivo de iones, obteniéndose los siguientesesl
102 mM, 97 mM, 99 mM, 98 mM, 101 mM, 106 mM

"X = 100’5 mM;

S = 327 mM;

n—1=S; Nivel de confianza=95%; t = 2'57
327

M =1005+ 257000 = M = (1005+% 3'4) mM
V6

» Calcular los limites de confianza al 95 y 99 % adarconcentracion de iones de sodio:
327
M =1005+£403 000 = u= (1005 = 54)mM
V6

Los limites de confianza se pueden utilizar coma prueba para detectar errores
sistematicos como se muestra en el siguiejet@plo:

Se comprueba la escala de absorbancia de un redp&ghetro a una concreta,
usando un patron que da una absorbancia de 0'47/dlores determinados fueron 10, de los
que se obtuvieron unos valores de: = 0461 y S = 0'03. Calcular el intervale d

confianza del 95 % de la absorbancia media y decaxiste un error sistematico.

0’003
p =0461+ 226 JUUOO =
v 10
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0’463
= U =0461+ 0’002< Rango de trabajo alite
0459
Esta fuera del rango 0’47, por lo que podemosrdpm existe un error sistematico en

estas afirmaciones.

2.5.2. Rechazo de Resultados

Con frecuencia al efectuar una serie de replieasrhlisis, uno de los resultados
obtenidos sera muy distinto de los otros. A estervee le conoce como valor anémalo. Se
han sugerido diversas pruebas estadisticas paermilear si una observacidn debe
rechazarse. Una de las mas correctas desde el gentsta estadistico es la prueba de la
Quimica de Pixon. Para su calculo, se ordenandtmsan orden decreciente de su valor, y en
la relacion que se calcula como el cociente entrdiferencia entre el valor sospechoso vy el
mas préximo a él dividido por el Ecubito, es dekrdiferencia entre el mayor y menor
valor:

Ovalor sospechose valor mas proximo
Q=000Db00dDoOoobOoOoooOoon
[(valor mas grande- valor mas pequefib

La relacion Q experimental calculada se comparalos valores tabulados de Q

para un nivel de confianza determinado. Si la r@hacalculada resulta mayor o igual que el

valor tabulado, se puede rechazar la observacspesbosa.

Determinar la concentracion de nitrato (NOen una muestra de agua, teniendo en

cuenta los siguientes resultados:

Anéalisis 1 2 3 4

[NO™J] griL 0403 0410 0401 0'320

Determinar si el valor de 0’38 es rechazable segjinivel de confianza del 95 %:

1.) 0401; 0'403; 0'401; 0’320

(10’380 — 0’401
2) Q=0000000 =070
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(10’410 - 0°'32QJ

3.) 0’70 < 0’831 > valor no rechazable

La prueba Q es bastante estricta, no es aplicablel easo de series pequeiias de
datos.

En una situacion ideal, habria que tomar nuevasdasduando aparezca un dato
sospechoso, sobre todo si se han tomado iniciagmmrtos valores. Esto podria aclarar si
debiera rechazarse o no el valor sospechosoeodsitsera mantener. También se reduciria su
efecto sobre la media y la desviacion estandar.

En el ejemplo anterior se afiaden:

0'400; 0'413; 0'411; ¢ Se deberia mantener knde 0’3807

|0'380 - 0'400|
Q=00000000 = 0606
|0'413 - 0’380

Paran =7y 95 % de confianza, obtenemos unai@aede 0'568 < Q calculada

= si tendriamos que rechazar 0’380

Es importante tener en cuenta, que para un nizgatothfianza del 95 %, existe un
50 % de riesgo de rechazar incorrectamente un sakpechoso.

Cuando las medidas se repitan unas cuantas Mecgage es normal en el analisis
quimico, el rechazo de un valor origina una gramagan sobre la media y la desviacion
estandar. Ademas, debe evitarse el hecho de toesamedidas y rechazar la que mas difiere
de las otras dos. En general, se puede demostagegobtiene una estimacién mas confiable
de la media utilizando el valor que esta en meddod otros tres, en lugar de utilizar la
media de los dos que no fueron rechazados. Puedsenparse también valores sospechosos
que pueden ser los dos proximos, o uno a cadamxilel intervalo de valores.

Esto origina una reduccion en el valor calculadoQ ya que en el primer caso se
produce una reduccion del numerador, y en segundaumento del denominador. En este

caso es necesario emplear una prueba para un palodes anémalos.

B.) Otro criterio de rechazo (Test Tn)

|xq - x|
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Tn=00000

S

Rechazo sii Tn calculada > Tn te6rico

Ejemplo:

El analisis de una muestra de calcita dio unosgmages de CaO de:

56'04 56'23

55'95 56’00

[CaO]

El dltimo valor parece anémalo, ¢ se puede rechazar?

0’15
@¢rica = 0’710 para nivel de confianza del 95 %

Q=000 =054 ;

0'28

Como Q < Q tedrica= no se rechaza

Aplicar Test Tn a estos datos:

()]
I

Tn=0000000

56’06
0’107 parar6

56'23—- 5606
= 1'59

0’107

Para un 95 % de confianza, la Tn te6rica = 1’67
Como Tn tedérico es > Tn calculade no se rechaza

2.5.3. Presentacion de los resultados

Como ya hemos sefalado, los resultados experifesrdarecen de importancia si no

van acompafados de una estimacion de los erroeesagutenido lugar durante la medida. Es
casual citar la media como la estimacion de laidadtmedida, y la desviacidén estdndar como

la estimacion de la precision.

Menos frecuente es dar el resultado en la formasikmites de confianza al 95 % de

la media.
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Redondeo de la respuestal numero de cifras significativas indica la psgm del

experimento. EI nimero de cifras significativaskesimero de digitos que se necesitan para

expresar cientificamente un valor sin pérdida cgettxd.

Ejemplos:
142'7 > 4 cifras significativas (1'4Z7.0°)
1'427010° - 5 cifras significativas
6'30210° - 4 cifras significativas (0°000006302)
92500 > Este es un caso ambiguo, porqgue segun como sesexiendra diferentes
cifras significativas:
92510 > 3 cifras significativas
92500>{ 925010 - 4 cifras significativas
9'250010" - 5 cifras significativas

Los ceros son significativos cuando se localizamedio de un nimero, al final de un
namero y a la derecha de la coma decimal. En log&d&asos no son cifras significativas.
Este numero de cifras significativas en un arsksitd condicionado por la medida
menos exacta:
1’6235 063 = 75

2 cifras  2rag

En cuanto al redondeo se hace uso de las siguieaties:
Si la ultima cifra significativa es menor que Saa® sufre modificacion.
Si es mayor que 5 se incrementa en uno.
Si esigual a 5 y no hay més cifras significati@asontinuacion o son cero, la anterior
aumenta en una unidad si es impar la que lo precadese modifica si esta es par:
63765t 0'028 = 63’77 + 003

63'66b 0’028 = 63’66 + 0’03

2.6.PROPAGACION DE ERRORES
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Una determinacion analitica requiere de ordinaicehlizacion de varias operaciones
(pesar, pipetear, etc...) cada una de las cuakdepsuponer la introduccién en el analisis de
un error sistematico, y cada una esta sujetaoaesraleatorios.

Se puede calcular el error que afectara al reBulfimal, a partir de los errores que
afectan a cada uno de los datos experimentaleardda

La naturaleza de los calculos para tener en cuesitarrores aleatorios y sistematicos
es diferente, ya que no se propagan de igual maisto se debe a que algunos errores
aleatorios se compensan entre si, mientras que eraglasistematico ocurre en un sentido
definido y conocido.

Ejemplo:

Si el resultado final de un experimento Y viendalgor la suma Ay B. SiAyB
tienen un error sistematico de +1, es evidentestjeeror sistematico sera +2. Sin embargo, si
Ay B tienen un error aleatorio del, el error aleatorio de Y no es 2. Esto se defyeeaen
ocasiones el error aleatorio de A sera positive] e B negativo o viceversa, siendo de

esperar que ambos errores se neutralicen en eidgasion.

2.6.1. Propagacion de Errores Aleatorios.
Si se conoce la precision de cada observacigoueden usar reglas matematicas
sencillas para estimar la precision del resultaual.f
Reglas:

A.1.) Combinaciones lineales.

En este caso el valor final de Y se calcula a ipaei una combinacion lineal de
medidas a, b, c, :

Y=x+ka+kb+kc+..
La varianza tiene la propiedad de que la variatigauna suma o diferencia de
cantidades independientes es igual a la suma deasaszas, es decir:

VarY = §° = (kS + (S + (kS + ... 0

§ = (S + (6S)° + (S + ...)""

Ejemplo:
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En una valoracion la lectura final de la bureta3gsl ml y la inicial es 15,67 ml.
Ambas con una desviacidon estdndar de 0'02 ml.  ¢€xél volumen de agente utilizado y

su desviacién estandar?

Vol. (utilizado) = 15'67- 3’51 = 1216 ml

S = [(0'02} + (0'02f]°° = 0'028 ml

Como puede observarse la S del resultado es myagdia de las lecturas individuales
de la bureta. Incluso el volumen utilizado se daleupartir de una diferencia, pero es menor

gue la suma de las desviaciones estandar.

A.2.) Expresiones multiplicativas

Si Y se calcula a partir de una expresion det tipo

k ab

Y =000 donde a, b, ¢, d son cantidades medidas indegeachente y k
cd

es una constante, existiendo una relacion entredadrados de las desviaciones estandar
relativas:

0’5
S sF [s S P s F
agd = g+ 0O |+ |00+ Od

Y a d

El rendimiento cuantico de la fluorescengtjase calcula a partir de la expresion:

Intensidad de luz fluorescente (S = 2 %)
Intensidad de la luz incidente (S = 0’5 %)
Cte. del instrumento

= Abructividad molar (S = 1 %)

¢ = Concentracion (S = 0'2 %)

= Paso optico (S =02 %)

¢=0000 )k
kkE €

donde los parametros se definen como una estimdeidas desviaciones estandar relativas.

der=@+ 02+ 02+ 05 + D =23%
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Puede observarse que la d.e.r. del resultadorimals mucho mayor que la mayor de
todas las d.e.r., usadas para calcularla. Estorelimentalmente una consecuencia de elevar
al cuadrado las d.e.r., y explica una cuestion gneualquier esfuerzo por mejorar la
precision de un experimento, debe dirigirse a maejdat precision de los valores menos
precisos.

Cuando una cantidad se eleva a una poten&iagberror no se calcula como para
una multiplicacion (D), debido a que las cantidades implicadas norstependientes.

Entonces, si Y =:

S S
0

A.3.) Otras funciones

Si Y es una funcion general de X (Y Ax)) la S de X e Y, estan relacionadas de la

siguiente forma:

Ejemplo:

La absorvancia de una muestra estd dada por=A- log (T), siendo T la
transmitancia. Si el valor medio de T = 0’501 cor= $'001, calcular A y su desviacion
estandar.

A =-1log 0’'501= 0’300

dA -loge - 0434 - 0434
00 = 000 =0000 =0000 =-0866
dT T T 0’501
-log e -0434
or = | o7 |ODOO =| 0001 O OO || = 00008
T 0’50
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Es importante observar que para este método ex@etal se pueden encontrar las

condiciones para que sea minima la d.e.r.

10004 1000+t log e
der.deA=0000 =000000
A TlogT

Ejemplo:
La ecuacién de Nerst aplicada a un analisis paier@trico es la siguiente:

 E = potenaal electrodo

RT
E=E°+ |000 |Inc E° = potencial estandar del ion que
nF se determina
T = T2 absoluta
< n = n°déa@ue participan en la
semicélula
c = [ ]delion
R = Cte. de los gases
F = Faraday
e

Obtener una expresion para la d.e.r. de la [ psigmdo que T2 = 298 K y que no

tiene error. Calcular lad.e.r. sin =1y la S£E)001 voltio.

c = exponencial {40 n (E — E%)}

dc
OO0 = 40n - exponencial {40 n (E — E°)}
dE
Oc = 40 nog - exponencial {40n (E—-E°%F 40n - c o
O¢ 40 nog (%)
Lad.er.decsera=100:0 = 100000000 =
c c

= d.e.r. (c)= 100 JO'001 J40 = 4 %

2.6.2. Propagacion de Errores Sistematicos
Se distinguen grupos en funciéon de cémo se calelleesultado final. El error

sistematico y la desviacion estandar de un resulss calcula mediante ciertas reglas

sencillas:
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B.1.) Combinaciones lineales

Si Y se calcula a partir de cantidades mediadasndasala expresion

y =k + ka + b + .., ylos errores sisteméticos de a, b,.se calculan como

incrementos4a, Ab, ...) podemos decir que:

Ay = kyha + kyAb + k. Ac + ...
El error sistematico total puede ser a veces (@ ree usa una balanza con un error de
— 0’01 gr para pesadas utilizadas en la preparatgmna disolucion estandar). Puesto que el

peso del soluto se calcula por diferencia entre pesadas, se eliminan los errores
sistematicos.

B.2.) Expresiones multiplicativas

ab
Si Y se calcula de laforma y =[Kkl O , el error sistematico relativo sera:
cd

Ay Aa Ab Ac Ad
o =00 +00 +00 +00
y a b c d
Si se trata de una potencia:

Y = W', error sistematico relativo seréa:

Ay Ab
0d =n0O0
y b

B.3.) Otras funciones

Para y =f(x), el error sistemético sera:

dy
Ay = Ax O 0
dx

TEMA 3:
ANALISIS INSTRUMENTAL: CALIBRACION
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1.INTRODUCCION

Los métodos analiticos se suelen clasificar en:

1. - Meétodos clasicasen los métodos clasicos de analisis cuantitatisccantidad
de analito se determina por medidas gravimétricasvalumeétricas que son
ideales para analisis de alta precision, especiahtee cuando se analiza un
namero pequefio de muestras que son necesarias paanalisis de materiales

estandar.

2. - Métodos Instrumentalesitilizan un instrumento mas o menos complejo para
evaluar una propiedad fisica o fisico-quimica dé&tema objeto de analisis. Esta
definicion es un poco ambigua, pues no existe ning@nalisis quimico
gravimétrico o volumétrico que no recurra por unaafie al examen de una
propiedad fisica como la precipitacion, cambio ddumen, y por otra parte que
no emplee algun artificio experimental (buretas).d@mas actualmente la
instrumentacion se utiliza también para otras muchdines, entre los cuales
cabe destacar aquellas que conducen a la morfologiaestructura de las

moléculas.

En definitiva, las técnicas instrumentales implicgror una parte el estudio tedérico
de los principios fisicos y fisicos-quimicos de losétodos utilizados, asi como el
conocimiento de tamafio, forma, estabilidad y estura de las moléculas; y por otra parte
implican la descripcion y conocimiento de los conmgotes basicos de los instrumentos

empleados.

2. GRAFICAS DE CALIBRACION EN ANALISIS INSTRUMENTAL

Segun la ISO (International Standar Office), la Ghracion se define como el
conjunto de operaciones que permiten establecer eeterminadas condiciones
experimentales, la relacién existente entre losorak indicados por el aparato, con los
valores obtenidos en la medida de un valor conocido

El procedimiento operatorio en analisis instrumextpara la calibracion es:

El analista prepara una serie de muestras (5 6coh [ ] conocidas de analito, y las
mide en el instrumento en iguales condiciones y wdgmente medird las muestras

problema. De esta manera, a partir de la sefial olde para cada patron de [ ] conocida
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se construye la gréfica de calibracion, y a parte ella se obtiene la [ ] de analito en las
muestras problema.
El procedimiento anterior generalmente presentaiaa preguntas estadisticas:
- a*) ¢Es lineal |la grafica de calibracion?, y si esrga ¢,qué grafica tiene?
- Teniendo en cuenta que cada uno de los puntos dgriica esta sujeto a
errores, ¢.cual es la mejor recta que pasa por gaastos?
- Suponiendo que la calibracion es lineal, ¢ cualesidos errores estimados y
los limites de confianza para la pendiente y la erdida en el origen?
- Cuando la gréfica se usa para el analisis de una estra problema, ¢cuales
son los errores y los limites de confianza para yngdeterminada?
- ¢Cual es él limite de deteccion del método, esrdéximenor [ ] de analito

que se puede detectar con un nivel de confianzalpterminado?

Antes de abordar estas cuestiones debemos comsatgrectos sobre el
trazado de las graficas de calibracion:

a.) Es esencial que los patrones de calibracion rbel intervalo completo de [ ]
requerido en los analisis en los que se encontratas muestras problema.

b.) La [ ] de las muestras problema se calcula paterpolacion, a excepcion del
meétodo de la adicion estandar, que se hace poragpdtacion.

c.) Es importante incluir una muestra en blanco éa curva de calibracion. Esta
muestra no contiene ningun analito, pero si conteela misma composicion que las otras
muestras estandar de referencia, y esta sujeta amlama secuencia del proceso analitico.
Su respuesta en la medida podria ser cero, peroipgurezas de reactivos u otras causas
puede no ser asi.

d.) La curva de calibracion se representa siempaom la respuesta del instrumento

en el eje de ordenadas y la [ ] de los patrone®keje de abscisas.

Tres de las técnicas de calibracion mas cominmesatgas son la curva o
grafica analitica, el método de las adiciones estary el método de

estandar interno.

2.1. Curva o gréfica analitica
En esta técnica se prepara una serie de solucioestandar que contienen [ ]
conocidas del analito teniendo en cuenta los puntostes sefialados. Dichas soluciones

deben cubrir el intervalo de [ ] de interés, agingo tener una composicion matricial tan
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parecida como se pueda a la de las soluciones denhestras problema. También se
analiza una solucion en blanco de fondo.

Las respuestas netas de cada solucion estandaranda de fondo se representan
frente a las [ ] de las soluciones estandar a fie obtener la grafica de calibracion.

Generalmente hay una relacion lineal entre la sef@alitica Y, y la[ ] X. Por ello,
los datos se ajustan a una recta por el método denimmos cuadrados, es decir,
minimizando la suma de los cuadrados de los resglYo

Una vez establecida la grafica de calibracion seeda obtener la [ ] de analito en

cualquier muestra problema por interpolacion delleaen dicha recta.

2.1.1. Coeficiente de Correlacion momento-producto

Aqui se analiza el primer problema planteado erpl@gunta anteriora*.

Supongamos que la representacion de una lineaadoina la expresién y = b x +
a, los puntos individuales sobre la recta los daaremos como (% 1), (X2, Y2), etc., siendo
él primer punto el blanco. Hgllanco

La media de los valores de x la denotaremrsy la de y serdy , asi que el
punto
( X,y ) se conoce como centro de gravedad de todoguatos.

Para estimar si los puntos experimentales se ausa una recta, calculamos el
coeficiente de correlacion que viene dado poryRiene la siguiente expresion:

2160 -%) 6 - V)¢
r = 0000000oon -1 <r<+1

1% =X % - Y]/

En quimica analitica, normalmente r es > 0'98jendo relativamente poco
comunes los valores de r<09.

Es importante no despreciar cifras decimales dumtos calculos, como se muestra,
aunque dos puntos de desvien de la mejor rectavadr de r es muy proximo a 1, sin
embargo, se obtendra un valor de r que en algsiitosos sera proximo a 1, aun cuando
la representacion no sea lineal, por tanto siemps necesario representar la curva de
calibracion.

Por otro lado, un r =0 no significa que X e go estan relacionadas, sino que no
estan linealmente relacionadas, los valores de obtenidos en el analisis instrumental son

generalmente muy altos, de manera que un valor aido junto con la propia grafica de

-33-



Tema 1: Metodologia Analitica Analisis Instrumental |

calibracion suele ser suficiente para asegurar ahadista que ha obtenido una relacién
lineal util.

En ocasiones se obtienen valores de r mas ha@ndo necesario utilizar una
prueba estadistica para establecer si r es realt@esignificativo. El método mas simple es

calcular un valor de t usando la ecuacion:

0m —2P°
t=0000o0
13%
Este valor esta tabulado y se compara usando nuedg t de dos colasy n — 2
grados de libertad.

Si t (calculado) es mayor que t (tedrico), se geeasegurar que existe una
correlacion significativa. También se pueden calaullos limites de confianza de la
pendiente y la ordenada en el origen, y compararegestos parametros estan incluidos

dentro de estos limites.

2.1.2. Calculo de la Recta de Regresion de Y skbréY/X)

Supone obtener la mejor recta a través de los pgntle la grafica de calibracion.
Hablamos de regresion entre estas dos variablesgya aceptamos que las desviaciones o
errores se producen en una de ellas, en este casé,ly que en la otra variable posee un
valor fijo y no sometido a error. En el caso en gqambas variables estén sometidas a error,
hablariamos de correlacion entre ellas.  (Transparencia)

Aceptando que las desviaciones solo se producetasries, la recta buscada sera
aquella que minimice las desviaciones o residuo#fefgncia entre el valor real y el
calculado) de la variable Y, entre los puntos expegntales y la linea calculada.

Como los residuos de Y algunas veces serdn negsityvotros positivos, se intenta
minimizar la suma de los cuadrados de los residuBsto explica el uso del término de
minimos cuadrados para este procedimiento.

La recta buscada pasa por el centro de gravedaduypendiente y ordenada en el

origen seran:

2% =) 6 - )¢
b=00000oooon &y —-bx

Z(S(i —_X)
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La forma de la recta calculada se conoce como aei¢ regresion de Y sobre X.
Ejempla
Calcular la pendiente y la ordenada en el origerarp los datos: (Datos en

transparencia=?)

