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RESUMEN

. RESUMEN

En el presente trabajo monografico se elaboraron cuatro practicas de laboratorio
siguiendo los contenidos recomendados para los procedimientos operatorios
normalizados y apoyandonos en la ISO-IEC TR 10013, también se elaboré un
instructivo perteneciente al manejo del espectrofotdmetro utilizado para las practicas
del laboratorio. También se elaboraron cuatro informes del laboratorio pertenecientes

a los resultados de las practicas de laboratorio.

En ellas se abarcaron algunos temas como: la calibracion del espectrofotémetro,
evaluacién de la concentracion de nitratos en agua del grifo por ultravioleta visible
para verificar el cumplimiento de la ley de Lambert Beer vy verificar si existe error
fotométrico, se tomaron en cuenta parametros como: linealidad, incertidumbre,
precisiéon. Del mismo modo se determino la concentracion de hierro en aguas por
complejacion con fenantrolina para evaluar la veracidad del método vy si existe efecto
de matriz en el mismo. Se evalud también la determinacién de hierro con Tiocianato

en la misma muestra de agua.
Toda la documentacion elaborada se evalud su contenido de tal forma que cumpliera

con las competencias y subcompetencias pertenecientes al componente curricular

métodos instrumentales de analisis .
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INTRODUCCION

|. INTRODUCCION

El componente Métodos Instrumentales de Analisis | el cual comprende tanto la
parte tedrica como la practica, es de vital importancia para el inicio del manejo de la
instrumentacion Quimica vinculado a la espectroscopia y sobre todo los métodos

espectrofotométricos ultravioleta visible.

Este componente ademas de los conocimientos en la instrumentacién quimica
también se adquieren habilidades en el manejo de cristaleria, preparacion de
soluciones, calibracion de espectrofotometro, uso de materiales de referencias y
métodos de cuantificacion como: comparaciéon directa, adicion patrén, curva de

calibracién normal y curva de adicion patron.

Estas practicas se realizan en el laboratorio de analisis instrumental perteneciente al
departamento de Quimica, ademas que estan relacionados a los conocimientos
adquiridos en las clases teoricas; es decir que hay un vinculo en el aprendizaje

tedrico practico.

Debido a la gran importancia de la realizacion de las practicas de laboratorio es
necesario elaborar las guias de laboratorios que se .estudiaran. Es decir elaborar la
documentacion perteneciente a las practicas espectroscopicas. La documentacion de

estas practicas son elaboradas como procedimientos operatorios normalizados.

La elaboracion de la documentacién pueden ser apoyadas en la guia ISO / TR
10013 la cual presenta directrices para la documentacion del sistema de gestion de
la calidad. Toda la documentacion de un sistema de gestién de la calidad puede
contener diferentes tipos de documentos como: manual de la calidad, procedimientos
de gestion y técnicos, registros, planes, formatos, etc. Los cuales son indispensables

para cualquier laboratorio que desee implementar el sistema de gestion de la calidad.
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OBJETIVOS

II. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Elaborar y aplicar los procedimientos operativos normalizados de trabajo de las
practicas de métodos Instrumentales de analisis |.

I11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Seleccionar los documentos a elaborar correspondiente a las practicas de

laboratorio de métodos instrumentales de analisis I.

2.  Elaborar los procedimientos operatorios normalizados de métodos

instrumentales de analisis |.

3. Evaluar el contenido de estudio de las practicas de laboratorio en base a las

competencias.

4. Elaborar los instructivos seleccionados.

5. Realizar el montaje de las practicas de laboratorio de métodos instrumentales

de analisis I.

6. Elaborar los informes de las practicas realizadas.
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MARCOTEORICO

V. MARCO TEORICO

IV.1. Documentos de un sistema de gestion de calidad

IV.1.1. Generalidades.

La gestion de la calidad tiene impacto estratégico en la empresa y representa una
oportunidad competitiva, poniendo especial énfasis en el mercado y en las
necesidades del cliente. Asi, el sistema de calidad hace que las actividades que se
desarrollen se realizan bien la primera vez de llevarlas a cabo y no se produzcan
errores.