2k =x)6-y) = 2162

X% - xf =112
X =6
y =131
216°12
b=000 =193
112

azy-bx = a=182

y = 1'93x +1'52

Errores en la pendiente y ordenada en el origen
La recta de regresion calculada se utiliza paraiesr la concentracién de las
muestras problema por interpolacion, y quiza tambipara estimar el limite de deteccién
del método. Por ello son importantes los erroresaibrios en el calculo de la pendiente y la
ordenada en el origen. La desviacion estandar depkndiente y ordenada en el origen,

tiene las siguientes expresiones:

ox
S =000o0oon
&x -x)?1"°
0’5
2'X
S =Sw | oooooo
B(x =%
TG -9F
x = ooooo
n-2
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/3\/ = puntos sobre la recta de regresion calculadarrespondientes a los valores de
X, es decir, los valores de Y ajustados. £l valery para un valor de x dado, se calcula a
partir de la ecuacion de regresion. Los valores®ley S se pueden utilizar para estimar los
limites de confianza para la pendiente y la ordemaén el origen. Asi, los limites de

confianza para la pendiente vienen dados por:

b=+#tS t- se obtiene para un nivel de confianza
deseado

y n—2 grados de libertad.

De manera similar, los limites de confianza pardrdenada en el origen son:

a=#tS

Ejemplo:
Calcular los limites de confianza y la desviaciost&éndar para la pendiente y

ordenada en el origen. (Datos en la transparenc¥)

0'9368) °°
Sk =| 000 | =04329
5
X% - xf =112
Six 0'7329

S =Uﬂﬂﬂﬂﬂg =0000 = 00409
(X (x =%F) °° 12

n-2=5
t=257 = b =193 # 2’57 /00409 =
95 %

= b =193 #0011

%% = 364
ZXZ 05
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S =Sw 000000 = 02950
nX (x —xf

a =152 # 25702950 = a =152 #+ 0’76

Célculo de la Concentracion
Una vez determinadas la pendiente y la ordenadaetnorigen en la recta de
regresion, el facil calcular el valor de x corngsndiente al valor de y medido. Sin
embargo, cuando necesitamos estimar el error en waacentracion calculada utilizando
una recta de regresion, el problema se complica, yi@e tanto la pendiente como la
ordenada en el origen estan sujetas a error.
La determinacion del error en la concentracion eadtante compleja, y en muchos

casos se utiliza la siguiente férmula aproximada:

0’5
W | 1 1 dy y)°
S = OO0 |00 +00 +0000000
B m n b (x —%)?

Yo = valor experimental de y a partir del cual se detenanel valor de la[ ] de x

Sx = desviacion estandar de.x
m = n°de lecturas para obtener el valor dg Y
n = n°de puntos medidos para el calibrado.
Sim=1: 05
W 1 &Yy
S = 000 |1+0 +0000000
b n B X -%?

Los limites de confianza pueden calcularse como:
Xo + tSx - para n—2 grados de libertad

Los resultados mas precisos se obtienen cuangdignde ay.

Si deseamos mejorar (reducir los limites de confza), podemos proceder de dos
maneras:
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1)

2)

Ejercicio:

Realizando m medidas para el valor de ,yy utilizando el valor medio
de esas m medidas en el calculo de. Pe esta manera, el primer
sumando disminuye. Por ej.. Si el valor de, y= 13’5 se hubiese
calculado como media de y determinaciones, losités de confianza
serian: 6’21 # 0’36 para (Sy = 0'14) frente a 6’21+ 0'62 para (S¥
=0'24).

Sin embargo, si se realizan muchas mediciones rielaest en el
supuesto de que se disponga de muestra, se genechomas trabajo y

se obtiene solo un beneficio adicional.

Aumentando el nimero de puntos de la recta de regie en la etapa de
calibracion. El efecto de n sobre los limites d®nfianza y la
determinacion de [ ] es mas complicada, ya quemads de afectar al
segundo sumando en la ecuacién de ,Sinfluye en el valor de t.
Ademas es necesario tener en cuenta que el usordgran nimero de
muestras de calibracidon supone un trabajo extra saterable, pero por
otra parte no es adecuado usar pocos puntos yaenutences el cociente
1/n aumentaraalavez que n—2 disminuyawnente t, de manera
gue se incrementan los limites de confianza. (Lamal es utilizar entre

6 — 8 puntos).

Calcular los valores deyy los limites de confianza a partir de los siguies datos:
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2.2. Método de adiciones estandar

Se utiliza cuando es imposible suprimir interfergas fisicas o quimicas en la
matriz de la muestra.

Supongamos que un analista desea determinar aédetilsalicilico en una aspirina
comercial. Si utilizamos este método, podria realizina calibracion con disoluciones
acuosas de acetilsalicilico, y utilizar la gréaficale calibracion resultante para la
determinacion de la [ ] del analito en la muestpaoblema.

Sin embargo, utilizar soluciones puras para estt®sr la grafica de calibracion,
solo es vélido cuando no existen efectos matriz, degir, no se produce aumento o
disminucién en la sefial correspondiente al analitdebido a la presencia de otros
componentes en la muestra.

Una primera solucién a este problema podria sealrgar la calibracién afiadiendo
cantidades conocidas de analito a una disolucion @emposicion semejante a la muestra
problema, pero exenta de analito. Sin embargo, ediolucion en la mayoria de los casos
no se puede conseguir.

Otra solucioén consiste en realizar todas las medidgobre la muestra problema, esto
se consigue usando el método de la adicién estandzste método consiste en tomar
volumenes iguales de problema, afadir a cada une peparado cantidades distintas de
analito, excepto a una de las muestras, y finalmemiluir todas las muestras al mismo
volumen final. Seguidamente se determinan las seSalinstrumentales para cada
disolucion y se representan los resultados. La ésaBe concentracion (x) se define con las
[ ] de analito agregadas a las soluciones muestar tanto, la [ ] desconocida esta dada
por el punto en el cual la linea extrapolada corséheje X, es decir, el valor de x para y =
0. Este valor es igual a la razén de la ordenadaedrorigen y la pendiente de la recta de

regresion establecida por minimos cuadrados(Transparencia- Fig. 5.9.)

a y b estan sujetos a error, asi el valor calcwguhra la [ ], también lo estara. Pero
en este caso el resultado no se obtiene a partim#elidas de una sola muestra, por lo que,
la desviacion estandar del valor extrapolado seccdd de la siguiente forma:

0’5
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ve 1 Y
S = OO0 O +00000000
b n B 3 (x —x)?

Puede observarse que al aumentar n mejora lasignedile la cantidad estimada,
siendo necesarios al menos 6 puntos en un exg@ionde este tipo. Ademas se mejora la
precision maximizando esta cantidad, por lo queintdrvalo de [ ] a cubrir por las
disoluciones de calibracion debe ser lo mas angugible. Los limites de confianza para la [
] vendran dados por:

Xg + tSx

Ejemplo:
La[ ] de Ag en una muestra de derechos fotogeaB se determind por absorcion

atomica por el método de desviaciones estandarmibndose:

[Ag adicionadal mg/ml 0 5 10 15 20 25 30

Abs. 0'32 071 0’52 0’60 0’70 077 0'89

Obtener la [ ] de Ag, los limites de confianza% % de esta [ ].

2l =X (v =)
b= JO00000000 = 00186

X (x =)
a
a=y -bx =03218 o0 =173 mg/mi
b

Limites de Confianza:

Zy-yy )%
Syx =|\0O00000
n-2
y = 06014

J (x =%)*> = 700

0’01094 1 (06014
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Se = OO0O00 0O + 00000000 = =
0'0186 7  (00186§ - 700

Sx = 0749
x = 173 + 257 - 0749 =
n-2=25
t = 2'57 = X = (17,3+ 1'9) mg/ ml
95 %

Aungue este método es una forma de evitar los efede interferencia causados por
la matriz, tiene dos desventajas:

12)) Es un método de extrapolacion, y por tantamas preciso que las técnicas de
interpolacion.

22)) Es dificil de automatizar, y requiere de meg® cantidades de muestra.

2.3. Método de Estandar Interno

Una cantidad fija de una sustanda/mjmandmnerno), se afade tanto a las
soluciones muestra como a las soluciones estanddr.estandar interno debe ser una
sustancia similar al analito con una sefal facilmen medible y que no interfiere con la
respuesta del analito.

Después se determinan las respuestas del analdelyestandar interno, y se calcula
el cociente de las dos respuestas. De esta mases® varia algun parametro que afecte a
las respuestas medidas, dichas respuestas del @nglidel estandar interno, deben ser
afectadas por igual. Por tanto, el cociente de nesgtas depende solamente de la
concentracion de analito.

Una representacion de la relacion o cociente despegestas analito a estandar
interno como funcién de la [ ] del analito, da ungrafica de calibracion cuyo ajuste se

hace por minimos cuadrados:

Respuesta analito

ooooooooo
Respuesta e. internp
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[analito]
ooooooo
[estandar interno]

3. PARAMETROS CARACTERISTICOS

3.1. Limites de deteccion y cuantificacion

En términos generales se puede definir él limite dieteccion de un analito, como
aquella [ ] que proporciona una sefal instrumentsignificativamente diferente de la sefal
de una muestra en blanco, o la sefial de fondo.

“Significativamente diferente”, da al analista un len margen de libertad para
establecer la definicion exacta del limite de defién. De hecho, en la practica existe poco
acuerdo entre los Organismos Oficiales sobre esteendo.

Una definicion aceptable de limite de detecciénedoa sido sugerida recientemente
por organismos de EEUU, es que Binite de detecciores la cantidad de analito que
proporciona una sefial y e igual a la del blanco miées veces la desviacién estandar del

blanco:

Yo =% *+33

El limite de cuantificacion o determinaci@onsiderado como el limite de [ ] mas
bajo para mediciones cuantitativamente precisasdséine como la cantidad de analito que
proporciona una sefal y e igual a la del blanco mdiez veces la desviacion estandar del

blanco:
Yo = % + 103

En la préactica, cuando se trabaja con una recta gresion convencional, se puede
usar la desviacion estandar de residuog, 8n lugar de §, y se puede emplear el valor de A
= (0,0) como una estimacion de la sefial correspamieé al blanco. Una vez obtenido el
valor de y obtendremos la [ ] correspondiente iahite de deteccién o cuantificacion, a

partir de la recta de calibrado.

yLD:)ﬁ+3$\ a+3«=bx+a

Yo = a + 3§« (@ + 3p, - a) 3 Six
X=00000000 =0o0o0n

y =bx + a b b
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Ejemplo: Estimar los limites de deteccién para eehinar la fluorescencia del
ejemplo anterior:
a =y =152+ 030

b = 193+ 004

r = 09989

Sx = & = 0433

Limite de deteccién (bp) = 0’67 pgr / ml

S = 025

3.2.Rango lineal

El intervalo de [ ] en que es aplicable un métodoalitico va desde el limite de
cuantificacion hasta la[ ], a la cual, la curvde calibrado se desvia de la linealidad. En el
limite de cuantificacion, la desviacion estandar laéva de las medidas es de

aproximadamente un 10 %, y disminuye con rapideamrdo aumentan las [ ].

3.3. Sensibilidad
La sensibilidad de un instrumento o método se defioomo, su capacidad para

discriminar entre pequeinas diferencias en la [ pdin analito. La sensibilidad viene
limitada por la pendiente de la curva de calibrani§ la reproducibilidad o precision del
sistema de medida, de manera que para dos métodestengan igual precision, el que
presente mayor pendiente en la curva de calibracg@ma el mas sensible, y viceversa.
La IUPAC, define la sensibilidad como la pendiedie la curva de
calibracion a la [ ] de interés. Como la mayoedas curvas de calibracion
son lineales, en ellas la sensibilidad de calildra€s independiente de la [
], e igual a la pendiente de la recta de calibrado.
Mandel y Stichler, definen la sensibilidad analiica una determinada [ ], teniendo
en cuenta la precision, como:
b m b = pendiente
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y=00 0 y=00 donde
S S S = desviacion estandar de las
sefales

3.4. Selectividad
La selectividad de un método analitico durante etado de ausencia de
interferencias, debidas a otras especies contenelata matriz de la muestra.
Desafortunadamente, ningun método analitico esta tatmente libre de
interferencias, y con frecuencia deben realizargstohtas operaciones para eliminarlas.
Consideremos una muestra que contiene un analito, asi como dos especies
potencialmente interferentes (B y C), encontrandase[ ] G, Cs, Cc, con sensibilidad de

calibracion: ma, mb, mc. La sefial medida en el inshento vendra dada por:

S=maG+mbG + mcG + S

Blanco

Se define el coeficiente de selectividad de B especto de A, como:

ms
KB,A= oo
M
El coeficiente de selectividad nos da la respuasiativa del método para la especie
B cuando se compara con A.
Anélogamente, el coeficiente de selectividad deo@ especto de A, sera:

me
KC,A =00
M

Si sustituimos en la ecuacion anterior estos ciegfies, obtenemos que:

S=m(Ca +Kga- G +Kca - &) + S

Los coeficientes de selectividad pueden variar @8den ausencia de interferencias
hasta 1 6 mas. Un coeficiente sera negativo sifteiferencia causa una reduccion en la
intensidad de la sefal del analito y a la inversa.

Los coeficientes de selectividad son parametroscdiédad Utiles para describir la

selectividad de los métodos analiticos, pero sotopgsados.
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Ejemplo: Andlisis por mininos cuadrados de datocaléracion para la

determinacion de Plomo, basada en el espectro dsiéende llama,

condujo a la ecuacion:

obteniéndose:

y=112 Gp+ 0’312

[Pb] ppm N° de replicas y S
10-0 10 11’62 0'15
1-0 10 1’12 0’025
0-00 24 0'0296 0’0082
Calcular:

a) Sensibilidad de la calibracion.

b) Sensibilidad analiticaa 1y 10 ppm de Pb.

c) Limite de deteccion.

a) Sensibilidad = pendiente ==> m = 1'12

b) Para 10 ppm de Pb:

b 112
y=00 =000 = y=75

S 0'15

Para 1 ppm de Pb:

0'0296 + 3-00082 = 0’054

y—a

1’12
y=000 = y=45
0'025
C)y=%+33
y:
y=bx+a =

X =000 =
b
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La[ ] en el limite de deteccion es x = 0'02%pm de Pb

3.4. RELACION SENAL - RUIDO

La sefal analitica puede dividirse en dos partaga causada por él / los analitos y
la otra, por los componentes de la matriz de la rsime y por la instrumentacion usada en
la medicién. En este dltimo, parte de la sefial senece como ruido, y constituye
informacion no deseada, ya que degrada la exactifugrecisién del analisis, a la vez que
aumenta el limite de deteccion. El efecto del ruidobre la sefal consistente en una parte
del registro gréafico de una pequefa sefial de canteecontinua. Fig. 4.1)

En la mayoria de las medidas, el valor promedio ldesefial correspondiente al
ruido se mantiene cte., y es independiente de lagni@d de la sefal total. Asi pues, el
efecto del ruido sobre el error relativo de una nidsl aumenta a medida que baja el valor
de la cantidad medida. Por esta razon, para desciié calidad de un método analitico o el
funcionamiento de un instrumento, la relacién sefial ruido es un parametro de calidad
mucho mejor que el ruido solo.

Para una sefial cualquiera, la magnitud del ruidee sdefine como la desviacion
estandar del valor de la sefial medida, mientras daaefnal viene dada por la media de la

medida.

Media 1 X
SIN= OJOooo = gogoog = ooo
d D.E.R Sd

desviacion estandar

Como norma general, la deteccion cierta de una @efinediante un sistema visual
resulta imposible cuando la relacion sefial —ruidgs <26 3.S/N<2063

Ej. Fig. 4.2

S/N=4;3 S /N =43, Mejor.

Conforme la [ ] disminuye hacia el nivel trazal, groblema de distinguir las sefales

respecto al ruido, se hace cada vez mas dificilglee ocasiona una disminucién en la
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exactitud y precision de las mediciones a la vez e aumenta el limite inferior de la

cantidad de analito que se puede detectar.

Un aumento en la relacién sefal — ruido, generalnte indica una reduccion del

ruido, y por tanto, una medicion mas deseable. Ldgs métodos principales para la

reduccion del ruido, es decir, el aumento en lala®én sefal — ruido en analisis

instrumental son:

En primer lugar, mediante el uso de dispositivogaltonicos como filtros,

para procesar sefiales mientras pasan a través dstrimento o detectores
sincronicos que atendan el ruido sin afectar de neaa significativa a la

sefial analitica.

Se puede hacer un posterior tratamiento matemata® los datos, con un

software adecuado, que permite extraer las sefidegntornos ruidosos.

TEMA 4:

INTRODUCCION A LOS METODOS
ESPECTROSCOPICOS DE ANALISIS

4.1. INTRODUCCION

Para la determinacion de un analito hay métodasiods y métodos

instrumentales. Estos ultimos tienen unas vensajbee los primeros:

1.) Permiten realizar analisis dificiles o impdssopor los otros métodos
con una elevada selectividad y sensibilidad. Adenmdigntras en los
métodos clasicos solo podemos determinar un ar@ditcandlisis, en los
instrumentales podemos determinar simultaneameartesvanalitos en un

analisis.

2.) Suelen ser mas rapidos y baratos que lascok Es facil la

automatizacion de estos métodos instrumentales.

3.) Los instrumentos analiticos pueden coneetarsrdenadores, lo

gque permite un 6ptimo control del instrumento y ejamle datos.

4.) Desarrollo de instrumentos inteligentes.

-47 -



Tema 1: Metodologia Analitica Analisis Instrumental |

A partir de ahora solo vamos a hablar de métaukisuimentales.

Estos métodos tienen ciertas desventajas:
1.) Requieren ser manejados por técnicos experto

2.)) Es necesario una calibracién previa del pmuEsta calibracion
previa se hace a base de métodos quimicos, panaola exactitud del
método instrumental depende de la exactitud delodeétquimico
empleado.

Esta calibracion suele ser cara.

Existe una gran cantidad de técnicas instrumentdistas pueden

clasificarse en:

- Espectroscopicas

- Electroquimicas

- Cromatogréficas

- Acopladas o conjuntadas

- Diversas

4.2. METODOS OPTICOS: DEFINICION Y CLASIFICACION
Los métodos oOpticose definen como aquellos que miden la radiaciéon
electromagnética que emana de la materia o iniereeccon ella.

Los métodos oOpticos se dividen en:

1.) Métodos Opticos espectroscépicos: se basan en thdanele la intensidad y
longitud de onda de la energia radiante. La caiigtit&a comun a todos ellos es
gue se basan en la medida de espectros. Estosebaosl a transiciones entre
estados de energia caracteristicos.

Son los métodos mas utilizados donde el mecanisgmexttaccion es la absorcion

0 emision de la radiacion.

2.) Métodos Opticos no espectroscopicos: se basanaimteraccion entre radiacion
electromagnética y la materia que produce comoltaeku un cambio en la

direccidn de las propiedades fisicas de la radiagiéctromagnética.
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En estos métodos los mecanismos de interaccidnlasaaflexion, refraccion,

difraccion, dispersion, interferencias, polarizacila dispersion refractiva.
Los métodos espectroscopicos van acompafados ekpaatro.

4.3. PROPIEDADES DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

Radiacion electromagnéticapropagacion de la energia en el espacio
sin soporte de la materia por medio de ondas tesisales.

Clasicamente el comportamiento de la luz se h@ébuido a su
naturaleza ondulatoria, pero hay fenomenos (alisomiemision) que no
pueden explicarse con la teoria ondulatoria y qgeieren que la radiacion
se comporte como pequefios haces de energia, &s asub particulas
llamadas fotones.

En la practica, la mayor parte de la radiacion eteemagnética no esta polarizada,
es decir, presenta vectores eléctricos y magnétimosodas las direcciones perpendiculares
a la direccion de propagacién, aunque para explicka interaccion de la radiaciéon
electromagnética de la materia puede utilizarse tarel componente eléctrico como el
magneético. (Resulta mas facil representar el compnte eléctrico, y con él vamos a
trabajar).

Parametros Ondulatores

- Amplitud de una onda sinusoide: longitud dedtae eléctrico en
el maximo de la onda.

- Periodo de la radiacion: tiempo en segundoscasario para el paso de dos
maximos 0 minimos consecutivos por un punto fijd dspacio.

Los diferentes tipos de radiacién electromagnétsmacaracterizan generalmente por
su longitud de onda o su frecuencia:

- Longitud de onda A):longitud de un ciclo o distancia entre dos maxis@

minimos consecutivos.

- Frecuencia ¢): numero de ciclos que pasan por segundo por umijaufijo.

La longitud de onda y la frecuencia se relacionarediante la expresion:

V [J - velocidad de propagacion del medio
A=00
v
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Si es en el vacio, la velocidad en el meskria igual a la velocidad de la luz

(c = 3:16° m/s):

Es importante sefalar que la frecuencia es la Gaicaracteristica verdadera de una
radiacion dada, ya que viene determinada por lariteey permanece invariable.

Por el contrario, la velocidad de propagacion ylngitud de onda, dependen de la
naturaleza del medio de propagacion.

En el vacio la velocidad de la radiacion electronmégica es independiente de la
longitud de onda, y alcanza su valor maximo. La racion electromagnética se mueve en el
vacio con una velocidad de 2'9979'i@m / s.

La velocidad de la luz en el aire difiere un 0’03 ée la velocidad de la luz en el
vacio, por lo que se puede aproximar a:

c
A=00
%

En lugar de expresar la frecuencia en ciclos Mg 6 ', se utiliza frecuentemente el
numero de onda %) que es el inverso de la longitud de onda. Comdolagitud de onda se
expresa en cm, el nimero de onda se expresara eh cm

El nimero de onda representa el nUmero de onda® duay por centimetro, y es

directamente proporcional a la frecuencia:

C 1 v
A=00 [ ==00 = ==00 =|v=c=
v A C

Dualidad onda-particula de la radiacién
Hasta ahora hemos comentado la naturaleza ondut&o de la radiacion
electromagnética. Sin embargo, existen ciertos fler@mos como el efecto fotoeléctrico, el
efecto Compton 0 la distribucion espectral del cpemegro, que requieren que la radiacion
sea considerada como un flujo de particulas o caspulos. Esta teoria fue establecida
finalmente por Newton, y la controversia entre deeres de ambas teorias se prolongo
hasta principios del siglo XX. El dilema fue restelpor Max Planck que en 1.900 unifico

ambas teorias. Para ello Planck consideré que lamgia de las particulas en movimiento
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térmicamente excitadas, esta cuantizada, es degie Unicamente estan permitidas ciertas
energias. Posteriormente supuso que cuando un Bist@asa de un nivel de energia a otro
de menor energia, se emite un cuanto de energiqug esta energia esta relacionada con

la frecuencia de la radiacion emitida, mediante:

hc AE - Energia del cuanto de radiacion.
AE =000 = hvy A - Longitud de onda de la
radiacion. I
A Vv - Frecuencia de la radiacion.

h - Cte.de Planck = 6'624-10Hz / s

La ecuacion de Planck unifica las dos teoriasugarglaciona la energia de un cuanto

de radiacion (concepto corpuscular), con la frecizetie la radiacion (concepto ondulatorio).

4.4. ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

Abarca un intervalo enorme de longitudes de ondeeguencias. Sin embargo las
zonas de separacion entre las regiones no estdexstias de un modo rigido.

El espectro de la figura 5.1. esta casi completa,que le faltan algunas regiones
gue estan en los extremos. En el extremo de altargia se han omitido los rayos cosmicos
que son Mas energéticos que los rayo&n el extremo de baja frecuencia se ha omitido la
longitud de onda perteneciente a los generadoresagiente.

Las divisiones son funcion de los métodos que sxigan para generar y detectar
los distintos tipos de radiacién, siendo la regidisible del espectro (percibida por el ojo

humano) muy pequefia en comparacion con otras regisrespectrales.

4.5. PRINCIPIOS EN LOS QUE SE BASAN LOS METODOS
OPTICOS NO ESPECTROSCOPICOS

Existen algunas formas de interaccion entre la fadion electromagnética y la
materia, que se explican considerando la luz commauonda. Algunas de estas
interacciones son el fundamento de un gran nimerm métodos analiticos, y la mayoria de
ellas juegan un papel esencial en el disefio deilstrumentos Opticos.

Métodos Espectroscopicos:

4.5.1. Refraccion
Base de la refractometria. Se define como el camieodireccion de la radiaciéon al

pasar de un medio a otro, pudiendo atribuirse a diferencia de velocidad en los dos
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medios. Siempre que la luz pasa de un medio a @ parcialmente reflejada y
parcialmente refractada o trasmitida.

La energia reflejada aumenta cuando la diferenciae drelocidad entre los dos
medios aumenta y esta es superior cuanto mayorlaahferencia de densidad entre los dos
medios.

Una ley de refraccion util, es la ley de Snell, gunelica que el cociente entre el seno
del angulo de incidencia y el seno del angulo ddraecion es una constante conocida
como indice de refraccion. Las mismas relacioneggen establecerse entre las velocidades
relativas de la radiacion en ambos medios: La védiad de la radiacion en un medio
determinado depende de su longitud de onda, de maee en la practica para establecer
los indices de refraccion con un criterio absoluse utiliza la linea D del sodio, y el medio
uno es la del vacio.

(589 nm)

Dado que la velocidad de la luz en el vacio es goastante, la definicion del indice
de refraccion absoluto vendra dada como c4 ¥ m. En la practica el medio uno es el
aire, por que B = Vaire / V2

El indice de refraccion (n) se utiliza con frecueiac para la identificacion de
sustancias. La razén por la cual las mismas permittescomponer la luz en funcién de sus
longitudes de onda, radica en que la velocidad deddiacion en un medio determinado
depende de sus longitudes de onda.

De n = \{/V, pueden deducirse que los mejores prismas serdndi® materiales
elevados (indice de refraccion elevados).

4.5.2. Reflexién

Se produce siempre que incide radiacion en lafagerentre dos materiales
de indice de refraccion diferentes. Si la superfies lisa, el angulo de
incidencia es igual al angulo de reflexion. Miestrgue superficies
irregulares dan lugar a reflexiones difusas coropnterésdesde el punto
de vista optico.

Se define reflexion como la refractancia o poderreféexion entre la
intensidad de la radiacion reflejada y la de laa@dn incidentes en la
interfase. Asi para un angulo de incidencia coénda refractancia (I) sera
mayor cuanto mayor sea el indice de refraccionnuedio dos, aunque

también interviene el medio uno:
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J (e — )’ | = intensidad reflejada
| = 00 D oo lo = intensidad incidente
H+Dr52\’ ) N, M = indice de

refraccion deI

L medio 1y 2.

Cuanto mayor sea la diferencia entre-m,) mayor sera la reflectancia.

Si m, = i, no se producira reflexion y si una superficieutieobjeto no
refleja luz esta es invisible, por tanto, los atgeinvisibles lo son cuando
estan rodeados por un medio de indice de refraddéntico al suyo

propio.

4.5.3. Dispersion
La turbidemetria y nefelometria se basan en la @ispon.

Cuando la radiacion electromagnética interaccionaorc particulas de pequefo
tamafo induce oscilaciones en las capas eléctridada materia y los dipolos asi inducidos
emiten ondas secundarias en todas las direcciort&s.este proceso parte de la energia se
emite sin cambiar su longitud de onda.

Se produce dispersion cuando las particulas tiertmensiones del mismo o menor
orden de magnitud que la longitud de onda incideyt@demas se encuentran en un medio
con indice de refraccion diferente al suyo propibet tamafio de las particulas ez 2 A
inicialmente se produce reflexidon y refraccion.

Dispersion de la luz por los gases se observa amirel y es la responsable del color
azul del cielo y del color rojo del sol en el ocaso

TABLA: Particulas que producen dispersion en divassregiones del espectro.

Dos tipos de dispersion:
- Dispersion RayleighEs producida por particulas cuyo tamafio es del 5 al
10 % de la longitud de onda de la radiacion incidenEste tipo de dispersion da lugar a
una distribucion de las intensidades de la radiacid@ispersada que es relativamente
simétrica en todas las direcciones.

Figura 1 — 10 (particulas pequefias)
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- Dispersion por particulas grandeSe produce cuando las dimensiones
de las particulas son superiores al 10 % de la limg de onda e inferiores a 3/2 de la
longitud de onda, ya que para estos ultimos valadesaparece la dispersion.

En este caso la distribucion de intensidad nolaga y se desvia en el mismo
sentido que la radiacion incidente.

Figura 1 —11.

4.5.4, Interferencias
Una onda puede describirse mediante una ecuacidrsoidal de la forma:

y = campo eléctrico

A = amplitud
y=Asend+6 —>» 6= angulo de fase

w~= frecuencia angular

wtambién puede escribirse como=2mw 2> y=AsenfZmwt+ 6)
Cuando n-ondas electromagnéticas que se difereraidrecuenciau), amplitud (A)

y angulo de fasedj, pasan al mismo tiempo por un punto del espaeipusde escribir que:

y=Asen (2ut+ @) + Asen@mrt+6) + ... + Asen @mn,t+ 6,)

siendo y el campo resultante.

Estas ondas interaccionan o interfieren de mode lguonda resultante es la
superposicion de las ondas originales. La intedsidia la onda resultante depende de la
diferencia de fase entre las ondas que interaationa

Figura 1l —12.

En esta figura se muestra la superposicién pasaddas de distinta amplitud pero de
igual frecuencia. Se superponen para dar una asidtante. Puede observarse que en este
caso se produce una interferencia constructivaegua maxima situacion que se produce
siempre qued; y 6, soniguales a 0 ° 6 bien 360 °, 6 multiplosreste

De igual manera una interferencia destructiva imaxse produce cuando la
diferencia 6, - 6,) sea de 180 ° 6 180 ° mas un multiplo de 360 °.

Las interferencias son la base de la interferdmetr

Un aspecto importante de la superposicion de omdasiste en que una onda
compleja puede descomponerse en componentes simplesnedio de una operaciéon

matematica denominada transformada de Fourier.
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Fourier entre 1768 — 1830 demostré que cualquiesvimiento periédico
independientemente de su complejidad puede deserilbnediante una suma sencilla de
términos seno y coseno por ejemplo la forma de aud@rada muy usada en electronica

puede describirse por medio de la siguiente ecoacio

1 1 1
y = Asen| But+ [0 sen6rv t+ [0 sen 10w t+ MM+ [ sen2mut
3 5 n

enlaque n toma los valores 3,5,7,9, 11,.13,

Una representacion grafica de este proceso sumamuestra en la transparencia
(figura 5 — 6)

En la parte:

a) la linea continua representa la suma de treasosihusoides con distinta
amplitud (5:3:1) y de frecuencia (1:3:5). Se obaegue la resultante empieza a aproximarse
al perfil de una onda cuadrada.

b) resultado de incorporar nueve ondas. Se aproxiasga una onda cuadrada.

Esta descomposicion es tediosa si se realiza rimaeng pero con un ordenador y un

programa adecuado se convierte en tarea de rutina.

4.5.5. Difraccion

Es un proceso por el cual un haz paralelo de rédiaglectromagnética se curva
cuando pasa por un obstaculo puntiagudo o a tidwéma abertura estrecha. Este fenomeno
es de gran importancia para la comprensiéon deetadijas y redes de difraccion usadas en los
instrumentos opticos. La difraccion se demuestra fegilidad en el laboratorio cuando se
generan mecanicamente en un deposito de agua, dadescuencia constante. Observando
las ondas antes y después de pasar a traves debarara o rendija. Cuando la rendija es
ancha en comparacion con la longitud de onda daftou la difraccidén es insignificante y
dificil de detectar. Sin embargo, cuando la lordjife onda y la abertura de la rendija son del
mismo orden de magnitud, la difraccion llega a is¢ensa. En este caso la rendija se
comporta como un nuevo origen a partir del cuabtedas se irradian en una serie de arcos de
cerca de 180 °, de manera que la direccion delefré@ onda parece como si se curvara al
pasar entre los bordes de la rendija.
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La difraccidbn estd relacionada con la interfererecicomo puede demostrarse
considerando el experimento realizado por Thomasui@ en 1800, en el que se demuestra
de modo inorgéanico la naturaleza de la luz. (Figuke— 7 y 5 — 8)

Cuando un haz paralelo atraviesa una rendijaficiorpequefio, se difracta e ilumina
casi por igual a las dos rendijas b y ¢ gqueprayximas entre si. La difraccion que sale de
estas rendijas se observa entonces en una pamtaba plano x — y vy si la radiacion era
monocromatica, se observara una serie de imagesegras y luminosas que son
consecuencia de la existencia de interferenciagrudésas maximas y constructivas
maximas.

La banda central presenta un maximo de intensida el punto B debido a que la
interferencia entre las ondas es maxima in la dicg@n €= 0, mientras que la interferencia
destructiva entre las ondas da lugar a minimos diensidad.

Esta difraccion de Fraunhober implica la utilizadn de lentes, las cuales se utilizan
en la mayoria de los trabajos Opticos. Si no selizdan lentes se emplea el término
difraccion de Fresnel.

En esta figura se muestra un diagrama de difraatide Frenchouse en el que puede
observarse la existencia de un maximo central enyAminimos en B, P,, Ps. El angulo al
cual aparece el minimo en la figura se puede calu& partir de la longitud de onda y la

anchura de la rendija:

A
Sen@ = 00

b
de manera que @ disminuye cuando la anchura de la rendija (b) aemta, o cuando la
longitud de onda AQ) disminuye. Se deduce que cuando la rendija esnge& en
comparacion con la longitud de onda, la difraccidro tiene importancia.
En los instrumentos Opticos en general presentamtajas utilizando Unicamente la
banda central de intensidad maxima, sacrificando p@quefia cantidad de energia de los

maximos secundarios.
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Anchura optima de rendija

Para obtener el maximo rendimiento al utilizar uprisma o una red de difraccion
para descomponer la radiacion electromagnética &s $ongitudes de onda, es conveniente
iluminar toda la cara del prisma o toda la longitude la radiacion.

Del estudio realizado se deduce que existe unahang Optima de rendija que
permite enfocar la banda central y la banda de maxi intensidad sobre toda la longitud
del prisma o la red.

Puede demostrarse que la anchura 6ptima viene dpda

2d A = longitud de onda
Poptica = L7000 — d = distancia entre la rendija y el prisma
w w = anchura del prisma que debe

iluminarse

4.5.6. Dispersion Refractiva
Separacion de un haz de radiacion en las longitddesnda que lo componen. Esta
separacion se puede conseguir mediante un prishzando el fendmeno de la refraccién o

mediante una red utilizando el fenédmeno de la clifém.

Dispersion mediante un prisma

Si una radiacion incide sobre un dieléctrico qosea caras paralelas, los rayos
gue emergen son paralelos a los rayos incidentesafbio, si las caras del material no son
paralelas cambiara la direccion del haz refractaolo segunda vez o emergente. Ademas
debido a que la velocidad de la luz en cualquiediméiferente al vacio depende de la
longitud de onda, cada componente de una mezclandéudes de onda seguira su propio
camino, y por tanto, el grado de desviacion dep@nde su longitud de onda, dando lugar a
la dispersion refractiva del haz.

La capacidad de un prisma para dispersar la radiage caracteriza con
frecuencia por su dispersion angular, que es urdidaele la separacion angular entre dos

rayos de luz que difieren en sus longitudes de endaa cantidad Ad

® JAS) 6, -6,
gd =404 =goog
d\ AN A2 — A1

Esto es valido sifAB y AN son pequefios.

También podemos expresar la dispersion angulaocom
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do o dn
g = 0] HEN
dA dn X

4.5.7. Polarizacion

La mayor parte de las fuentes de radiacibn produceperturbaciones
electromagnéticas en las cuales las vibracionedatevectores eléctrico y magnético tienen
lugar en todas las direcciones perpendiculares a daeccion de propagacion de la
radiacion, es decir, las direcciones de estos vasdase distribuyen igual en una serie de
planos centrados a lo largo de la trayectoria delzy tal como se muestra en la figura: 1 —
25 (dispersion de la luz).

Esta radiacion no polarizada puede representarsenddiendo hipotéticamente y
mediante una suma de vectores, los infinitos plamagccionales en dos planos principales
perpendiculares. La eliminacion de uno de los ddanms de vibracion resultantes, da lugar
a la luz polarizada en un plano.

La polarizacion es la base de la polirametria yldelispersion optica rotatoria.

Se puede obtener radiacion polarizada en un planedmante reflexion, dicroismo,

doble difraccion y dispersion.

4.6. TIPOS DE ESPECTROS Y MECANISMOS DE INTERAECIO
Todos los aspectos pueden dividirse en tres tippdamentales: de absorcién, de
emision y rama:
4.6.1. Espectros de Absorcién
La absorcion es el fundamento de métodos espegpices en todo el espectro
electromagnético.
El proceso de absorcién puede representarse de seadiblo:

*

X + hu - X

x*_,x+Q

La primera ecuacion engloba todos los procesosbdercion de importancia. La
segunda representa la disipacion posterior dedegénabsorbida, generalmente debida a la
colisién con otros atomos 0 moléculas. En genestal disipacion no se considera cuando se

estudian procesos de absorcion debido a que ledadnde calor liberado es generalmente
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despreciable. Sin embargo su consideracion es tamerpara comprender su espectro de
absorcion y para distinguirlo del de fluoresceryc@ de otros espectros.
Para que una radiacion electromagnética sea attaqrtr la materia deben cumplirse:
1°) Debe haber una interaccion entre el canm@otrieo de la radiacion
electromagnética y alguna carga eléctrica de kasais.
2°) La energia de la radiacion incidente aseleexactamente igual a la
diferencia de energias entre el estado fundamgmtad de los estados excitados de la especie
absorbente.
Si no se cumple la condicion 2, la energia sasntitida sin absorcion.
Por otro lado la energia o frecuencia del foté@dente para que pueda ser absorbido,
viene dado por la ecuacion de Bohr:

E = energia de la especie absorbente en el estadarfiental

E = estado permitido de energia superior

A.) Absorcion Atdmica

El paso de la radiacion policromética ultravioletavisible a través de un medio
constituido por particulas monoatomicas (Na, Hg) ldgar a espectros de absorcion
constituido por lineas definidas que correspondis &ransiciones de los estados de energia
permitidos del atomo.

La simplicidad de tales espectros se debe al pequnéiero de posibles estados
energéticos de las particulas absorbentes. As¢jporplo el vapor de Na presenta dos picos

agudos de absorcion muy préximos entre si en larretgl visible (589 — 589'7).
H_J

Picos: corresponden
a la excitacion del "edesde el 3s alos estados 3p, que difierenpoog en su energia.

B.) Absorcién Molecular

Los espectros de absorcion de radiacion poliatéreison mas complicados, ya que
el numero de estados de energia es mucho mayor ejugue corresponde a los atomos
aislados, ademas las transiciones electronicas greacompafadas de cambios simultaneos
en los estados vibracionales o rotacionales de laldéoula, de modo que se obtienen
espectros de bandas.

Este hecho puede explicarse mediante los diagram@siveles de energia. (Figura
1-6).
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Los niveles de energia principales n son los tegede energia electronicos, los
cuales solo se indica en la figura y se designam pbnumero electrénico n, siendo n =1,
2,3, ...

Asociados a cada uno de los niveles energéticog@hecos se encuentran
los diferentes subniveles vibracionales que segdasipor el numero

cuantico v = 0, 1, 2, 3,.... y cada uno de los niveles vilnrzaes se

encuentra subdividido en diferentes niveles rotad®s que se designan
por el nUmero cuantico rotacional=0, 1, 2,...

Esta representacion de la figura esta simplificagia que en realidad la difraccion
de energia entre los niveles energéticos electrosices muy grande, los niveles
vibracionales tienden a converger a energias elasdy por otro lado, los niveles
rotacionales tienden a divergir a energias elevadas

Las reglas de seleccién permiten generalizar quénsiciones estan permitidas y
cuales no. Algunas de estas reglas para moléculagkes lineales tienen lugar en:

1°) Las transiciones rotacionales puras solo paedtener lugar entre niveles

rotacionales adyacentes: Ar=+1
2°) Las transiciones vibracionales deben icompafadas de transiciones
rotacionales simultaneas: Av=+1 Ar=+1

3°) Las transiciones eléctricas van generalmemteompafadas de transiciones
vibracionales y rotacionales, aunque esto no estieggindible:
dn =41 Av=+1 Ar=+1

Segun acabamos de ver, el espectro electronicoienatsiempre superpuestos a las
transiciones electrénicas, transiciones vibracioral y rotacionales, dado que un gran
namero de moléculas que se encuentran en el esta@otronico fundamental se pueden
encontrar en estados vibracionales excitados, sedman obtener un gran numero de
transiciones distintas, pero de parecida energia.

Por esta razon, los espectros de absorcién en redi@es tanto en el ultravioleta

como en el visible, se caracterizan por presentarias ondas de absorcion.

4.6.2. Espectros de emision
Los espectros de emision se deben a un procesesgagactamente el inverso a la
absorcion:

X - X +h
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de manera que la sustancia pasa de un estadodexdkaelevada energia a uno de baja
energia y emite radiacion.

Pueden distinguirse tres clases distintas de poscde emision que definen como la
sustancia alcanza el estado excitado.

Emision del nacleo radiactivo

Los nucleos de las sustancias radiactivas natu@lproducidas por bombardeo de
neutrones, se pueden desintegrar de manera espamditiendo rayog y asi el espectro de
rayosy que se obtiene es caracteristico del nucleo emisor

Emision después de la absorcion de radiacion eleomagnética

La sustancia puede pasar de un estado excitadstado fundamental perdiendo el
exceso de energia en forma de calor. Sin embagmas sustancias pueden desactivarse por
otros mecanismos de emision como son la resondhmegscencia, fosforescencia:

Resonancia fendbmeno poco frecuente que tiene lugar cuand@tamo o

molécula que ha absorbido una determinada radiaciélve al estado fundamental emitiendo
radiacion de la misma frecuencia que la absorbieste tipo de emision se da casi
exclusivamente en sistemas con atomos aisladosrtuales no existe posibilidad de
choques con otra sustancia antes de la emisién.