La calidad se basa, junto con la rentabilidad del negocio, en la satisfaccion del
cliente, el cual cobra un papel esencial en la negociacion y excelencia permanente
en todas y cada una de las acciones de la empresa. Ya que, con tantos factores
involucrados en la administraciéon de la calidad que exigen a las empresas el
cumplimiento de las demandas del mercado, resulta esencial que una compania
tenga un sistema claro y bien estructurado que determine, documente, coordine y
mantenga todas las actividades clave que son necesarias en todas sus operaciones.
Puesto que esto a las pequefias empresas les proporciona un fundamento sélido que
las prepara para competir contra grandes consorcios brindando la confianza a los

clientes que ofrecen productos y/o servicios de calidad.

Un Sistema de Gestion de la Calidad es una serie de actividades coordinadas que se
llevan a cabo sobre un conjunto de elementos (Recursos, Procedimientos,
Documentos, Estructura organizacional y Estrategias) para lograr la calidad de los
productos o servicios que se ofrecen al cliente, es decir, planear, controlar y mejorar
aquellos elementos de una organizacién que influyen en satisfaccion del cliente y en

el logro de los resultados deseados por la organizacion

El principal objetivo que persigue la implantacion de cualquier disefio de gestion de
calidad, es destacar la capacidad de proporcionar un mayor grado de confianza
sobre los actuales y potenciales futuros clientes de productos o servicios que una

determinada empresa o entidad oferta.
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MARCOTEORICO

e Cuando es implantado de forma efectiva un sistema de calidad determinado,
se esta proporcionando un valor afiadido al producto.
e Cualquier empresa que se decida a implantar un sistema de calidad, muestra

COmMO organizacion una preocupacion por la mejora continua.

Tomando en consideracion tanto la importancia de tener y mantener una adecuada
gestién de la calidad, haciendo énfasis en el servicio, asi como el mantener como
ente principalmente importante en la organizacion a sus clientes, y su satisfaccion,
Posterior a ello la organizacidn debera realizar una evaluacion de los recursos con
que cuenta y evaluar y escoger entre distintas alternativas de mejora, cual implantar
tomando en cuenta todo lo anterior analizado (objetivos estratégicos, los clientes y su
satisfaccion y los recursos disponibles), para finalizar con una evaluacién general
para apreciar en qué grado se ha conseguido mejoras en la organizacion. Este ciclo

debe de aplicarse constantemente para mantener una ventaja competitiva continua.

La importancia de este sistema documental radica principalmente en que se pasa de
una cultura oral a una cultura escrita, en que se especifican con claridad los
procedimientos de trabajo, las responsabilidades de cada area, los compromisos de
calidad, las especificaciones técnicas que deben cubrir los productos o servicios, los
métodos de verificacion y prueba, asi como los registros de atencién y servicio que
se brinda al cliente. La gestién del sistema de calidad esta caracterizada segun por
“la eficiencia, la eficacia y la equidad; asi como el establecimiento y mejora de flujos
de informacion que proporcionen toda la informacién relevante en cada area, y
formas de coordinacién entre unidades que permitan el suficiente ajuste entre las
mismas”. De modo que la organizacién busque mejoras en la comunicacion entre sus
miembros y asi facilite el desarrollo efectivo de procesos orientados a la mejora
continua y a la satisfaccion del cliente. Una parte primordial para la implementacién
del Sistema de Gestion de la Calidad es que todo el proceso y las actividades
realizadas se encuentren documentadas, de acuerdo los diferentes tipos de

documentos. (1)
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MARCOTEORICO

IV.1.2. Tipos de documentos.

Es una descripcion de estructura y sintaxis de un documento, Su funcion basica es
la descripcion de la estructura de datos, para usar una estructura comun y mantener
la consistencia. De esta forma, dichos documentos pueden ser validados, conocen la
estructura de los elementos y la descripcion de los datos que trae consigo cada
documento, y pueden ademas compartir la misma descripcion y forma de validacion

dentro de un grupo de trabajo que usa el mismo tipo de informacion.
De acuerdo a esto podemos considerar cuatro categorias basicas de documentos:

» El manual de la calidad.
» Los procedimientos.
» Las instrucciones de trabajo.