Fluorescencia y Fosforescencison reemisiones de radiacion de longitudes de

onda superior, es decir, de menor energia quediacian absorbida. Esto es debido a que
parte de la radiacion absorbida se pierde genendénpor desactivacion vibracional antes de
la emision.

En la fluorescencia el tiempo transcurrido en&ralsorcion y emision de radiacion
oscila entre 18 y 108 segundos, de modo que la reemisién parece insmtacesa cuando
se elimina la fuente de radiacion.

En la fosforescencia el tiempo transcurrido efgrabsorcion y la emision es mucho
mayor, variando entre 7§ 10 segundos 0 mas.

Emision a partir de una excitacion no electronica

También puede usarse energia no electromagnétiadipvar a un atomo o molécula
al estado excitado capaz de producir emision decih. Esta energia puede ser eléctrica o
térmica, pudiendo describirse el proceso:

X + (energia eléctrica o térmica)——» X

X 5 X+W
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La excitaciéon eléctrica se produce basicamentaantdel bombardeo con electrones
de mayor energia, por ejemplo en tubos de rayoseX Ya fuente de chispa de corriente
alterna, y son ejemplo de excitacion térmica lbzatiion de la espectrofotometria de llama y

las fuentes de arco de corriente continua.

4.6.3. Espectro Raman
En la espectroscopia Raman interviene un procegm,luen el cual la molécula es
excitada a un nivel de energia que no perteneeermolécula, sino que corresponde a la

radiacion de excitacion. (Figura 1 — 5).

4.7. LEYES DE ABSORCION DE LA RADIACION

Al interaccionar la radiacion electromagnética tapmateria se produce absorcién si
la frecuencia de la radiacion es tal que su enexgiide con la necesaria para que el sistema
pase al nivel de mayor energia y permitido.

Las dos leyes fundamentales que rigen el compatam de la fraccion de la
radiacion incidente absorbida al pasar a travamdemuestra dada, son la ley de LAMBERT
— BEER:

1°) Ley de LAMBERT: formulada por Bouguer e@29 y restablecida por
Lambert en 1768 se conoce como Ley de Lambertediqge el efecto que produce el espesor

de la muestra sobre la fraccion de radiacion quserbe.

2°) Ley de BEER: establecida en 1852 y llamiagla de Beer, establece el
efecto de la concentracion.

La forma combinada de las dos leyes se conoce dogyode Beer, ya que la
concentracion de la especie absorbente es el fagisrimportante en la aplicacion de estas
leyes.

Aunque la Ley de Beer se usa en la zona centralegigbctro electromagnético
(ultravioleta a infrarrojo), se cumple también ppracesos de absorcion en cualquier zona

del espectro, y de hecho constituye la base deplasaciones cuantitativas de la absorcion.

4.7.1. Ley de Lambert

Este autor llegd a la conclusion intuitiva y raztmale que cada unidad de longitud

del material a través del cual pasa la radiaciGoiie la misma fraccion de radiacion.
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Si dado un haz monocromatico y paralelo de intexasigl que pasa a través de un
espesor db del material absorbente, la perperdicd la intensidad puede establecerse

mediante la expresion: /1 anchura de la cubeta o espesor del material abgerbe
dl=-k-I-db
variacion de intensida!iJ |—* constante depgrcionalidad

el signo menos de la expresion indica que la ildedsdisminuye al aumentar b.
Reordenando esta ecuacion tenemos:

dl
OO0 = -k-db
I
lo cual establece que la fraccion de radiacion diida® es proporcional al espesor atravesado.

Si |, es la intensidad incidente, si integramos obteigsemo

| C“ b
J oo = - kJ db teniendo en cuenta los limites de
integracion
| | 0
I I k
Logd =-k-b = lg OO =000 b
b lo 2'303

Esta ecuacion constituye la forma definitiva deLéy de Lambert que es una ley
exacta y aplicable a cualquier medio homogéneo dispensivo (gas, liquido, sélido o en
disolucién), y por otro lado la constante de promoralidad k depende para una sustancia
absorbente dada de la longitud de onda y de lagexya. Ademas para una disolucién, la
concentracion a de permanecer constante.

Esta ley aunque es exacta no es de gran aplicagiqaimica.

4.7.2. Ley de Beer

Beer encontr6 que un aumento de la concentracibeoli#o absorbente produce el
mismo efecto que un aumento proporcional en lawish que recorre el haz a través de la
muestra.

La constante de proporcionalidad (k) es a su vepgscional a la concentracion del
soluto absorbente:
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logO0O =000 b

I 2’303
Segun Beer:
K > concentracion
ood = a-c
2’303 L_» nueva constante de proporcionalidad

Teniendo en cuenta la Ley de Lambert:
lo
LogdOd = abc
I
La Ley de Beer es fundamental en los métodosagptie analisis, ya que nos permite
calcular la concentracion de una sustancia a pietla medida de la radiacion absorbida por
una disolucioén de la misma.
Larelacion 1/{ se conoce como trasmitancia, y no tiene unidades.
b es el espesor de la cubeta en centimetros,csi@ntstante en la mayoria de los
casos.
a es una constante caracteristica de la sustainetabente y de la longitud de onda de
la
radiacion utilizada.
Si ¢ se expresa en moles por litro, la constamtse transforma en, que se llama
absortividad molar o coeficiente de extincibn molar
Frecuentemente se usa en el trabajo experimental:
I

%T =00 |-100 T = Transmitancia
b
b

A= log OO

La absorbancia también se llama densidad Optica.
Todas estas definiciones se resumen en la Tablé INomenclatura de la Ley de

Beer)

Ejemplo:
La intensidad de un haz de luz disminuye en ufo24l atravesar 1 cm de un

medio absorbente. ¢ Cudl sera la disminucion desfmiagavesar 5 cm del mismo medio?
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% T = 100 %- 20% = 80 %

b
logdOO = —-logT=abc = (1)
I
b=1cm - ac=-1logT = - log 080 = 0'096
b=5cm - —logT = abc= 009 - 5=

0’48
Q)= T=0331 - %T =331
% de disminucién = 106 33'1= 67 %

Ejemplo:
La absortividad molar de un soluto es igual ® 1. Hallar la absorbancia y

el tanto por ciento de transmitancia a través @edisolucion de concentracion igual a 3710
M, en una cubeta de 0’5 cm:

A =¢ebc = (1-10-19 (0'5) (3-10°) = 0165 =-log T =
= T=068 - %T = 6856

La Ley de Beer también se aplica a disoluciones cprengan mas de una especie
absorbente, y asi suponiendo que no existen imierses entre las distintas especies, la
absorbancia total para un sistema multicomponenéxgresaria:

AtotaL = A1 + A +....... + A
Propiedad importante

AtotaL = &1bg +&bo +....... +e,bg
Aditividad

Curvas Espectrales

La Ley de Beer es la base de andlisis cuantitayi@aue pone de manifiesto que la
absorbancia es directamente proporcional a la obraz@on de un soluto. Para aplicar la Ley
de Beer es necesario seleccionar la longitud da optima, y por esta razén se determina la
curva espectral. Esta se obtiene representandostartancia 6 el % de T en funcién de la
longitud de onda, manteniéndose la concentracida disolucion y la longitud b de la cubeta
constantes. (Figura 1 — 35).

Estas curvas reciben el nombre de espectro deniitamcia y espectro de transicion.

Las curvas espectrales son caracteristicas deskangia absorbente, y por tanto

pueden utilizarse para el analisis cuantitativeaato.
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Para el analisis cuantitativo se elige una longde onda a la cual el soluto absorba
fuertemente y no presente absorbancia otras sietgresentes.

Aplicacion de la Ley de Beer

Debe comprobarse siempre antes de utilizarlayaemalisis cuantitativo exacto. Para
ello se preparan una serie de disoluciones de ntrac&n perfectamente conocidas en el
intervalo en el cual se supone que se encuent@nigentracion de la muestra problema, y se
mide la absorbancia de estas disoluciones a urgtddnde onda dada y con un paso de
cubeta de longitud determinada.

Las absorbancias medidas se representan en fudeifas concentraciones segun la
Figura 1 — 36.

4.7.3. Limitaciones de la Ley de Beer
Las causas que llevan a que no se cumplan pueddirst en dos grupos principales:
4.7.3.1. Limitaciones propias de la Ley de Beer
Aunque en la deduccion no lo hemos consideradobkorhancia
medida es funcién de la absorbancia real y deténdé refraccion, mediante la expresion:

a = @al — calculada

Debido a que el indice de refraccién varia comdacentracién también lo hace la
absorbancia.

Sin embargo, en la practica el indice de refrac¢i@ se considera constante para
concentraciones menores o iguales a®> M) por tanto, puede considerarse exacta a estas
bajas temperaturas. Esto hace que la ley de Baarrgeley limite que solo es estrictamente

valida a bajas concentraciones.

4.7.3.2. Limitaciones debido al incumplimiento de
las premisas de la Ley de Beer

Se puede dividir en cuatro premisas que implicitdimmese han aceptado en la
deduccién de la ley de Beer son:
12)) El Unico mecanismo de interaccion entreathacion electromagnética y

la muestra es la absorcion.
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22)) Se utiliza radiacion monocromaética.
32.) Las especies problema actuan independienternnas de otras.
43) La absorcion estudiada corresponde a wmen de seccion transversal
uniforme.
Interacciones de la luz con el analito debido aanesmos distintos de la radiacion.
Existen mecanismos diferentes que influyen emtiensidad de la luz trasmitida, que
son:

- Emisiéon por Resonancia

X +h - X
X - X+Q
Sin embargo W se emite en todas las direcciones, por lo qaddarbancia aparente
es menor que la absorbancia real, en una cantigadgjigual a la emisién por resonancia que
emite en la direccion de la radiacion incidente.
La emision por resonancia se produce casi exeomnte en sistemas que contienen

atomos aislados.

- Fluorescencia o Fosforescencia

*

X+ h 5 X
X - X+h +0Q
v’ = frecuencia de la emisidon fluorescente o fesfoente que menor que la de la
radiacion incidente.
La radiacibn @' también se emite en todas las direcciones ddandar a una

absorbancia aparente menor que la absorbancia real.

- Dispersion
X +h - X
X - X+ h”
v’ = frecuencia igual a la radiacion incidenterp emitida en todas las direcciones a
partir de la particula que causa la dispersion.
La dispersién se produce para frecuencias dellagian de absorcién mayores que la
probabilidad de dispersion al aumentar la frecwedeila radiacion incidente.

La dispersion es generalmente insignificante esgaicia de
Utilizacién de radiacion no monocromatica
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El cumplimiento estricto de la ley de Beer solené lugar cuando se utiliza una
radiacion monocromatica. Sin embargo, en la practio es posible utilizar radiacion
monocromatica (radiacion de una sola longitud dalapn ya que los dispositivos
instrumentales aislan una banda mas o menos simélei longitudes de onda en torno al
valor deseado. El efecto de la radiaciéon policracaaobre la Ley de Beer o podemos ver en

la trasparencia siguiente:

4.8. ERRORES COMETIDOS AL APLICAR LA LEY DE BEER
Vamos a considerar tres tipos de errores:
- Errores quimicos
- Errores instrumentales

- Errores personales

4.8.1. Errores Quimicos

1. Efecto del disolvente

El efecto que produce el cambio de disolucién ersaloto no puede predecirse de
manera general aunque a menudo origina corrimieagpectrales, ensanchamientos de

bandas y desviaciones de la Ley de Beer.

2. Efectos debidos a sistemas en equilibrio

Se producen desviaciones de la Ley de Beer cuandmalito se disocia, asocia 0
reacciona con le disolvente para originar un prtamlaon un espectro de absorcion diferente.
Ejemplos:

Cr,O2~ tiene un maximo de absorcién a 4500 nm

Cr,O?~ + HO O 2HclQ™ O 2H + 2CrQ?”

Estos productos de cromato diacido y el cromatoetiepropiedades de absorcion
distintas del dicromato.

3. Efectos debidos a impurezas en el agua destiladi® dos reactivos asi como

sustancias interferentes en la muestra

4.8.2. Errores Instrumentales

- Desviaciones debidas al uso de radiaciobn no monaioa.
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- Desviaciones debidas a la presencia de radiaciésipa

Se conoce comadiacion parasitaa toda radiacion extrafia que llega al detectag pe
gue no proviene de la muestra. Puede producirséappresencia de polvo, defectos en el
sistema Optico (rayaduras, etc.). Aunque estacxligparasita existe siempre sus efectos son

mas importantes a valores elevados de absorvaacieomo se puede demostrar en la

ecuacion:
b
—_— e
ks L
— — Intensidad de la radiaciéon pasagijue
llega

al detector

I+
labsorbida= U 0 U 0
b+ ks
d+ ks
A=log |OO0O0O
| +4

De esta forma, por el uso de radiacion no monoétioca los errores instrumentales

llevan siempre a desviaciones negativas de la beyekr.

4.8.3. Errores Personales

Se pueden producir un gran numero de estos eraareque nos centraremos en:

- Cuidado de las cubetas de absorcion: deben de lgsf@as y sin huellas. Si
trabajamos en el ultravioleta, hay que limpiarlaa écido nitrico concentrado, o
bien con agua regia. No se limpiara con acido saliuconcentrado o caliente,

porque podria atacar a la cubeta.
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- Control de Temperatura: en la mayor parte de laslidas cuantitativas de
absorcion se realizan a temperatura ambiente. Bierel soluto absorbente
interviene en una reaccion de equilibrio, el cdntte® la temperatura puede ser
critico y por ello en algunos casos debe de carel En general, un aumento de
la temperatura, lleva consigo un desplazamienttoslenaximos de absorcion (o
de las bandas de absorcién) a longitudes de ongaresaen regiones del Ultra

Violeta y del visible, ocurriendo lo contrario drirdrarrojo.

TEMA 5:
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION MOLECULAR UV - VIS

1. INTRODUCCION

La espectroscopia de absorcion UV — Visible fue da los primeros métodos fisicos que se aplico al
analisis cuantitativo y a la determinacién de estmas. Si bien la espectroscopia del InfrarrojRadiacion
Monocromatica, son las técnicas mas idoneas panaddibis cuantitativo y estructural.

La espectroscopia UV — Visible es una técnicalianxitil para la elucidacion de estructuras.

La region de longitud de onda que estudiaremas ser

| | | | |
I I |
| 200 400 750 | A (nm)

vacio vacio

lejano proximo,

| | Visible
uv

El UV se divide en UV de vacio (10 — 200) nm W& proximo (200 — 400) nm.

El UV de vacio se llama asi porque en estas lodg# de onda, el oxigeno absorbe y lo debemos
eliminar de la disolucidn si vamos a medir en estaa. Para eliminarlo hacemos burbujear una caerida
nitrégeno.

La radiaciones UV — Visible tienen en comuln qualaorcién en ambas regiones provoca la excitacion
de electrones a niveles de energia superiores.

2. TEORIA DE LA ABSORCION

La energia y la variacién de energia de una maiéesil
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AE = AEEIéctrico + AEVibracional + AERotacionaI + AETrans,IacionaI

El proceso que requiere mayor cantidad de enegyia excitacion del electréon a un
nivel electronico superior, siendo la diferenciergética entre dos estados vibracionales
aproximadamente diez veces menor que la requanida@os estados electrénicos.

La AEgotacional (€Ntre dos estados rotacionales) es del orde® de1D0 veces menor
que la diferencia de energia entre dos estadoacitrales.

Aunque laEransiacionar también esta cuantizada, esfids son tan pequefios que no

influyen en la radiacion absorbida en el UV — Misib

2.1. Estructura fina vibracional rotacional de espectro

electrénico

La excitacion electronica va acompafiada de cambiyacionales y rotacionales, y por ello lo que
deberia de ser una linea fina de absorcion, apaene una banda ancha pero que sin embargo, daledtms
cambios vibracionales y rotacionales, posee umaatsta fina.

En la fase gaseosa, el espectro observado es delditionos o moléculas aisladas y generalmente, es
posible resolver la estructura fina vibracionaitacional.

En disolucion, las moléculas se encuentran solaatgmbr moléculas de disolvente que frenan la
rotacion y desaparece la estructura fina.

Esto mismo ocurre en gases a alta presion. Addogsampos de disolvente modifican irregularmente
los niveles de energia vibracionales y si tenenmoaiimero de moléculas grande, los niveles de enssgén
poco definidos y el resultado es una banda ancha.

En general, un aumento en la polaridad del distévprovoca una disminucién en la resolucion de las
bandas vibracionales, mientras que una disminud&la temperatura, incrementa la resolucion daiesles

vibracionales. (Transparencia: Fig. 2.2.).

2.2. Tipos de bandas de absorcion

Todos los compuestos organicos son capaces debabgsadiacion, ya que contienen electrones de
valencia que pueden ser excitados a niveles supsrie energia.

Las energias necesarias para excitar los electppreeforman los enlaces mas sencillos son elevgdas,
caen dentro de la region del UV de vacio (810 5 1@

La absorcién de radiacién UV — Visible de longitdeé onda mayor que 185 nm se restringe a un
namero limitado de grupos funcionales llamados éfonos, que contienen electrones de valencia cengéas
de excitacion relativamente bajas.

Los electrones que contribuyen a la absorcién pdemgle una moléculas pueden ser de dos tipos:

1°) Agquellos que participan directamente en lanfxion del enlace entre atomos y que ademas se
encuentran asociados a mas de un atomo.

2°) Los electrones no enlazantes o externos ggarticipan en el enlace y estan localizados atted

de atomos como oxigeno, nitrégeno, azufre y haldgien
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Cuando se combinan dos orbitales aparece un orbakdcular enlazante
de baja energia 0 uno antienlazante de energiaaupe

Los orbitales moleculares asociados a los enlaessillos (C — H) se
designan como orbitalesc y los electrones correspondientes son los

electrones o.

El doble enlace en una molécula organica conti@setigpos de orbitales

moleculares:
1°) Un orbitalo correspondiente a un par de electrones enlazante

2°.) Un orbital enlazantet correspondiente a dos electrorres

Ademas de los electrones y 1, muchos compuestos organicos poseen tambiénariestrn que son
no enlazantes, es decir, que no participan enlaten
Ej.: Formaldehido.

H e (ko

El doble enlace tiene un par de@ y un par de'eTt
Para comprender e interpretar los espectros éfectis es preciso tener en cuenta los
tipos de transiciones que pueden ocurrir cuandomok&cula absorbe radiacion. En esta
region pueden darse cinco tipos de transicionesréfecas:
Bandas de absorcién -~ ™y n - T
- Bandas de Absorciow - o”
- Bandas de absorciéon n c”

- Bandas de absorcion de transferencia de carga

- Bandas de absorcion de campo ligando

Los distintos tipos de transiciones se puedenngigii en funcion de la zona del espectro donde
aparecen por sus intensidades relativas, y en @goasos por los desplazamientos observados alrvelci
disolvente.

Las intensidades de absorcidn suelen expresatgergimos de la absortividad molar:

A
A=c¢elblx - e=000
b
Dependiendo del valor de, del tamafio de la especie absorbente y de la Ipimizal de la transicion.

Para que haya una interaccion, la radiacion debehdear con la molécula dentro de un espacio de

dimensiones aproximadas al tamafio de la molécldgpyobabilidad de la transicion es proporcionai@hero
de impactos que producen absorcion.
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P : probabilidad de la transicion (varia ertiry 1)

€ = 087M0° POA  A: syperficie transversal de la molécula absate
(se mide con rayos x y tiene valered™ cnrf)

Para una transicion cuya probabilidad sea la dnigmdremos una = 1C. En general, valores de
entre 18 y 10, se consideran procesos de absorcion de intensidgduerte y son debidas a transiciones con
probabilidad de transicion (P) muy elevada (0')~ 1

Los procesos core del orden de 10— 10°, son procesos de intensidad fuerte y P varie @91 y
0'1.

Los procesos comr inferior a 16, son procesos de baja intensidad y una P < 0'01.

A veces, a estos procesos se les llama procegomd&iones prohibidas.

2.2.1. Bandas de absorciénm - Ty n - 1€
Las estudiaremos de manera conjunta.
Son muchas las moléculas organicas que las contierembas. Todos los enlaces C=GCCC=N
poseen electrones, y todos los atomos situados a la derecha del I8 &bla poseen electrones n (electrones

no enlazantes).

Ej.: N, S, halégenos X
—> >C.0
>C :6: —_ X
.\.
R >C:0:

Los méaximos de absorcion corresponden a transision — 1T, son independientes de la naturaleza
de los 4tomos que intervienen en el enlace multiplentras que en el caso de las transiciones m, si tiene
mucha influencia la naturaleza de los atomos. Estdebe a que los electrongs estan deslocalizados y por
tanto son relativamente independientes de los &ame forman el enlace, mientras que los electranesstan
asociados cada uno a su atomo respectivo y un aoreana electronegatividad del &tomo implica gsto®
electrones sean mas atraidos por el atomo, loupane un desplazamiento hacia longitudes de ondaartas,
es decir, se necesita mas energia para excitas @léztrones que se encuentran atraidos a atomes ma
electronegativos.

En las bandas de absorcion tienen influenciausttayentes que puedan acompariar a la molécula.

Por otra parte los sistemas con electronesson mas facilmente accesibles y dan transiciones
T en el ultravioleta préximo.

Estas adsorciones constituyen la base mas impertinlas aplicaciones en espectrofotometria UV /
Visible.

c-Cc=C-C=cC

0-C=C-C=0
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Estos sistemas presentan una mayor intensidacbstercédon y ademas la conjugacion produce el
desplazamiento de los maximos de absorcién hacgitl@es de onda mayores. (Transparencia: TabRa22-
3).

Definicion de algunos términos espectrales
- Cromodforo Son grupos de atomos responsables de bandassdeciah en las regiones del UV —

Visible. De forma general, los sistemas con eleesort son cromoéforos en la region del UV — Visible,og |

sistemas con electrones son croméforos en la regién del UV lejano 6 UWadeio.

- Auxocromo Son grupos saturados que cuando se unen a logftnms desplazan un maximo de
absorvancia a longitudes de onda mayores a laneagmenta la intensidad de absorcion.

Entre los grupos auxocromos, estan los gruposH,--C8H, - NH y halégenos. Todos estos grupos
tienen electrones n (electrones no enlazantesefesto se atribuye generalmente a transicién m.

Ej.: El benceno tiene una =254 nm con un& = 204 nm, pero cuando le sustituimos un H del
benceno por un grupo OH:

A =270 nm €=1450 nm

- Efecto batocrémico o desplazamiento haciajet Es el desplazamiento del maximo de absorcion

hacia longitudes de onda mayores. Los espectrisngs y radicales libres sufren este efecto ertidiaa las
moléculas no disociadas, por ello es frecuentei@ues y radicales libres presenten valor cuandonialgéculas

neutras inicialmente eran incoloras.

- Efecto hipsocromico: Es el desplazamientordékimo de absorvancia hacia longitudes de onda

menores.
- Efecto hipercromico: Es un aumento en la isittad de absorcion.

- Efecto hipocrémico: Supone una disminuciéeeintensidad de absorcién.

Influencia del disolvente en las transicionesr(~ 7°/n - 7
En general, un aumento en la polaridad del distév@roduce un efecto hipsocromico de las bandas
n - T, y un gran efecto batocrémico en las barmlas 1. Esto puede explicarse teniendo en cuenta quasen |
transicionest - 10, el estado excitado es méas polar que el estadtafental, y por tanto, las interacciones
dipolo — dipolo disminuyen la energia del estadutago.
Por otra parte, los enlaces por puentes de hidomgdas interacciones electrostaticas con disodgen

polares estabilizan los electrones n del estaddadmental mas que a los electrones del estad@@aci

2.2.2. Bandas de Absorciéne - a°
Los electronew, son los electrones enlazantes de los enlacedllsenclas transiciones — ¢ se
producen a causa de la absorcion en el UV — Vididjeno. Para trabajar en el UV — Visible lejanay h
dificultades instrumentales porque es necesarimirdir el Q de las disoluciones, porque absorbe. Se ha

trabajado poco en esta regién y no tiene muchaaagidin.
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Se da en los enlaces sencillos C—-H

2.2.3. Bandas de absorcién n- o°

Se producen en compuestos saturados que contiensm molécula, sustituyentes con electrones no
compartidos.

Ejemplo: Atomos de S, N,,BI0 — absorben & =200 nm

Atomos de CI, @ - absorben & <200 nm

Cuanto mayor es la electronegatividad del sustitieyese requiere mayor energia para excitar al
electrén, debido a la mayor energia de union ehteéectron no enlazante del atomo.

El hecho de que la mayoria de los compuestos quentiQ absorba & <200 nm, permite el uso de
disolventes tales como,8, alcoholes y éteres en la zona del UV préxim@00 — 400 nm)

Si el compuesto posee dos sustituyentes y exipaiento entre los orbitales con pares de eleesro

libres, el maximo de absorcion se desplaxansyores.

A maxima
_ nnf)
CH O - 259
CHA,O - 292

CHA; O - 349

La presencia de mas de un sustituyente (como élace que se desplace el maximo de absorcioa haci

A mayores.

2.2.4. Bandas de absorcién de transferencia de carga

La absorcion de transferencia de carga, es un dgabsorcion muy
importante en la region UV, y a veces, también keWV,epara muchos
compuestos organicos e inorganicos.
En este proceso, se produce la transferencia ddegtron de una parte a
otra parte del sistema.
Ejemplo:
ML.hvOODO - M-L

Se ha producido la transferencia del electron ddahal ligando, pero puede ocurrir al revés.

En estos procesos hay dos componentes, un aceptar dador de electrén, y la absorcién de la
radiacién implica la transferencia de un electrésd# el dador hasta el aceptor. En consecuencéstado
excitado es el producto de un proceso redox o acego redox interno.

En la mayoria de los complejos de transferencieatiga que implica un ion metdlico, éste actlia como
aceptor del electron. Una excepcion es el compje@forma la o — fenantrolown Fé'y Ci#*

donde el ion metélico es el dador y el ligandolezeptor. (la o — fenantrolina).
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hv
Fé- SCN 0 OO - FE" - SCN
En estos procesos de transferencia de carga, anplia absorcion en el UV de muchos iones

hidratados.

hv
Cr(H,0)y, 0000 = Cl(HO0),

hv
Fé" (H,0), 0000 = FE (H,0) 7,

hv
FEé'-OH 0000 -FeOH

En la molécula organica también puede producirsealtgdorcion por transferencia de carga

intramolecular.

. 0
NR —_—
. ]
cC-0 =C-0
N\ /) - |
R R

2.2.5. Bandas de absorcion de campo de ligando

Los iones y compuestos de los metales de transipi@sentan dos tipos de espectros. Junto a las
bandas de absorcién de transferencia de cargaatores de absortividad molar 10° — 10 presentan también
bandas de absorcién de campo de ligando con valeges 10™ - 1%,

Mientras que las bandas de absorcion de transfardacarga aparecen fundamentalmente en el CV, y
alguna vez en el V, las bandas de campo de ligapdoecen en el V, aunque rara vez llegan hastavel U
préximo e infrarrojo proximo.

Generalmente, estas bandas de absorcion de camfigaddo, son bandas anchas debido a que la
excitacion electrénica lleva asociada multiplestex@ones vibracionales.

La coloracion caracteristica de iones y compuedtdransicion generalmente pueden atribuirse a
absorciones de campo de ligando. El nombre de calmpigando proviene del hecho de que un atomotalme
de transicion posee orbitales degenerados con iguigia y la presencia de un ligando crea un campo
electrostatico que desdobla estos niveles en difesaiveles de energia o subniveles.

Si los subniveles d o f no estan completos, pugateducirse transiciones electrénicas entre estos
niveles de energia mediante la absorcion de radiate@A adecuada.

Ejemplo: Complejo octaédrico del titanio.

Ti (H0)6°>"
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El titanio posee un orbital d con un solo eléutrTi - 3d* (Transparencia: Fig. 2935

Al unirse las seis moléculas de agua al titanipreeuce una repulsion de la parte negativa ded &gl
un H) con el electrén del orbital d del titan®e produce una degeneracion de estos nivelesamdaoltue los
orbitales dZ y dxXy? tienen mayor probabilidad que los otros tres.

Este incremento representa la amplitud del desddbhto de estos orbitales y es una medida de la
fuerza del campo de ligando, es decir, una medida eéxtension con que un grupo complejante deadobds
niveles de energia, en este caso, los nivelesatgiand.

El valor de este incremento &= 20400 cm'. Esto corresponde a una longitud de onda de 490 nm
como observamos en el espectro de absorcionfagita 2 — 1(Transparencia

La magnitud de este incremento depende de varabsres:

1.) La carga del ion metalico; aumentando esler a la vez que aumenta la carga del ion metdlic

2.) La posicion del elemento en el sistemadoeo, para un determinado elemento,
este incremento aumenta con el numero cuanticeipahdel orbital del ion metalico.

3.) La naturaleza del ligando. Este incremestda funcion de la distribucion de su

densidad de carga y de su polarizabilidad.

Con pocas excepciones, los ligandos se suelemarden valores crecientes de este incremento,
obteniéndose lgerie espectroguimica:
"< Bf <Cl <F < OH < GO < GH,OH < HO < SCN < NH; < < etilendiamina

< NGO, < o - fenantrolina
Un efecto visible de la serie espectroquimicacesejemplo en el cobre:
Cu (H0)/2* 00 - azul palido
Cu (NH),** 00O - azul intenso
debido al efecto del aumento del campo de ligan@dmdo sustituimos el agua por el amoniaco.
Los lantanidos y los actinidos, poseen subniv#igs5f incompletos, y por tanto, presentan bardias

absorcién de campo de ligando.

3. INSTRUMENTACION

Existen dos tipos de instrumentacion para medidabdorcion UV:

Filtros
- Fotémetros
Fototubos
Monocromadores
- Espectrofotémetros

Fototubos o tubos multiplicadores

Los fotdmetros son instrumentos sencillos que permiten mediintansidad de
radiacion, ya que van provistos de filtros par@sgbnar un rango estrecho de longitudes de

onda, y como detectores, usan fototubos.
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Los espectrofotometrgs son instrumentos mas o menos sofisticados que usa

monocromadores para seleccionar estas bandas hestrede longitud de onda. El
monocromador permite una variacion continua alcsede@ar las longitudes de onda, y
también permite realizar un barrido en una zonaliardp longitud de onda. Como detectores

usan fototubos o tubos multiplicadores.

3.1. Componentes basicos de los fotdbmetros vy

espectrofotometros

Los componentes basicos son:

1. Fuentes de energia (lampara)
Seleccionador de longitud de onda (filtros, mono@dores)
Recipiente porta muestras (cubeta)

Detector

o M 0D

Procesador de sefiales

La muestra la colocamos entre el seleccionadooragtlid de onda y el detector.

1. Fuente de energia

Una fuente de radiacion ideal debe ser continuaneramplia zona del espectro, tener
una intensidad elevada y que no varie esta intethgidn la longitud de onda.
Las fuentes de radiacion que emiten en el UV —bléspueden dividirse en técnicas
(en las que la radiacion es debida a la tempejajufaentes cuya radiacion es debida a
descargas eléctricas a través de gases.
a.) Fuentes térmicas: La lampara mas usada es la lardpdilamento de Wolframio,
gue es una fuente térmica que emite en el vidirlesenta el inconveniente de que
la mayor energia la emite en la region del(lRansparencia Fig. 2.8)

Si trabajamos a alta temperatura la lampara sgafats decir, la vida de la
lampara se acorta. Si queremos conseguir altassideedes en el Visible, podemos
usar una lampara de arco de carbono que trabdjasat@mperaturas (llega a los
4000 °K)

Cualitativamente, un aumento en la tempeaatier la lampara, provoca la

excitacion
en un nimero mayor de atomos a mayores niveleseatgia, y ello debe de
traducirse en una mayor | de radiacién y un despi@ento de las bandas hakia
menores.

LaA de maxima emision puede calcularse a partir teylde
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Amax OT (°K) =300
b.) Fuentes de descarga eléctrica: En esta region \deMisible, se utilizan varios
tipos de lamparas, en donde estan:
- LamparadeH
- Lampara de'H (Deuterio)
- Lampara de descarga de Xe
- La&mpara de arco de Hg
En todos los casos, se hace pasar una corriemgiecteones a través de un
gas Yy las colisiones entre ellos provocan la esiditaelectronica, vibracional y
rotacional.
El espectro emitido por gases a bajas presionedeebneas o rayas,
mientras que los de gases a altas presiones, dmandas o continuos.

La lampara de Hes la fuente mas sencilla utilizada en el UV;

generalmente, se usa a bajo voltaje (aproximadarertO V), aunque existen
lamparas de alto voltaje. En estas lamparas deabiajain a una presion de 0,2y 5
milimetros de Hg(Transparencia. Figura 2.9)

Esta lampara es muy adecuada para trabajar coeneibBUV préximo.

La lampara de’H, abarca una zona de similar a la de H, pero su

intensidad es de 3 a 5 veces superior.

La ldmpara de descarga de, Yeesenta buenas cualidades como fuente de

radiacion en el UV. Posee dos electrodos de Wolframparados unos 3 mm, que
forman un cubo. Esta lampara posee una intensacradial pasar una corriente a
través de una atmosfera de Xe.

El espectro de esta lampara es continuo entre 2600ynm, con un
maximo en 500 nm. Su intensidad en el UV proxinsomely superior a la de H,
pero en el V presenta problema de radiacién pardditansparencia. Figura
2.10)

La ldmpara de arco de Hegs una fuente patron para muchos trabajos en el

UV, pero en general, es poco adecuado para estesi@strales continuos, ya que
presenta bandas estrechas superpuestas a un fontilouo a elevada presion.
(Transparencia. Figura 2.11)

Esta lampara se utiliza mas, para el calibrado rdgrumentos. La
estabilidad de las fuentes es importante, espeembéncuando se trabaja con
instrumentos de haz sencillo. La energia emitidagstas fuentes depende del
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potencial aplicado a la lampara y la sefial delatetees proporcional al voltaje de
la lAmpara elevado a una determinada potenciarajerente mayor de 1, por ello,
la fuente de voltaje ha de ser muy estable, yselloonsigue usando acumuladores
o transformadores de voltaje constante y reguladelsxtronicos de voltaje.

2. Seleccion da

Para conseguir medidas de absorbancia exactastieaes y sensibles, es
importante poder seleccionar una banda estrechadééamplio espectro que proporciona la
fuente de radiacion.

La importancia de este factor sobre la sensildlide las medidas de absorcion

puede ponerse de manifiesto con un sencillo ejeniptansparencia. Figura 2.12)

T (%) A (%)

80 20
35 65

Béasicamente, se utilizan dos clases de filtros:
- Filtros de absorcién
- Filtros de interferencia

Los filtros de absorcignse basan en la absorcion selectiva\ dgue no interesan y

generalmente, son de vidrio, en el cual se ha diage o disuelto un pigmento adecuado que
permite esta absorcion selectiva.

Estos filtros s6lo operan en el V.

La mayor parte de estos filtros de absorcion tiegmechuras de banda entre 35 — 50
nm y su transmitancia son sélo de un 5 a un 20i8miduyendo esta transmitancia a medida
gue mejora el aislamiento espectral.

Los filtros de interferencjase basan en el fenomeno de interferencia ogdecir,

una parte de la radiacion que llega es absorbidaay se refleja. Proporciona anchuras de
banda mas estrechas que los de absorcion y tram&iais de tipo mayores.
Estos filtros operan en el UV / V / IRTransparencia. Figura 2.14)
Un monocromador es un dispositivo que genera andearadiacién de gran pureza

espectral (anchura de banda estrecha) y que parmégando la\ de manera continua.

-80 -



Tema 1: Metodologia Analitica Analisis Instrumental |

Hay dos tipos de monocromador:

- Monocromador tipo prisma.

- Monocromador tipo red.

Los elementos esenciales de un monocromador, s@n randija de entrada
(determinando el haz de radiacion policromaticaagmé), un elemento dispersante (que
puede ser un prisma o una red de difraccion) yendija de salida.

El prisma o red, dispersa la radiacion policronzaén lash que la componen, y la
rendija de salida transmite Aacorrespondiente al maximo de intensidad juntoaahanda de
A

a ambos ladogTransparencia. Tabla 2.8)

Cuanto menor sea la rendija, menor sera la baedacdnsiderada. Pero si se
disminuye demasiado (< 0’01 nm), se producen fem@see refraccion.

Cuanta mayor resolucion tenga el espectrofotometemor sera la banda de
gue pueda tomar.

3. Recipiente porta muestras.

Se llaman también cubetas, y tienen paralelas y rectangulares, y se
fabrican en diversos materiales, de manera quejitaer el paso de luz pero no absorban
radiacion. Por ello, en el UV y V utilizamos culsetie cuarzo y en el V también de plastico o
vidrios de silicato para V e IR.

Las hay de diferente recorrido 6ptico, pero lo redres de 1 cm de paso de luz.

4. Los detectores.

Son elementos que convierten la radiacion en ya fla electrones y posteriormente,
en una corriente o voltaje en el circuito de lextutl detector ideal deberia tener un amplio
intervalo deA con una elevada sensibilidad, una relacién seiiaide grande, un tiempo de
respuesta rapido, minima sefial de salida en aaseleciluminacion, asi como tener una
respuesta constante.

Los tres tipos de detectores usados en el UV IV so

- Células fotovoltaicas

- Fototubos (Tubos fotoemisores)

- Tubos fotomultiplicadores

La caracteristica comun a todos estos detectorggsieegienen una superficie activa
capaz de absorber radiacion, de manera que, lajianabsorbida causa la emision de

electrones y el desarrollo de una fotocorriente.
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- Células fotovoltaicgsen ellas, la energia radiante genera una coerient la

interfase entre una capa semiconductora y un mets, usan fundamentalmente
enel V.

Consisten en un electrodo plano (anodo) de un nf€tal Fe o Al) en el
gue se deposita un material semiconductor comol &gelenio, y después se
recubre por una fina pelicula de Ag o Au. Estoestemo electrodo colector.

Cuando al Se llega una corriente o una radiac®mraeduce la excitacion
de electrodos de la interfase Se —Ag (o Se — la8)cuales pasan al electrodo
colector (Ag). Los electrodos liberados migranaads del circuito hacia el metal,
resultando una corriente de electrodos proporciahatimero de fotones que
inciden sobre el semiconductor.

Entre las desventajas estan:

- Es dificil amplificar la sefial de salida, debiddaapequefia resistencia
interna de la célula; por esto se usan en fotomelkediltro.
- Manifiestan fatiga (sobre una radiacion continudaaespuesta no siempre

es constante)

- Fototubos o tubos fotoemisoresnsisten en un catodo semicilindrico (capa delmetabierta de

otra capa de oOxido alcalino) que es sensible aidayl un anodo que es un alumbre metalico.
Ambos estan encerrados herméticamente en un netgpigindrico con vacio. Cuando la radiacion
llega al catodo, éste emite electrones que sofdafrdacia el anodo, el cual a través del circuito
los devuelve al catodo. Esta corriente fotovoltgicaducida, causa una caida de potencial a lo
largo de la resistencia que es proporcional atémgidad de corriente.

La resistencia es normalmente, la resistencia ttadanen un circuito amplificador, y por ello, la
caida de potencial puede amplificarse.

La sefial del fototubo es aproximadamente unaswéiegs menor a la de las células fotovoltaicas,
pero debido a la posibilidad de amplificar la seffalestos, éstos resultan mas sensibles que las
primeras.

La sensibilidad del fototubo depende de la nataeatie la sustancia que recubre el catodo y puede
variarse utilizando diferentes metales alcalinearando el método de recubrimiento.

- Tubos fotomultiplicadoreson una combinacion de un catodo fotoemisivog/eadena interna de

dinodos fotomultiplicadores de electrones. Cuaraoabiacion llega al catodo de composicion
similar a la de los fototubos, provoca la emisi@énedectrones (electrones primarios), de manera
analoga a la de un fototubo, pero en este caseldogones son acelerados, por la aplicacion de un
potencial positivo hacia una segunda superficiesibny de forma que al incidir cada electron
primario es capaz de producir la emisién de 4 debBtmnes secundarios. Estos electrones son
acelerados de nuevo hacia otra superficie sengimlese encuentra a un potencial posiblemente

superior, de forma que el nimero de electronesdorivvuelve a multiplicarse por 4 6 5.
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Este proceso se puede repetir tantas veces comangpg pero en general los aparatos no llevan
mas de 10 6 12 dinodos. La sefial de salida pusdevaz amplificarse. Por tanto, es el detector

mas sensible en el UV - V.

5. Procesador de sefiales.
En general, es un dispositivo electronico que dioalia sefal eléctrica del detector;

asi mismo, permite eliminar componentes indesed@osde también alterar la sefial de la
corriente, cambiarla de fase, filtrarla. Tambiéegeirealizar operaciones matematicas con la

sefial como diferenciales, derivadas, integral...

3.2. Disefio de los instrumentos para medidas de

absorcion UV — Visible

Existen dos tipos de instrumentos:

- Fotémetros

- Espectrofotémetros

De los dos tipos hay de:

- Haz simple

- Doble haz

Y a su vez, estos pueden ser:
(Lectura directa
- Haz simple
Compensacion
\
(Lectura directa
- Doble haz

<
Compensacion

\

En el instrumento de haz simple, la radiacion pada a través de una disolucion,
mientras que en los de doble haz, un haz pasaéstde la disolucién de un blanco, mientras
gue el otro pasa a través de una disolucion qugec@enla muestraTransparencia. Figura
7.14) (Instrumento de haz simple)

Las etapas para el calibrado del instrumento son:

- Poner un obturador de manera que no llega radiaglidaetector, se ajusta el
detector a cero (en unidades de transmitancia) minmaa (en unidades de
absorbancia).

- Con la disolucion del blanco, ajusto a cero la diesacia.
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- Con otra cubeta de disolucién incégnita, mido lscabancia.

Si trabajamos a mas de ukastas tres etapas se deben repetir para\cada

Este instrumento requiere que la fuente y el sigtesfectronico tengan un
comportamiento constante durante el tiempo neaeparh realizar estas tres etapas.

Estos problemas se resuelven con los instrumeraiodle haz. Las etapas para la
calibracion serian:

- Ponemos el blanco en ambas cubetas; ajustamos & @sorbancia.

- Quitamos la cubeta de la muestra, cerramos esteaolor para ajustar de nuevo a

cero la transmision o al maximo la absorbancia.

- Colocamos la muestra y medimos la absorbancia.