» Los registros.
IV.1.2.1. Manual de la calidad

Es un documento donde se especifican la misién y visibn de una empresa con
respecto a la calidad asi como la politica de la calidad y los objetivos que apuntan al

cumplimiento de dicha politica.2)

El Manual de Calidad expone ademas la estructura del sistema de gestion de calidad

es un documento publico.

La estructura del manual de la Calidad puede ser variable y en diferentes formas, sin

embargo es primordial que presente algunos contenidos como:

e Presentacion/Portada
Se utiliza para plantear la presentacion que el documento tendra y la
informacién que contendra.

e indice.

Puede disefarse solo para indicar cada uno de los capitulos y secciones de las que

consta el documento.
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MARCOTEORICO

e Politica de la calidad.

Adquiere una gran importancia, ya que en el mismo el maximo responsable del
laboratorio, realiza una declaracion indicando: La independencia e imparcialidad del
mismo, asi como los objetivos de la calidad que fomentan la implantacion del
sistema, su compromiso con la calidad, y con la provision de medios y personal que

se requieran para alcanzar los mismos de forma satisfactoria.
¢ Organizacion.

Es este uno de los apartados mas importantes en donde se describe detalladamente
la organizacién, utilizandose los siguientes sub-apartados: Identificacion del
laboratorio, descripcion de puestos, organigramas, referencias a Procesos, formatos

y registros.
Descripcion de algunos items de la norma.

En la figura 1 se puede observar claramente el contenido minimo que debe estar

dentro del manual de la calidad o cualquier nombre que se le asigne.

esponsibilidad
Del cumplimiento
delos requisitos
de IS0 17025

Documentacion

Deberesy responsabilidades
dela Gerencia Técnica y

dela Calidad

|
/

Inclun o hacer

veferenciaa los

Procedunientos
de apovo

Figura N°1 contenido minimo para un manual de calidad
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IV.1.2.2. Los procedimientos

Es una forma especifica de llevar a cabo una actividad o un proceso, también los
podemos denominar como los documentos organizativos del sistema de calidad
que no contienen detalles sobre la manera de llevar a cabo sus actividades

técnicas o administrativas.

Estructura y formato: Puede ser un texto, un diagrama de flujo, una tabla, una
combinaciéon de los 3 o cualquier otro método adecuado que satisfaga las

necesidades de la organizacion.
Deben contener la informacidén necesaria y tener una identificacion unica

Pueden hacer referencia a Instrucciones de trabajo, las cuales definen cémo se

lleva a cabo una actividad.

Los Procedimientos documentados generalmente describen actividades que

competen a funciones diferentes.

¢, Qué se debe hacer? Explicacion de las actividades.
¢ Quién debe hacerlo? Responsables.
¢,Cuando debe hacerse? Periodicidad.

Si es necesario uno o varios modos

Cdémo debe h 2 operatorios especificos 0
¢, Como debe hacerse” o >
procedimientos especificos.

El contenido minimo que debe tener los procedimientos es el siguiente:
e Titulo
* Proposito

e Alcance
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MARCOTEORICO

* Responsabilidad y autoridad
» Descripcion de actividades

* Registros

* Anexos

* Revisién y aprobacion

Identificacion de cambios.

Podemos encontrar diferentes tipos o clasificacién de procedimientos y estos

pueden ser:

» Procedimientos de gestidon
» Procedimientos técnicos

» Procedimientos operativos normalizados
IV.1.2.2.1. Procedimiento de gestién

Los procedimientos de Gestidn estan relacionados conforme a los requisitos de
Gestion de la norma ISO/IEC 17025, es decir donde se destaque aquellos aspectos
como: control de la documentacion, subcontrataciones realizadas por el laboratorio,
las compras que se realizan, las supervisiones por la direccion, las auditorias
internas. Las acciones correctivas y preventivas que ejecuta y realiza el laboratorio,

etc. (3)