Los de lectura directa utilizan un medidor para imidabsorbancia o transmitancia.
En cambio, los de compensacién, en la etapa dedmedilizan un dispositivo que permite
comparar la sefial a medir con un haz de referencia.

Los primeros son mas sencillos que los segundos,lpe de compensacion presentan
una mayor exactitud fotométrica

Existe un tercer tipo de instrumento que utilizenoadetector, una serie de diodos; en

éstos, la muestra se coloca entre la fuente yaxtee deh (monocromador)

3.3. Instrumentos caracteristicos (comerciales).

Los fotdmetros son més sencillos que los espetfnuigiros, y mas baratos. Se utilizan en el V y su
exactitud es bastante buena.

Existen fotdmetros para V, y otros para UV, y tagnbfotdmetros tipo sonda, donde en estos, la
absorbancia se mide sumergiendo la sonda en lacii&o analito.

Existen espectrofotometros de un solo haz para elS¥n equipos sencillos que utilizan
monocromadores tipo red, como fuente o lamparajuide W como detector fototubo; la anchura de dasd
de unos 20 nm y una exactitud e\ la 2,5 nm.

Existen también espectrofotdmetros de haz simpta psedidas en UV, como en V. En estos, la
anchura de banda es menor (entre 2 y 8 nm) y letijschen lah es det 0,5 y+ 0,2 nm. Estos tienen lamparas
intercambiables de W e H; utilizan redes paradaetision y tubos fotomultiplicadores como detestore

Hay espectrofotometros de un solo haz controladosmenador. En éstos, se realiza un barridoaon |
solucion de referencia, y la sefial de ésta se ainaaen el ordenador. A continuacion, se mide laralbscia de
las muestras, de manera que, la absorbancia leida ya restada la sefial de la referencia previgmen
almacenada. La exactitud fotométrica oscila ehtded05 nm y la anchura de la rendija 0,5 — 2 nm.

Existen también espectrofotdmetros de doble hazfsis caros que los de haz simple).

Hay otros instrumentos de doble dispersiggra mejorar la resolucion espectral y lograr nemaiccion
notable de la radiacion dispersada; se disefiarumshtos con dos prismas o dos redes dispuestesriencon

una rendija interpuesta entre ambos.
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Existen finalmente, los instrumentos multicarenl éstos, la radiacion de la fuente pasa a trdwda

muestra y, a continuacion, ésta radiacion se enéocana rendija de entrada que pasa luego a unhdere
reflexion. El detector consiste en una serie ded3déos, obteniéndose una resolucién espectralrae &n toda
la region (200 — 820) nm.
La estabilidad de la fuente y del sistema elect@res tal que, la sefial del blanco necesita ser
almacenada cada diez minutos aproximadamente. iBstasmentos también van acoplados a ordenadores.
Debido a los pocos instrumentos Opticos que poseandimiento de la radiacion es mas elevado que

en los espectrofotdmetros tradicional@sansparencia. Figura 7.20)

4. APLICACIONES

4.1. Aplicaciones de las medidas de absorcion al anafisi

cualitativo

En este campo, las aplicaciones son muy limitaalgsnos efectos son los siguientes:

- Efecto del disolvente

Disolventes pobres (agua, alcoholes, cetonas g®téenden a eliminar la estructura fina vibraalon
del espectro. Sin embargo, los disolventes apo(aigsocarburos) tienden a mantenerla. Ademagqdagiones
de los maximos de absorcién dependen de la nataralel disolvente. Por ello, para comparar e ifleati
espectros, es necesario conocer el disolvente qreeadstan registradg3.ransparencia. Figura 8.8 / Tabla 8.6)

Esto da Ia\ a partir de la cual el propio disolvente dariadaal.

- Deteccién de grupos funcionales

Esta técnica de espectrofotometria en UV/V, no fiermna identificacion inequivoca de un
componente organico, pero sin embargo, los espedg@bsorcion UV/V son Utiles para detectar Isqreia

de ciertos grupos funcionales que actdan como @fiaos.

4.2. Aplicaciones de las medidas de absorcion al anafisi

cuantitativo

Esta técnica es una de las més utilizadas para&bsia cuantitativo; las caracteristicas mas ingaes
de estos métodos espectrofotométricos son:

- Tienen una amplia aplicabilidad tanto a sistemgéamcos como inorganicos.

- Sensibilidades en torno a16 10° M, pudiendo en algunos casos llegar aM0

- Tienen, de moderada a alta selectividad.

- Tienen una buena precision.

- Tienen una facil y adecuada adquisiciéon de datos.

- Son métodos relativamente baratos.

Las aplicaciones de las medidas de absorcion sanduantitativo, son muy numerosas.
4.2.1. Andlisis de especies absorbentes
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Los componentes que contienen grupos cromoforassssceptibles de esta determinacion (alquenos,
alquilos, cetonas).

Asi mismo, se pueden determinar también componémieganicos como nitratos, nitrito, ozono, iones
de los metales de transicion, yodo, etc.

4.2.2. Andlisis de especies no absorbentes
Numerosos reactivos reaccionan selectivamente epec&s no absorbentes originando productos
fuertemente absorbentes en esta region. El usalée teactivos exige que la reaccion de formac#énod
compuestos sea completa.
Por otra parte, los reactivos que toman color seada a menudo para la determinacion de especies
absorbentes como los iones de los metales, yaajaddortividad molar del producto es varios 6rdates
magnitud mayor que la de la especie no combinada.

Ejemplo de agentes complejantes para la deterndimala especies inorganicas:

SCN - Fé* Mo™
H,0, - Ti*, Vv, cr*

Ejemplo de agentes formadores de complejos:

0 — fenantrolina - Fet
Dimetilglioxima -~ Ni#

Dimetilditiocarbonato— Cuf*

Para la determinacion de estas especies en anélisintitativo, el procedimiento operatorio que
llevamos a cabo es:

- Seleccion de la longitud de onda donde vamasakzar medidas de absorvancia. Las longitudes de
onda seran las correspondientes a maximos de #satel compuesto, ya que aqui se alcanza una mayor

sensibilidad:
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En estas zonas de los maximos tenemos un inted@ald donde la absorvancia no se modifica

demasiado, por lo que las fluctuaciones a la hera dhedida no crean muchos errores.

- Conocer las variables que afectan a la absciwamatural del disolvente, pH de la disolucidn,
temperatura, [electrolitos] y la presencia de s\s$és interferentes.
Los efectos de todas estas variables se debemdearpy las condiciones para el andlisis se eligen

manera que la absorvancia no este afectada pacia@res incontroladas de estos parametros.
- Medida de la muestra: hay que tener en cuarltanpieza y manipulacion de las cubetas.

- Determina la relacién entre absorbancia y enfracion. Una vez seleccionadas las condiciones
Optimas pasamos a construir la curva de calibradodo patrones de [ ] conocidas, y que abarquieteeValo

de [ ] esperado en las muestras problema:

A
Y=mx+a

m =&

[]

El valor de la pendiente m es igual a la abgddd molar:
A=ebc + a
y=mx + b
Cuando hay interferencias en la matriz de la maest necesario aplicar el método de adicion démat

(6 adicién estandar) lo cual por extrapolacion:

4.2.3. Andlisis de mezclas de sistemas absorbentes
La absorvancia de una disolucién a una longitudodda determinada es igual a la suma de la

absorvancia de los compuestos individuales:

Argal = Ar + A + ..+ A

Argal = &1b G + &bg + .. +gbg
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Esta relaciéon hace posible la determinacion ctaivih de los compuestos de una mezcla inclusossi s
espectros se superponen. (Transparencia FiguOh —
Es posible resolver estos dos componentes sinealtAente presentes en la misma disolucion. Para ello
la absorbancia &" es:
Compuesto N
A= ¢gubao +enba

%(_J
compuesto M
yaA' O A" =¢'wbay +€'vbay

Es posible llevar a cabo la determinacion simel@asin conocemos laos valores de la absortividad
molar a estas dos longitudes de onda. Esto sendeteutilizando rectas de calibrado construidasdimpde
estandares individuales de cada una de ellas.

Conocidos los valores de la absortividad molardimes las absorvancias ' & A", por lo que solo
tenemos que despejar la [ ] de cada uno de ellos.

Para la eleccion de estas longitudes de onddehld es usar aquellas longitudes de onda donddl@sjue
de los compuestos presenten una sefial maximatyalandnima o despreciable. Esto se puede aplieansie
que no haya interacciones entre los compuestos.

Tedricamente, se puede aplicar a sistemas con aedglos componentes, sin embargo, las

indeterminaciones en los datos se hacen mayoresi@anque el nimero de medidas aumenta.

4.2.4. Espectroscopia de derivada y longitud de onda dual
En la espectroscopia de derivada, los espectrobtsnen en la derivada de ordgnen funcién de la
longitud de onda. A menudo, esta representacioestraidetalles que no se aprecian en un especatioano
(o de orden cero). Ademas en ocasiones, es posiioienar las interferencias debidas a compuestns n
deseados en cuanto determinamos algin analitaatésn Es decir, podemos medir la sefal del conmterte
interés donde la del otro componente, es cero.

Esta técnica se denomina, la técnica del zeroiamgs-ig. 3)

En general, para ver las mezclas de los dos compeEsiese suelen

encontrar ceros. Pero es mas dificil en mezclasagede dos componentes.
Existe también la posibilidad de transformar eleesfo de una mezcla en
otro independiente de la [ ] de uno de los cameptes.

An = eubag +e&ba

Si dividimos esta expresion por un espectro de [ cohocida del

componente G2 Asi, la absorvancia resulta:

d A d emb Gu d en b G
00 04doOoo =|00 Oogoo +|\0o0 oooo
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d\ ew b C}, a e€m b C%, a €n b C}

Si derivamos esta expresion con respecto a

d I & d En
gt obogoo =00 |(gd |00
A\ gub C Cwu | & Em

Esta expresion solo depende de la [ ] del otropmmente y de la [ ]
utilizada como divisor.

En general, la técnica de derivadas se ha usad@olgpaesolucion de
mezclas de analitos con sefiales solapadas.

Una desventaja de los espectros derivados es e@uercsluce una
degradacion en la relacion sefal/ruido al deri&n embargo, en esta
region del ultravioleta — visible, no hay un facterio.

Para obviar esta relacion sefal/ruido utilizania®$ analdgicos.

En cuanto a la_espectroscopia de longitud de oioidl sabemos que

tienen un elemento dispersante, de manera quehates de longitud de
onda ligeramente diferente (I 6 2 nm) se hacerdingilternativamente
sobre la muestra pasando la radiacion transmiégaidamente al detector
y sin tener un haz de referendigig. 8.1I)

El parametro generador, es la diferencia entreséé@igles alternas y da
una buena aproximacion de las derivadas de la\ssma en funcion de la
longitud de onda. Esta técnica es adecuada paatémcion de espectros
de analitos presentes en disoluciones turbias.

Otra aplicacion de esta técnica, es en el analisisun analito en
presencia de una interferencia espectral. El progedto consiste en
medir la absorvancia a\Zen que la interferencia tiene una absortividad
molar €) parecida o similar, mientras que el analito presauna gran
diferencia en los valores de Entonces, la absorvancia diferencial es

directamente proporcional a la[ ] de analito.

A
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Interferencia

&1 €1

A A A

AA
00 = alA]
A

4.3. Valoraciones fotométricas

Las medidas fotométricas, pueden utilizarse pardotalizacion del punto de
equivalencias en una valoracién siempre que eitan#s reactivos o productos absorban
radiacion.

Alternativamente un indicador absorbente puedp@muionar este punto de equivalencia.

4.3.1. Curvas de valoracion

Consiste en representar la absorbancia en funeilvotumen de valorante afiadido.

Las curvas de valoracion fotométricas, presentantdonos rectos con diferentes pendientes; uno al
principio de la valoracién y otro, pasado el putiecequivalencia formandose el punto final comatarseccion
entre las dos rectas extrapoladas.

La valoracion (por ej.) de una especie no colaeazh un valorante coloreado que se decolora en la
reaccion, da lugar a una linea horizontal en lapast iniciales, seguido por una rapida absorbgrasado el
punto de equivalencigFig. 2.40)

Con objeto de obtener el punto de equivalencianiétdaco de manera satisfactoria, es

necesario que el sistema absorbente cumpla la¢.8edr.

4.3.2. Aplicaciones de las valoraciones fotométricas

Estas valoraciones presentan resultados mas sHiisfs que los obtenidos mediante analisis
fotométrico directo, ya que se utilizan los datesvdrias medidas para determinar el punto finadlgnzs, la
presencia de otras especies absorbentes puedeterierir.

Algunos ejemplos concretos son valoraciones soh/A{potros agentes complejantes, muchos de los
reactivos usados en reacciones redox que presesfmttros de absorcion caracteristicos o valoresicle
mezclas de cationes con un mismo reactivo medi@nfermacion de complejos por diferente absortigida

molar.
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A (340nm)

cyd*

P.F.

BF*

P.F.

V (EDTA)

TEMA 6:

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA'Y FOSFORESCENCIAINKOULAR

1. INTRODUCCION

La mayor de las sustancias que absorbe radiaciontia
violeta — visible, pierden exceso de energia en foa de calor
mediante choques con otros atomos o moléculas. Bris algunas
sustancias que solo pierden una parte de la energiasorbida en
forma de calor y otra emitida en forma de radiacién
electromagnética de mayor longitud de onda, por tan, de menor

energia que la radiacion absorbida.
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Este proceso de emision se conoce con el nombréurdimiscencia, término que engloba la

fluorescencia y fosforescencia.

La diferencia entre estos dos términos se basa ehmecanismo en el
que la molécula vuelve a su estado fundamental y mpcel tiempo

transcurrido entre la absorcion y la emision.

2. FUNDAMENTO DE LOS PROCESOS LUMINISCENTES

En general, cuando una molécula absorbe radiac&sted el estado electrénico y vibracional
fundamental hasta un estado electrénico y vibratiercitado para que se produzca luminiscenciagessario
gue la sustancia absorba previamente radiaciéordgtlid de onda adecuada.

Cuando esto ocurre la radiacion es absorbida a 16id3 segundos. Una molécula en estado excitado
tiene una vida de (I0 - 10 8 segundos y durante ese tiempo pierde toda parsucexceso de energia

mediante tres procesos:

1) Remitirda un fotén de la misma frecuencia que ebdiido= emisién deResonancia

2.) Perdiendo su energia vibracional emitiendo un fatérradiacién infrarroja y que pase al nivel
vibracional mas bajo del estado electrénico exoitad

3.) Perdiendo su energia vibracional y que pase al@sflaracional mas bajo del estado electronico

excitado sin emitir radiacion por colisiones.

Las dos primeras alternativas son poco probablesly ocurren en gases a presiones muy bajas.
Cuando la molécula se encuentra en el nivel vibredimas bajo del estado electrénico excitado, @pedder
el exceso de energia para volver al estado fundairgtres maneras:
1.)  Sin omitir radiacion perdiendo la energia electannediante choques o interacciones, es decir,
en forma de calor.
2) Emitiendo un fotén de radiacién ultra violeta oiblis = Fluorescencia
3) Pasando a un nuevo estado excitado metaestabladitariplete, y volviendo al estado
fundamental después de un cierto tiempo emitiamdfoton de radiacién ultravioleta - visible

= Fosforescencia

Estados Singletes y Tripletes

En la mayoria de las moléculas que estan en eftadamental cada orbital molecular esta ocupado
por un par de electrones que como consecuencRrieipio de Exclusion de Pauli, tendran espinasesios, y
por tanto, el espin neto sera cero, tal estadorescado comdsinglete

Cuando un electrén de un estado singlete es pridmo& un nivel de energia superior, su espin puede
mantenerse apareado ante el electrén, ante ehloobifjinal, Fotocopig, obteniéndose un singlete excitado o
bien en el estado excitado puede alinearse comw @ispin, dando lugar a Umiplete. En este caso los espines
seran iguales.

Segun la regla de Hund, la energia asociada aesspiaralelos es menor que la asociada a espines

opuestos, y por tanto, el estado triplete en estaddado tiene menor energia que el singlete &aitya que
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una transicion singlete — triplete o viceversa es@s probable que una transicion singlete — singietesto que
supone un cambio mas profundo en el estado elémron
La vida media de un estado excitado triplete s@#pre mas larga que la de un singlete, pudiendo

oscilar desde Id seg. a varios segundos.

Procesos en moléculas en estado excitadlus principales procesos que implican estadat@sos son:
1.) Absorcion

Cuando una molécula absorbe energia de una londd#udnda determinada, una de los electrones

acoplados pasa del nivel vibracional mas bajo deld® fundamental a cualquier nivel mas bajo diehgar
singlete excitado o tal vez si la energia es lecaaita al segundo singlete excitado. Estas transisigaon
altamente especificas, de manera que la radiackdmrd determinada energia es absorbida por solo una

estructura caracteristica y son las responsablespectro de absorcion ultravioleta de la susta@gicuestion.
Por otro lado, la excitacion directa a un estadjplete por absorcion
generalmente no ocurre por tratarse de una transiprohibida. Sin
embargo, un triplete puede originarse a partir desinglete excitado de
mayor energia. La molécula en estado excitado pwetler a estado

fundamental por varios caminos.

Estado favorecidoaquel que conduzca al minimo la vida del estaddazlo.

La interpretacion de la luminiscencia requiere aleoonsiderar estos procesos.

2.) Relajacién Vibracional

Una molécula puede ser excitada a cualquier nileheional de un estado electrénico excitado, sin
embargo en disolucién la energia vibracional exeese pierde rapidamente sin emision de radiacion a
consecuencia de choques entre las moléculas depkcie excitada y otras moléculas presentes como el
disolvente,... resultando un pequefio aumento tiiperatura de la disolucion.

Este proceso ocurre en un tiempo de'$0- 10 *° segundos, siendo suficientemente rapido para que
otros procesos no compitan con él. Por ello todssdemas procesos del estado excitado pueden erarsiel
como originados desde el nivel vibracional mas bajan estado electrénico excitado.

Una consecuencia de la relajacion vibracional eslgwemision fluorescente tiene lugar a una longitu

de onda mayor que la de la radiacién excitakig. (Diagrama de energia).

3.) Conversion Interna
Término que se designa a la transicion desde el miliracional inferior de una estado electronieo d
energia superior a uno de los niveles vibraciorslgeriores de un estado electronico de energtaanf Esto
implica que esta transcurre sin emision de radiadi@ conversion interna se produce mas facilmenéndo
dos niveles de energia se encuentran suficientenpedkimos como para que se de un solapamiente sas
niveles vibracionales. Este proceso que tiene leganmediatamente seguido de una relajacién vdoratal
estado inferior del nivel energético. La conversitterna también proporciona un mecanismo para ieslados

excitados al estado fundamental.

-03 -



Tema 1: Metodologia Analitica Analisis Instrumental |

4.) Cruzamiento entre sistemas
Implica la transicion desde el nivel vibracionalari#ajo de un singlete a uno de los niveles pasalelo
superiores de un triplete, o viceversa, sin emidiénadiacion. Este proceso implica un cambio exspin y por
ello su velocidad es menor que la de la conversitearna, aumentando a medida que baja la difereteia
energia entre el singlete y el triplete implicadasel mismo y cundo ocurre también es inmediataensgguido
de relajacion vibracional.
5.) Fluorescencia
Se observa que cuando la transicion desde el praimgiete excitado al estado fundamental va
acompafiado por la emision de un fotdn, en el poote®rso de la absorcidn existe una relacion sveencilla
entre la vida de un estado excitado y la absodiiagnolar del pico correspondiente aumentando la
absortividad molar se deriva que la vida del estwstacionario es menor que la vida del estado aslait>
aumenta la probabilidad de que el camino fluordsce®a mas rapido que otros procesos.
La fluorescencia implica también transiciones desldeivel vibracional inferior del primer singlete
distintos niveles vibracionales del estado fundaaielina consecuencia es que los fotones fluoréssemn a
tener menor energia, y por tanto, mayor longitucbdéa que los fotones absorbidos para producistelde

excitado.

6.) Fosforescencia
Cuando la transicion desde un estado excitadceteiphl estado fundamental es acompafada por la
emision de un fotdn, como es un proceso de espinilpdo, una transicién triplete — singlete es nwofenos
probable que una transicién singlete — singlete.
La vida media del estado triplete excitado respecta desactivacion por emision, es siempre menor

que la de un singlete.

7.) Conversién Externa
Consiste en la desactivacion de un estado electr@icitado por transferencia de
energia entre las moléculas excitadas del dis@wentros solutos.
Una evidencia de este fendmeno es el efecto queeem disolvente sobre la

intensidad de fluorescencia.

3. VARIABLES QUE AFECTAN A LA FLUORESCENCIA
Una sustancia sera fluorescente o no, dependieadsu cestructura y del medio quimico, aunque el

rendimiento cudéntico y el tipo de transicion infyen la intensidad de la fluorescencia.

3.1. Rendimiento cuantico y tipo de transicion
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La intensidad de fluorescencia va a estar detagminpor un factor conocido como eficacia o
rendimiento cuantico de la fluorescencia, que eszén entre el nUmero de moléculas que se deaagper

emision de fluorescencia y el nimero total de mdéscexcitadas Hotocopig

3.2. Factores estructurales

a) Extension del sistema electronico:

El aumento en la estructura del sistema electnémicde forma conjugada forma el efecto de aumentar
la velocidad de absorcion de la fluorescencia yntigir la diferencia de energia entre el estadadnmental y
el primer singlete excitado.

La conjugacion efectiva entre los enlaceses mayor si estos se encuentran en el mismo,pgnar
ello las sustancias mas intensamente fluoresceateaquellas que poseen menor nimero de grupasfiates
sobre anillos arométicos en su molécula. Asi eridcarburos aromaticos no sustituidos, la eficaoantica
aumenta conforme la hace el nimero de anillestocopia.

En cuanto a los sistemas heterociclos mas simplas furano, piridina...... no presentan fluores@en
pero la fusién de éstos con un anillo bencénice ltae aumente la absortividad molar y la probadudlide

absorber fluorescencia.

b) Efecto de los sustituyentes

Las sustancias en el anillo bencénico originan dasnn la longitud de onda del maximo de absorcion,
el de la emision y también el la eficacia cuanticas sustancias aceptoras de electrones como pb gru
carboxilo, nitro y los haluros, disminuyen la flaecencia, mientras que los dadores como aminorexii@ la
intensifican.

c) Efecto de la rigidez estructural
Experimentalmente se observa que la fluorescereifawrece en aquellas moléculas que poseen
estructuras rigidas o que tienen anillos o formaelajos. Asi por ejemplo, el bifenilo es poco fesmente

mientras que el fluoreno lo es muchestfuctura3

d) Efecto del impedimento estérico

En general, fomenta la desactivacion sin emisiérad&cion. Ej.: Estilbeno. fotocopia

3.3. Efectos ambientales

a) Efecto de la temperatura:
La eficacia cuantica decrece con el aumento denipératura, ya que esta contribuye al aumentosde la

colisiones entre moléculas, y por tanto a la dessitn mediante colision.

b) Efecto del disolvente:
La eficacia cuantica de la fluorescencia aumenta leo viscosidad del disolvente debido a que

disminuye las colisiones.
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Sin embargo, la pérdida del disolvente y la capatigara la formacion de enlaces por puentes de

hidrégeno son criticos, ya que afecta a la natzmade! estado excitado.

c) Efecto del pH:

El pH ejerce un marcado efecto sobre la fluoreseetie los compuestos aromaticos con sustancias
acidas o basicas en el anillo, afectandose nornmantanto la longitud de onda como la intensida@mesion.
Esto es debido a que el pH afecta principalmergecarga y formas resonantes del fluoréforo. Bj.amilina
presenta fluorescencia en la region visible en eedutro o alcalino, pero no en medio &cido.

Algunas sustancias presentan una fluorescenciaesible a los cambios del pH que pueden usarse

como indicador acido — base.

d) Efecto del oxigeno disuelto y de los iones parambgus:

La presencia de oxigeno disuelto a menudo reducetémsidad de emisién de una solucién
fluorescente.

A veces este efecto es debido a la oxidacion dmidtancia fluorescente, pero la mayor frecuencia se
debe al caracter paramagnético del oxigeno molequie puede esperarse que favorezca el autocruzamie

entre sustancias y la conversion de las moléculztadas al estado triplete.

e) Relacion entre intensidad de fluorescencia y canaeidn:

La ultima variable que consideraremos es la congeidn y precisamente la relacion entre la inteatsid
de fluorescencia observada.

La concentracién es la base de las aplicacionestitativas de esta técnica de intensidad de
fluorescencia, que va a ser proporcional al nirderestados excitados fluorescentes que se fornesieya su

vez sera proporcional a la intensidad de la radiisekcitante absorbide=gtocopig.
Cuando la concentracién de una muestra es muyp al$amuy absorbente, tienen lugar
unos procesos de autoabsorcidn de la radiacion xdéa@on y de la emision
fluorescente, a lo largo de su recorrido a trav@$adcubeta, como consecuencia de

ella, las rectas de calibrado:
Sf =f(c)
Esta relacién que se ve modificada produce unasimwede la sefal de fluorescencia. A este fenbmeno
se le conoce comtversién de la Fluorescencia por concentracipy es debido a lo que se conoce como
efecto de filtrointerno. La concentracidon de inversion depende de lascafsticas de absorcién de la

disolucién y de la geometria del sistema, siendependiente deyy

4. INSTRUMENTACION Fig. (8—7)

Los fluorimetros (analogos a los fotometros de @t en los que se usan filtros para seleccicmar |
longitud de onda de los haces de excitacion y emisiy los espectrofluorimetros (que utilizan
monocromadores).

1.) Fuente:
Normalmente en los fluorimetros se emplea una leange arco de Hg y en los espectrofluorimetros se

usa una lampara de arco de Xe, siendo el espextstd lampara continuo desde 300 a 1300 nm.
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2.) Filtros:

Los monocromadores utilizan filtros de interferengi absorcién en fluorimetro y cromatografia en
espectrofluorimetros.

En cuanto a los monocromadores, actualmente selosate tipo red, ya que proporcionan rejas de

separacioén de longitud de onda como en los prisyndispersan linealmente la radiacion.

3.) Celdas portamuestras:
Se utilizan tanto cubetas cilindricas como recttargs de 1 cm de lado, puede ser de cuarzo o silice

fundida Para el ultravioleta ya que el cuarzo presentafluorescencia nativa por enzima de 320 nm, mejor

usar vidrio Pyrex. \T

4.) Detectores:
Para amplificar la sefial se usan tubos fotomuttiplores, en espectofluorimetros también se harousad

detectores con diodos (componente electronico gumife el paso de la corriente en un solo sentitingados.

5.) Dispositivo de salida de detectores o registradores

El instrumento de lectura més simple es un medjderse emplea en fluorimetros.

Equipos superiores suelen estar equipados corireefpses.

Los espectrofluorimetros incluyen microprocesadpega la adquisicién de datos.

Se han desarrollado comercialmente una gran variddaaparatos cuya complejidad y costes difieren
mucho.

Los fluorimetros son una herramienta simple y daaneoste, los espectrofluorimetros van equipados
con dos monocromadores y usa como detector los tidtomultiplicadores con los que se consiguendgan
factores de amplificacion de la sefial, ademéas $pearos fluorimetros suministran tanto los espsctte
excitacion como la emision. El espectro de exditace obtiene registrando la variacion de la indewksde
fluorescencia manteniendo el monocromador de emwifongitud de onda fija, generalmente suele seakel
maximo de emisién del compuesto y se varia la todgile onda de excitacion.

El espectro de emisidn se obtiene registrando ldacian de la intensidad de fluorescencia,
manteniendo el monocromador de excitacién a ungitlihde onda fija generable del maximo de absordi
compuesto y se varia la longitud de onda de emision

El espectro de excitacion de una molécula deb&léatico al de absorcion. Los espectros de emision
obtenidos con diferentes instrumentos no son coabEs, ya que la intensidad de fluorescencia depend
gran medida de las caracteristicas de la lampeatactr y monocromador. Se han desarrollado métpdrs
obtener el espectro corregido, que es el espedrdadero libre de efectos instrumentales aunque los
instrumentos modernos lo corrigen automaticameate,cuanto a la fosforescencia. Modificacion en la
intensidad para medir fosforescencia.

Al relacionar la intensidad de fosforescencia cancébncentracion, es preciso hacer las mismas

consideraciones que en el caso de fluorescencia.

l, = K@, lo (23 Ebc)
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no sea superior a 0’05 que es mejor
al disminuir 0’01, aunque el intervalo de concentraion para el
gue la curva es lineal suele ser mayor que en elscade la

fluorescencia. (Fig. 9 — 7).
La fosforescencia debe realizarse a la temperdelraitrogeno liquido, que es de 1'77 K, mientjas

las medidas de la fluorescencia se realizan a textysa ambiente.

5. APLICACIONES
Los métodos de fluorescencia y fosforescencia sds rsensibles,

selectivos y aplicables a intervalos de concerdracnas bajos que los
espectrofotométricos. Por otro lado la exactitystgcision de los métodos
fotoluminiscentes es normalmente peor que la dedpsctrofotométricos.

Generalmente los métodos fosforescentes son mesecisgs que los fluorescentes.
Los campos de aplicacion pueden incluirse en dmrsdgis grupos:

Analisis cualitativo y estructural

Analisis cuantitativo
Si bien es usada también la fluorescencia comaceuxiliar de otras técnicas.

5.1. Analisis cualitativo y estructural

Entre los procedimientos base de la identificaciotenemos la
formacion de un quelato fluorescente, el cambio d&uorescencia
de un compuesto organico, la fluorescencia nativ&in embargo

esta técnica tiene solo un valor limitado para iddificacion de
compuestos, no alcanzando los resultados obtenidusr otras
técnicas como infrarrojos o de RMN (Radiacion Magnética Nuclear
).
5.2. Andlisis cuantitativo
La concentracion de analito necesaria para produci

fluorescencia medible es normalmente muy pequenaoplo que
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esta técnica es util en la determinacion de trazaanto de
compuestos inorganicos, como organicos o bioldgicos
En cuanto al andlisis de iones inorganicos, existelos tipos
de métodos:

- Métodos directos implican la formacion de un

guelato fluorescente y la medida de su emision, por

ej. Cationes AF* con rojo de alizarina.

- Meétodos indirectos se basan en medidas de minimos

de intensidad de fluorescencia que resulta de la
accion alternadora, lo que se llama quenching de la
sustancia que se va a determinar. Ej. Aniones, [Eon

3+
|

complejo AI*" con alizarina.

Analisis de compuestos organicos vy biolégicos

Las aplicaciones mas importantes de la fluoresceiacse
encuentran en este campo y los métodos se basaneemedida de
la fluorescencia directa o bien de la fluorescenciaducida por
reaccion quimica.
Entre los compuestos organicos fluorescentes deenés estan
los hidrocarburos aromaticos policiclicos PDH
Existe también un nimero elevado de compuestos baglicos
= fluorescencia en aminoacidos, enzima...
Entre las reacciones quimicas empleadas para crear

compuestos luminiscentes, podemos sefalar:
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a) Reacciones de marcaje en las que un fluoroforo see!

directamente al analito con el fin de hacerlo mas

detectable. Ej. CI' (Cloro densilo con aminas secundarias).

b) Reacciones basadas en la formacion de complejos
metalicos. Los iones metélicos pueden servir paraber

fluorescente a un analito. Ej. Analisis de tetraciina.

5.3. Aplicacion de fotoluminiscencia como técnica

auxiliar de otras técnicas

En otras ocasiones, el fendmeno de la fluoresceseiemplea como

auxiliar en otras técnicas.

Casos:
. Uso de indicadores fluorescentes en volumetriamdrase, precipitacion y complejacion.
. Deteccion fluorescente en cromatogréfia de papebpa fina = preparado de derivados

fluorescentes de compuestos no fluorescentes amtespués de la separacion.

Asi igual es un método sensible para la detecaidiRLC la derivatizacion postcolumna.

. También se puede usar para seguir reaccioneszeatasi por enzimas y determinar la actividad
de la enzima. Ej. Tomamos una sustancia no fluergscsobre la cual actla la enzima para
producir fluorescencia o concentracion de la misma.

Métodos fosforimétricos. Aplicaciones
Los métodos fosforescentes y fluorescentes suetecosnplementarios ya que los compuestos que son

fuertemente fluorescentes presentan una débilafosforescencia y viceversa. La fosforescencisidmusada
para la determinacién de una gran variedad de esperanicas u bioquimicas, pero debido a la ndaesie
trabajar a bajas temperaturas y a la generalmefe precision de esta técnica no ha tenido uliaagion tan

amplia como la fluorometria. Resulta atractivaeedtividad potencial.
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TEMA T:

ESPECTROSCOPIA ATOMICA BASADA EN LA ATOMIZACION CONLLAMA Y
ELECTROTERMICA

1. ESPECTROSCOPIA ATOMICA: FUNDAMENTOS Y CLASIFICACION
La espectroscopia atdmica se basa en lar@bs, emision o fluorescencia por atomos o iones
elementales. Existen dos regiones del espectralguenformacion atomicailtravioleta — visible y rayos x
siendo la primera, la que se estudia aqui.
Los espectros atdmicodtravioleta — visible, se obtienen mediante un adecuado tratamiento t&rmic
que convierte los componentes de una muestra BT04to iones gaseosos.
El proceso por el cual la muestra se cote/ien un vapor atomico se denomiAdOMIZACION .
Depende la precision y exactitud de estaedas, en gran medida de esta etépabla 10 — 1)
Entre estos métodos se han aplicado com éxita determinacién de mas de setenta elementos co

sensibilidades de entre ppm — ppb.

2. ATOMIZACION DE LA MUESTRA

Los atomizadores son de dos tipos:

- Continuos.

- Discretos.

2.1. Atomizadores continuos
La muestra se introduce en el atomizador a uneideld constante y la sefial espectral es, por tanto,

constante en el tiempo. Los tres primeros métodagtamizacion= (Tabla 10 — 1, son de este tipo).

En cada uno de ellos, la disolucién de lastra se transforma en una niebla de pequefiasfgotasente
divididas mediante un flujo de gas comprimido. Esteceso se denomitNEBULIZACION .

A esta nebulizacion le sigue la etapaideleatacion en la que el disolvente se evapora pesducir un
aerosol molecular sélido, firmemente dividido. Lisogiacion de las moléculas conduce luego a ladoidm de
un gas atémico, y a su vez, los atomos puedenidisecen iones y electrones y se producen asictespele

emision molecular, y dos tipos de espectros dei@ma&odmicos= (Todo esto, en diagrama bloque resumen)

2.2. Atomizadores discretos
En estos, una cantidad medida de la muestra, sslite en el dispositivo como un bolo de liquido o
sdlido. La disolvatacion tiene lugar al subir Imfperatura hasta el valor en que tiene lugar laaaapn rapida

del disolvente. A continuacion, la temperaturalegeede forma drastica, de tal manera que las etegmas de la
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atomizacion se producen en un breve periodo deptieian estas circunstancias, la sefial espectraieréga
forma de un pico bien definido. Los atomizadorestebtérmicos son de este tipo, asi como la ataidizacon
chispa eléctrica. Mientras que, en un arco eléctse emplean tanto el modo continuo como el discret

dependiendo del tipo de muestra que se analiza.

3. ESPECTROS ATOMICOS
Cuando una muestra se atomiza por cualgdietas procedimientos anteriores, una importaaecfon de
los constituyentes metdlicos se transforman en@ayaseosos y ademas, segun la temperatura détatiom

una cierta fraccion de estos atomos se ionizar@nglose asi una mezcla gaseosa de atomos e ienestles.

3.1. Diagramas de niveles de energia

Los espectros de absorcion, emisién o fluorescedeidas particulas atomicas gaseosas, estan
constituidas por lineas estrechas que son bienida$i y que provienen de las transiciones de Exgrehes mas
externos. En el caso de los metales, las energiassas transiciones son tales que implican a ladiad
ultravioleta — visible y al infrarrojo — cercano.

Los diagramas de energia de los electroxiesn®s proponen un método adecuado para la deserige
los procesos en los que se basan los distintos tipcespectroscopia atomica. Asi, el diagrama delell un
diagrama caracteristic(Figura 10 — 2)

Las energias correspondientes a las distortzitales atdmicas, se indican mediante linedgdrdales. Las
orbitales p, se desdoblan en mas niveles, quedlifiigeramente en energia, pudiendo justificaste kecho
mediante las interacciones entre el movimientotalriiel electron alrededor de su propio eje y plresCon las
orbitales d y f, se producen diferencias similafex,o sus magnitudes son normalmente tan pequef@s q
resultan indetectables. El desdoblamiento de lhgiates p, d y f de elevada energia en dos estamos
caracteristico de todas aquellas especies si tianefinico electron externo. Asi, el diagrama deeletv de
energia para Mgtiene la misma apariencia que el correspondier#e N medida que sube el nimero de
electrones fuera de las capas mas internas, Igeadias de niveles de energia se hacen cada vezomatejos,
de manera que para los metales pesados, y pamigarite para metales de transicién, existe un giiamero de
niveles de energia muy poco espaciados, y en aomsei@, el nimero de lineas de absorcion o emmiéae
ser muy alto.

Hay que tener en cuenta, que las transisigne producen radiacion se observan solamente @gttos
estados de energia. Por ejemplo: no se dan lasdi@ares de los estadogdb4al 3 ni entre los distintos estados
p, o en los de d. Estas transiciones se llapaibidas, y existen reglas de seleccion que permiten la

prediccion de cudles son las transiciones mas pledbg cuéales no.

3.2. Espectros de emisién atémica
A temperatura ambiente, todos los atomos de unastrause encuentran esencialmente en el estado
fundamental. En estas circunstancias, por ejengpldnico electrén externo del Na metélico ocuparkital 3,
La excitacion de este electron a orbitales mas,alte puede conseguir mediante el calor de una,/lama
chispa o un arco eléctrico. El tiempo de vida détoamo excitado es breve y su vuelta al estadcafuedtal va

acompafiada de la emision de un foton de radiatasdos lineas que presenta el Na son 5890 y 5896én
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las mas intensas y las responsables del color longue se observa cuando se introducen las saleNalen
una llama(Figura 10 — 5).

Ademas, este pico mas ancho corresponde a lasctoanes de ga 3 y el pico que aparece a 5700 A
corresponde a dos picos no resuettos las dos transicioneg & 3, El poder de resolucién del monocromador

es insuficiente para poder separar los picos.

3.3. Espectros de absorcién atomica
En un medio gaseoso a elevada temperatura, looatdenlos metales son capaces de absorber radaeion
A (longitud de onda), caracteristico de transiciaelsestado fundamental a niveles superiores. Berasdo,
un espectro de absorcion atdmica esta constitwadéineas de resonancia, que son el resultadcadsitiones
del estado fundamental a niveles superiores. Asiegmplo, en el caso de Na, se observan expesmemte,
picos de absorcion aguda a 5890, 5896 y 3302, 8302

Cada par adyacente de estos picos correspanttansiciones desde el nivea3, y desde 3a 4,

3.4. Espectros de fluorescencia atomica

En una llama, los atomos pueden presentar fluaneEceuando se irradian en una fuente intensa que
contiene las longitudes de onda que son absorpitasl elemento. Los espectros de fluido resuliasgeniden
adecuadamente a un angulo dé, @@n respecto a la trayectoria luminosa y la @dmque se observa. Es por
lo general, el resultado de la fluorescencia denascia.

Cuando los atomos de Mg se exponen a fuelttavioleta, se absorbe la radiacion de 2852 A que
corresponde al salto deg & 3, emitiéndose posteriormente, fluorescencia denggsna a esa misma longitud de
onda.

Sin embargo, cuando los atomos de Na absaoszkacion de longitud de onda de 3303 A, lostadees
pasan al estadog,4produciéndose a continuacion, una desactivactonadiante hacia estados Bucho mas
rapidamente que la fluorescencia de resonancia ammseecuencia de la fluorescencia que se obsesa y
presenta a 5890 y 5890 A.

Y un tercer mecanismo para la fluoresceatdanica, en que los atomos de Talio excitados enllama,
vuelve al estado fundamental en dos etapas: unellae es fluorescente y produce lineas a 5350 A, y
continuacion se produce rapidamente una desadiivaw radiante hasta el estado fundamental. Ademas

puede observar fluorescencia de resonancia a 37{F6ghra 10 — 6)

3.5.  Anchura de las lineas espectrales

En espectroscopia atomica, la anchura de lineackales es de gran importancia, asi como lasdinea
estrechas son muy convenientes tanto en absor@ér emision, ya que asi se reducen las posibles
interferencias debidas al solapamiento de espectas lineas de absorcidn y emision atémica prasent
generalmente, una distribucién de longitud de orsiimétrica alrededor de una longitud de onda megylia,
coincide con la longitud de onda del maximo de dimstcia de la radiacién absorbida o la maxima sitd de
la radiacion emitida.

La observacion de diagramas de energia rgugige, una transicion entre dos niveles discrééoenergia

daria lugar a una linea, a una longitud de ondealSin embargo, distintos fendmenos comefetto doppler,
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efecto del campo magnético o eléctrico, y efecopidsion, debido a colisiones del atomo, danrlagque

estos efectos generen el ensanchamiento de las Espectrales.

4. ATOMIZACION CON LLAMA

Una disolucion de muestra se pulveriza emllama mediante nebulizador, el cual transformdidaluciéon
en un aerosol constituido por diminutas gotitasigido. A continuacion, tiene lugar una serie decpsos que
dan lugar a una mezcla de atomos de analito, ideesnalito, moléculas de muestra, moléculas deodaed
analito y una variedad de especies moleculareérgiads que se forman por reacciones entre el cdibly<l
oxidante y la muestra, debido a la gran variedagrdeesos complejos que se dan en la llama. Laizdern
es la etapa mas critica en la espectroscopia a,llg la que limita la precision de estos méto@ms. ello, es

importante conocer las caracteristicas de las Banas variables que les afectan.

4.1. Tipos de llamas (Tabla 10 — 2)

En el caso de usar,@n el aire, se obtienen temperaturas entre 128M0°C haciendo mezclas con gas
natural, H y acetileno. A estas temperaturas, solo los netalés facilmente excitables como los alcalinos y
alcalinotérreos, producen efectos de emision adiesua

Los metales pesados se excitan con oxidosoif ya que estos oxidantes producen temperatates 2500
—3100°C con los combustibles mas comunes.

También son de considerable importancia, las vddol@s de combustidn, ya que las llamas sélo sahlesten
ciertos intervalos de caudal; si el caudal no qudwe la velocidad de combustion, la llama se p@pagia atras
en el interior del quemador, Cuando el caudal gaidhd de combustion se encuentren ajustadosralsube
hasta alcanzar un punto por encima del quemadodedel caudal y la velocidad de combustible soal&gi En
esta region es donde la llama es estable; a caudtde altos, la llama sube y al final alcanza urigpdonde se
aparta del quemador. El caudal de la mezcla conbeist oxidante, depende mucho del combustible ly de

oxidante que se usan y es una importante varialdesg preciso controlar rigurosamente.

4.2. Estructura de la llama

La zona de la combustion primaria se cormmmesu luminiscencia azul, debido a la presencisad&ales
C,, CH.

En esta zona no se alcanza el equilibrio térmi@rg vez se usa en espectroscopia de llama.

El area interconal puede alcanzar variosiwentros de altura en llama rica de acetileno,-e Cacetileno —
oxido nitroso. Esta zona es rica en atomos lilyres, la que mas se usa en espectroscopia.

El cono externo es zona de reaccion secimdidos los picos formados, una region internaasesforma
en 6xidos moleculares libres, estables. El pedilla llama proporciona una informacién Gtil respeatlos
procesos que tienen lugar en las distintas paetds thma(Figura 10 — 11)

También tenemos los perfiles de absorbaffiggara 10 — 12) El perfil de absorbancia, por ejemplo para
Mg, presenta a la mitad de la llama un maximo, dtelein primer lugar, al aumento inicial de la abandia al
aumentar la distancia a la base de la llama y gudebe a que se produce un aumento en el nimeromes
de Mg, debido al mayor tiempo de exposicion adenll. Sin embargo, al acercarse a la zona extesrmagza

una apreciada oxidacion del Mg, lo que origina disaninucion en la absorbancia.
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El comportamiento de la plata es que noxggaccon facilidad; es distinta, observandose unemio en la
absorbancia debido a que se produce un aumentogormte atomos desde la base hasta la perifetaldana.
Disminuye el Cr, que forma 6xido facilmente, y muesina disminuciéon continua de la absorbancia elésd
zona cercana al quemador, lo que sugiere la folmatg éxidos desde el principio.

Por tanto, por el andlisis de cada uno tesedementos, se debe usar una zona distintalidenia. Por otro
lado, el perfil de emisién, que es un perfil tridimsional muestra la intensidad de emisién de inaa.l Por

ejemplo: produccion en una llama.

4.3. Perfiles de la llama (temperatura, absorbancia y
emision)
(Ver figuras 10 — 10y 10 — 11)

4.4, Atomizadores de llama

Se aplican para medidas de absorcién, emisiénoyeficencia atdbmica. Un atomizador de llama consiste

en un nebulizador neumatico que transforma la uics®dh de muestra en una niebla o aerosol que reslirte en
un quemador(Figura 10 — 14)

En términos de reproducibilidad, la atomizaciénllama resulta ser superior a todos los deméas megtodo
hasta ahora desarrollados para la introducciénuéstros liquidos con la posible excepcion I@rgura 10 —
15)

En términos de sensibilidad, otros métodos de a@meion son claramente mejores, pudiendo darse dos
razones:

- Una gran porcion de la muestra se pierde por deenaj

- Eltiempo de residencia de los atomos individidoglecamino optico, es breve.

5. ATOMIZACION ELECTROTERMICA

Los atomizadores electrotérmicos proporgiomayor sensibilidad, debido a que toda la muest@omiza
en un periodo muy breve y el tiempo de resideneitod atomos en el camino 6ptico es de un segundéaso
Los atomizadores electrotérmicos se usan para éalsdas de absorcion atomica y fluorescencia atgrpiem
no se han aplicado en los métodos de emision

Con estos atomizadores, se evaporan priomge pocos microlitos de muestra a baja temperagdteego
se calcina a una temperatura alta, en un tubo etaule grafito calentado eléctricamente.

Después de la calcinacion, la corrienterseementa a varios cientos de amperios, lo que baeela
temperatura suba aproximadamente a 2500°C, pradiasé la atomizacion de la muestra en un tiempovgue
de unos pocos milisegundos a un segundo. Es estdiciones, se mide la absorcion o la fluorescedeidas
particulas atomizadas en la zona situada inmedatnencima de la superficie calenta@fgura 10 — 16)
(Figura 10 - 17)

Los atomizadores electrotérmicos preserdarehtaja de su elevada sensibilidad. La precisativa de
estos métodos esta entre el 5 — 10% en compardeldt?6 0 menos, que se puede obtener en la atddnzac

con llama o plasma. Ademas estos métodos son cortos
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Una desventaja es el intervalo analiticeleque se puede trabajar, pues es pequefio, siendo general,
mayor de dos 6rdenes de magnitud. En consecudac&pmizacion electrotérmica se usa soélo cuando la

atomizacion con llama o plasma no proporcionailofés de deteccidon adecuados.

6. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA
Ha sido el método mas usado de los métosipscerales atdmicos, debido a su simplicidad, iefdad y

bajo coste relativo.

6.1. Fuentes de radiacion para los métodos de absorcion
atomica
Los métodos analiticos basados en la absorcidni@@on muy especificos debido a que las lineas de
absorcion atomica son considerablemente estregHasenergia de transicion electrénica es Unicaa pada
elemento. Sin embargo, esta limitacién en la archer las lineas crea un problema, ya que paraeggaempla

la Ley de Beer, es necesario que la anchura deebae la fuente sea mayor que la del pico de aidsorel

principal inconveniente para solventar este problesicambiar la ldmpara para cada elemento quebzaa

1) Lamparas de catodo hueco.

Es la fuente mas comin para las medidadsereén comuan, y consiste en un anodo o catodiadcito
cerrados herméticamente en un tubo de vidrio léEar o Ne.

El catodo esta constituido por un metal cagpecto se desea obtener o bien sirve de so@raaipa capa
de dicho metal. Cuando se aplica un potencial isufiemente entre los electrodos, se produce ladoidin del
gas y los cationes electrones migran hacia logreliws, de manera que los cationes son capacesaiea
algunos de los atomos metalicos de la superfidieldetrodo y producir una nube atdmica. A estegso se le
denominaChisporreteo.

Una parte de los atomos metalicos despreadid encuentran excitados y al volver al estaddaimental
emiten su radiacion caracteristica.

Finalmente, los atomos metéalicos se vueblvetepositar en la superficie del catodo o en lasdes del
vidrio del tubo. La eficacia de la lampara del dathueco depende de su geometria y del potendichdp.

2) Lamparas de descarga sin electrodos.

Son buenas fuentes de espectros atdémictisades, y producen intensidades radiantes que saroulos
ordenes de magnitud superiores a los del catodmhluma lampara con estas caracteristicas, serag@astn un
tubo de cuarzo herméticamente cerrado, que contiragpequefia cantidad del metal cuyo espectro seade
obtener de su sal y un gas inerte como el Ar. gp&ta no contiene electrodos y para su activas®msa un
campo intenso de radiofrecuencias o de microondadupiendo asi, la ionizacion del Ar. Existen lanaga
comerciales de descarga sin electrodos para qaint®s elementos, aunque su funcionamiento no paeetan

fiable como el de las lamparas del catodo hueco.

- Modulacioén de la fuente
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Es un instrumento de absorcion atomica para elimias interferencias producidas por la emision de
radiacién de la llama. La mayor parte de la radimemitida por la llama se elimina mediante el nocoomador,
pero la radiacién emitida correspondiente a laitodgde onda seleccionada por el monocromador,séestdpre
presente en la llama, debido a la excitacion yiémide los atomos del analito.

A fin de eliminar los efectos de la emismla llama, es necesario modular la salida dedaté para que
su intensidad oscile a una frecuencia constant@ 1drma, es ir interponer entre la fuente y la Haom
contador. De este modo, el detector recibe dos tifsefnales, una alterna de la fuente y otramuantie la

llama.

6.2. Instrumentos para la espectroscopia de

absorcion atomica

El instrumento ha de proporcionar una arglde banda lo suficientemente estrecha como paiar ¢
medida de la linea elegida de entre otras que puatiEferir, o que disminuyan la sensibilidad de &nlisis.

Para ello, pueden usarse filtros de interfelas, pero la mayoria de los instrumentos usan un
monocromador ultravioleta — visible. Los detectoyesistemas de lectura son similares a los descpigma la
espectroscopia de absorcién molecular ultravioletaisible. Se usan detectores fotomultiplicadomsendo
necesarios sistemas electrénicos que pueden disarientre la sefial modulada de la fuente y laicoation
de la llama.

La mayoria de los instrumentos van equipsadon ordenador, para el control de los parametros
instrumentales y para la adquisicion y manipulaciérdatos. En cuanto a los espectrofotometros delorhaz,
consisten en varias fuentes de catodo hueco, utadam o una fuente de alimentacién para impulsar u
atomizador y un espectrofotémetro sencillo de reddifraccion con un fotomultiplicador. En los
espectrofotometros de doble haz, el haz que previtenla fuente de catodo hueco, se divide mediamte
contador reflectante, de manera que la intensidaa @ través de la llama y la otra mitad, por faeralla.
Posteriormente, los dos haces lo recombinan medianespejo semiplateado y llega a un monocronasiozd
y al tubo fotomultiplicador.

A continuacion, pasa a un amplificador doedeamplifica la relacion entre las sefiales daerfia, y la

muestra mayor pasa al sistema de adquisicion.
6.2. Interferencias espectrales

Se produce cuando la absorcion o emision de ureciesgue interfiere, se solapa 0 aparece muy pgxim
a la absorcion o emisién del analito, de modo quegsolucién por el monocromador resulta imposibDedo
que las lineas de emisién de las fuentes de cdiodoo son muy estrechas, es rara la interferenm@asgq
produce por superposicion de ellas. También seugerdinterferencias espectrales debido a la pradlucke
combustion que poseen bandas de absorcion anclies,aerosoles que dispersan la radiacion, y adipsam
bajan la intensidad del haz transmitido, dandorlag&sultados analiticos con errores.

Cuando la unica fuente de estos productok esezcla de combustible y oxidante, se puedelizaga
facilmente la correccion, midiendo la absorbaneiad blanco.

Cuando la absorcion o dispersion se deba mdtriz de la muestra, con frecuencia se puedarevi

modificando parametros analiticos, tales como teatpe, relacion combustible — oxidante, si seocenla
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causa de la interferencia. Se puede afiadir unsexde la sustancia interferente, tanto a la muesimo a los
patrones, de manera, que si el exceso es elevadespecto a su concentracion en la matriz de kestray la

contribucién de ésta Ultima seré despreciable ustascia afiadida se denomiraortiguador de la radiacién.

6.3. Interferencias quimicas

Se producen como consecuencia de diversos progafogos que ocurren durante la atomizacion y que
alteran las caracteristicas de absorcion del an8liin mas comunes que los espectrales, y afeathenglo ser
minimos si se eligen condiciones de trabajo adesiad

Los procesos de mayor interés son:

- Laformacion de componentes de baja volatilidad.
- Lareaccion de disociacion vy,
- Las reacciones de ionizacion

En cuanto a la formacion de compuestos potitiles, el tipo mas comin de interferencia egretlucido
por aniones que forman compuestos de baja vokdilicbn el analito, y por tanto reducen su velocidad
atomizacion, originando errores negativos. Este tip interferencias pueden eliminarse o atenuagstred
formas:

- aelevada temperatura
- empleando agentes liberadores
- empleando agentes protectores que forman con lidgloaespecies estables volatiles.

En cuanto a los equilibrios de disociaci&mn los 6xidos e hidroxidos de los metales alcalitms que se
disocian con mucha mayor facilidad, por lo queiiéasnsidades de las lineas son elevadas, incltesmgeratura
relativamente baja.

La ionizacion en las llamas se da en las aprgienen aire, como oxidante, y la ionizacionatiemos y
moléculas, aqui es pequefa, y por lo general, pdedpreciarse. Sin embargo, en las llamas en lasshu
oxidante el Qo No, la ionizaciéon es mas importante y hay umaentracién notable de electrones libres.

El grado de ionizacién del metal, se enaaefitertemente influido por la presencia de otrastafes
ionizables en la llama. Los efectos de estos deapleentos se pueden eliminar con la adiciéon deupresor de
ionizacion, el cual proporciona una concentraciétativamente alta de electrones en la llama y como

consecuencia, se suprime la ionizacion del analito.

6.4. Procedimiento analitico en espectroscopia de

absorcion atomica

a) Preparacién de la muestra.

La muestra ha de introducirse disuelta gumaasin que intervengan muchos de los materialastdess,
como pueden ser muchos tejidos animales, plantaisados de petroleo y minerales no solubles ea ggion
frecuencia se requiere un tratamiento previo laisori

Las etapas de descomposicion y disoluceladnuestra, a menudo introducen mas erroresaguardpias
medidas espectroscipicas. Ademas, los reactivoseuean, introducen los tipos de interferencidsigas y

espectrales.
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Para la descomposicion y disolucion de lastra, alguno de los precedentes mas habitualesdeslos
tratamientos con acidos minerales y oxidacion ceactivos liquidos= sulfarico HNC, perclérico=
mineralizacion por via himeda, ademas de combustidbhanda de £ También la mineralizacién a elevada
temperatura> mineralizacién por via seca; y finalmente, fusédelevada temperatura con reactivos con 6xido
bérico y carbonato sédico.

Una de las ventajas de la atomizacion gginica, es que algunos materiales se puedenizaiom
directamente, evitando de este modo, la etapasdéudion.

b) Patrones de calibracion.
Idealmente, los patrones de calibraciéa ghanalisis de absorbancia atémica, deberiamrento sélo el

analito, sino que también deberia parecerse Igpogible a la muestra en cuanto a la matriz.

c) Efectos que se producen por el empleo de dis@sea la espectroscopia de llama.
La altura de los picos de absorcion seagl@n presencia de alcoholes de bajo Pn, y sengrdd aumento
en la eficacia del nebulizador, ya que la bajaiéensuperficial origina gotas de pequefio tamafiasiyse

produce la evaporacion del disolvente de forma nddisla.

d) Técnicas de generacion de hidruros.
Proporcionan un método para la introducdéms, Sn, Se, Bi y Pb, como gases en un atomizado
La generacion rapida de hidruros volatiles se predwrmalmente por adicion de una disolucion de la
muestra en medio acido, a un pequefio volumen dedismucion acuosa de Borohidruro Sédico al 1%,
contenido en una cubeta de vidrio. Después de amseclas disoluciones durante un breve perioded®b, el
hidruro que se forma se arrastra a la cAmara deizgoion mediante un gas inerte. Esta camara,gpgeteral,
consiste en un tubo de silice, calentado a uresgas de grados en un horno o en la llama, a tidelésual, la
radiacién de la fuente pasa hacia el monocromadbdgtector.
La sefial es un pico similar al que se obtiene a@idmizacion electrotérmica, aumentando la séisbi
en un factor de 10 — 100.

e) Curvas de calibracion.

Periddicamente, debe prepararse una cuevaatlbracion en el intervalo de concentracién d@ose
encuentra la muestra. Ademas, debido a que erotaiz#cion y en la medida de absorbancia existeran g
namero de variables incontroladas, cada vez queeakza un andlisis, es necesario medir dos parone

cubriendo un rango de concentracion que englobereentracion del analito en la muestra.

d) Meétodo de la adicién estandar.
Se usa para la absorcion atdmica, paraamestar las interferencias quimicas y espectmtaducidas por

la matriz de la muestra.

6.5. Aplicaciones de la espectroscopia de absorcion attra
Constituyen un medio sensible para la determinami@amtitativa de mas de sesenta elementos.
Las lineas de resonancia de elementos nalioest, se localizan por debajo de 200mm y soélpasible su

determinacion por los espectrofotometros que opemasl vacio.
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Para muchos elementos, las lineas de déteeni espectroscopia de absorcion, en la atomizaoié llama,
se encuentran en el intervalo de 1 — 20 microfimis 6 10° — 2 -10° ppm, y con la atomizacion electrotérmica,
los valores correspondientes son 2% 2007 ppb o 2 - 18— 10° ppm.

En cuanto a la exactitud, en condicionesnades, el error relativo asociado al andlisis dgostion con
llama, es del orden de | — 2 %, pudiendo dismiestas cifras cuando se toman precauciones egmagraos
errores que se muestran con la atomizacion eléatnata son de 5 — 10 veces mas altas que los db&oon la

atomizacion con llama.

7. ESPECTROSCOPIA DE EMISION DE LLAMA

Tiene como principal aplicacion, la deteragidn de Na, K, Li y Ka, especialmente en fluidaddgicos y
en tejidos. Por razones de conveniencia, rapidearya relativa falta de interferencias, se ha eotido en el
método mas adecuado para el andlisis de estos réfesngque suelen ser dificiles de determinar poasotr

técnicas.

7.1. Instrumentacion

Los instrumentos para trabajar con la emision amdl, son parecidos a los de absorcién, exceptelpor
hecho de que en los primeros, la llama actla camoté de radiacion, y en consecuencia, la lampatbdo
hueco y el contador, son necesarios. Para lossanglie no son de rutina, resulta mas conveniesge un
espectrofotémetro ultravioleta — visible. Con umgistador de una resolucién aproximada de 0,5 A. El
registrador constituye un medio sencillo para realcorrecciones de fondo.

Para el analisis de rutina para metalealiabs y alcalinoterreos, es suficiente la utdida de fotometros
simples de filtros; en estos casos se usa una l&faa temperatura, para evitar la excitaciénodedemas
metales, por lo que los espectros obtenidos soplessny pueden usarse filtros de interferencia pistar la
linea de emisién que se desee. Algunos fabricaraestruyen fotometros de llama disefiados especifinte
para el andlisis de Na, Ka, Li en suero sanguinemag muestras bioldgicas. En ellos, la radiaqide proviene
de la llama, se divide en tres haces de aproximadgnia misma intensidad, y cada uno de ellos pdsaés
de la superficie fotométrica independiente, comstit por un filtro de interferencias, un fototubo up

amplificador.

7.2. Interferencias

- Interferencias de banda
En muchas ocasiones, se observa que las lineasisiéreaparecen superpuestas sobre bandas emitidas
por 6xidos y otras especies moleculares de la mayestmbustible u oxidante, y es posible correpfioedo
tocando datos, es decir, unos pocos nm (nanémetroayla lado del pico del analito. En instrumenes no
tienen registrador, se realiza una medida a caftadal pico, aumentando el promedio de las dosdasdiy se

resta de la altura total del pico.

- Interferencias quimicas
Son esencialmente las mismas que se encuentras grétodos de absorcién de llama.
Se evitan mediante la eleccién de la temperatuel yso de agentes protectores, liberadores y

supresores de ionizacion.
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- Autoabsorcion

El centro de una llama esta mas caliente que ge paterna, y por ello los &tomos que emiten en la
zona central, estan rodeados por una region masyfré contiene una elevada concentracion de atomos
excitados, de manera que se produce la autoabsateia longitud de onda de resonancia por los @gate la
capa mas fria.

En una situacion extrema, el centro puede resmléaros intenso que los bordes, o incluso desaparecer
y el resultado es el desdoblamiento por autoingerdel méaximo de emisién en lo que aparentememteles
picos. La autoabsorcion resulta molesta cuandaalita esti a elevada concentracion. En estasnsitancias,
es preferible emplear para el andlisis, una limegesonante, la cual, no puede experimentar awozEba.

La autoabsorcién y la ionizacion, producen a veaesas curvas de calibracion de emisién con forma de
S en tres segmentos distintos, y asi en concentregimtermedias.

Por ejemplo; deK se observa una relacion lineal entre intensidacbrcentracion, pero la baja
concentracién aparece una curvatura que se deddevaldo grado de ionizacién en la llama y a comaeitin

elevada, la autoabsorcion provoca desviacioneginagale la linealidad.

8. COMPARACION ENTRE LOS METODOS DE ABSORCION ATOMICA Y DE EMISION

ATOMICA

En cuanto a los instrumentos, la principaitag de los procedimientos de emisidn, consistguenia llama
actia como fuente. Los métodos de absorcion nanegibr el contrario, una lampara distinta paraadkana.
Por otra parte, la calidad del monocromador denstrimento de absorcién, no tiene que ser tanpaita
alcanzar el mismo grado de selectividad debido esteuctura de las lineas emitidas por la lamparaatodo
hueco.

En cuanto a la habilidad del operador,r@todos de emision requieren un elevado grado Hiidaal,
debido a la naturaleza de emisién de ajuste, tale® la la zona de la llaesaogida y la relacién
combustible — oxidante.

Correccion de fonde> En los espectros de banda que provienen de Iogtitgmentes de la muestra, se

realiza con facilidad y por lo general, y con mésotitud, en los métodos de emision.

Precision y exactitud

La incertidumbre obtenida por los operadorgeers, es mas 0 menos la misma para ambos prdeaths
Los métodos de absorcién atémica presentan mepbtepras. Los procedimientos de absorcion atdmatane
menos sujetos a interferencias de lineas espes;tealaque los métodos de emision de este tipateldarencias

se reconocen y se pueden evitar facilmente.

-111 -



Tema 1: Metodologia Analitica Analisis Instrumental |

-112 -