Dentro de los procedimientos de Gestidn se encuentra control de los documentos del
sistema de Gestidon de la Calidad. Algunos documentos a controlar se presentan en

la figura No. 2
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SISTEMA DE
CALIDAD Me?odos.('le
calibracion

Manuales

PROCEDIMIENTOS

Normas
L

CONTROLAR
DOCUMENTOS

Diagramas
L=

Instrucciones
|

Métodos de
. ensayvo |

Software

Figura N° 2 principales documentos a controlar en los procedimientos de gestion

IV.1.2.2.2. Procedimientos técnicos

Entre estos procedimientos tenemos aquellos en los cuales existen factores que
determinan la exactitud y la confiabilidad de los ensayos o de las calibraciones

realizadas por un laboratorio, algunos ejemplos de procedimientos técnicos como:

Personal: En algunas areas técnicas (por ejemplo, los ensayos no destructivos),
puede requerirse que el personal que realiza ciertas tareas posea una certificacion

de personal.

Instalaciones y condiciones ambientales: debe asegurarse de que las condiciones
ambientales no invaliden los resultados ni comprometan la calidad requerida de las

mediciones.

Métodos de ensayo y de calibracién y validacion de los métodos: debe aplicar
meétodos y procedimientos apropiados para todos los ensayos o las calibraciones
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MARCOTEORICO

dentro de su alcance. Estos incluyen el muestreo, la manipulacion, el transporte, el

almacenamiento y la preparacion de los items a ensayar o a calibrar.(3)
IV.1.2.2.3. Procedimiento Operativo Normalizado (PON)

Deben ser claros, organizados y detallados. Realizar un seguimiento puntual que es

de obligado cumplimiento
Definicion

Los procedimientos normalizados de trabajo son documentos complementarios al
manual de calidad, generalmente referenciados en el mismo, que describen con
detalle quien y como deben realizarse las actividades ahi previstas. En caso de que
recojan unicamente requisitos normativos suelen denominarse procedimientos

operativos de calidad o procedimientos generales.

El objetivo del manual de procedimientos es satisfacer las necesidades de los
empleados de la empresa. A diferencia del manual de calidad, el manual de
procedimientos no es un documento publico ya que debe reflejar los conocimientos y
la forma de trabajo de la empresa y su acceso esta restringido al personal autorizado

de la empresa.

Un procedimiento determina una o varias acciones que debe realizar una persona
con formacién adecuada siguiendo las instrucciones descritas en el procedimiento y
que genera uno o varios registros de calidad. El procedimiento debe indicar quien
una actividad como la realiza, como lo documentan y que otras acciones se realizan

de forma consecutiva.(1)
Contenido
Debe incluir como minimo

* Numero de identificacion del método.
» Fecha de autorizacion del método.

e Titulo.

* Referencias.
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MARCOTEORICO

e Aplicacion.

* Principios basicos.

» Aparatos y reactivos.

* Precauciones de seguridad.
» Procedimiento detallado.

« Calculos.

» Estadistica.

* Garantia de la calidad.

» Comentarios.

El manual de procedimientos normalizados debe permitir

» Conocer las actividades de la empresa

» Conocer los responsables de cada actividad y la delegacion de autoridad

» Conocer la frecuencia con que se realizan estas actividades

» Conocer los documentos que son necesarios para realizar cada actividad

» Conocer los registros que se generan con cada actividad

» Conocer quien tiene autoridad para aceptar las desviaciones que se pueden
producir al realizar dichas actividades

La estructura de un PON puede ser el mismo de un procedimiento de Gestidon
Ejemplo

Objetivo

Alcance

Términos / Abreviaturas
Responsabilidades
Parte experimental

Documentos Relacionados

N o g b~ 0D~

Referencias Normativas

12
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MARCOTEORICO

IV.1.2.3. Instructivos

Son documentos en los que se describen de forma ordenada y detallada todas las
operaciones que hay que realizar para llevar a cabo las actividades rutinarias de una
organizacién. Ejemplo instructivo para la elaboracion de documentos, cualificacion

del personal, manejo de equipos. etc.
Estructura y formato:

Deberian estar desarrolladas y mantenidas para describir el desempefio de todo

trabajo que podria verse afectado por falta de tales instrucciones.
Estas deben contener el titulo y una identificacién unica:

La estructura, formato y nivel de detalle utilizan deberian adaptarse a las
necesidades del personal y de la complejidad del trabajo, métodos utilizados,
formacion recibida y las habilidades y calificacion del personal. La estructura puede
variar con respecto a la de los procedimientos documentados. Pueden estar incluidas

en los procedimientos o hacerse referencias a ellas.«)
IV.1.2.4. Registros

Muestran los resultados obtenidos o proporcionan evidencias que indica que se
estan realizando las actividades establecidas en los procedimientos documentados e

instrucciones de trabajo.

Son los medios utilizados por las organizaciones para documentar sus actividades,

ya sean actividades de calidad o actividades técnicas.

Podemos encontrar registros de gestibn como formacion del personal,
contrataciones, quejas, reclamos etc. También podemos encontrar registros técnicos
como calibracion de los instrumentos de medida, condiciones ambientales, datos

obtenidos experimentales etc. (1)
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IV.1.2.5. Gestion de la documentacion.

La documentacion es uno de los pilares basicos del sistema de la calidad, una
correcta gestion de la documentacién que abarque todas las etapas del ciclo de vida
tendra una gran incidencia en la gestion de la calidad. Las actividades implicadas en

la gestion de los documentos son las siguientes:

e Adopcion de una estructura documental. el primer paso consistira en una
adopcién de una estructura documental apropiada y en la elaboracién de los
modelos de los distintos tipos de documentos.

e Establecimiento. Creacion, redaccion, modificacidn, revision y aprobacién de
los documentos.

e Organizacién. Sistema de difusion archivo y eliminacion de los documentos al

final del ciclo de vida.

El proceso de gestion de la documentacion se puede ver claramente en la figura

NO. 3 NECESIDAD
DE UN NUEVO DOCUMENTO
MODIFICACION
REVISION

[—> REDACCION

APROBACION

CODIFICACION, ARCHIVO, Y REGISTROS DE
DOCUEMENTOS VUGENTES

DISTRIBUCION
UTILIZACION

1

MODIFICACION

REVISION PERIODICA O
DETECCION DE ERORES

DOCUMENTO
UTIL

RETIRADA

ARCHIVO
HISTORICO DE
DOCUMENTOS

OBSOLETOS

Figura n° 3 procesos de gestion de la documentacion
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V.2 Espectrofotometria

La espectrofotometria es el método de analisis Optico mas usado en las
investigaciones quimicas y bioldgicas. El espectrofotdmetro es un instrumento que
permite comparar la radiacion absorbida o transmitida por una solucién que contiene
una cantidad desconocida de soluto y una que contiene una cantidad conocida de la

misma sustancia.

Todas las sustancias pueden absorber energia radiante, aun el vidrio que parece ser
completamente transparente absorbe radiacion de longitudes de ondas que no
pertenecen al espectro visible; el agua absorbe fuertemente en la region del
infrarrojo. La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas depende
de la estructura de las moléculas, y es caracteristica para cada sustancia quimica.
Cuando la luz atraviesa una sustancia, parte de la energia es absorbida; la energia

radiante no puede producir ningun efecto sin ser absorbida.

El color de las sustancias se debe a que éstas absorben ciertas longitudes de onda
de la luz blanca que incide sobre ellas y solo dejan pasar a nuestros ojos aquellas

longitudes de onda no absorbidas. ()

Fuente de quI
)

- Lentes Cubeta de
= / \ Muestra
Detector
\ (Fotomultiplicador)
ﬂ T —r

Selector de
longitud de onda
(Monocromador)

Figura n°4 esquema de un espectrofotobmetro
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La espectrofotometria ultravioleta-visible usa haces de radiacidon del espectro
electromagnético, en el rango UV de 80 a 400 nm, principalmente de 200 a 400 nm y
en el de la luz visible de 400 a 800 nm, por lo que es de gran utilidad para

caracterizar los materiales en la regidn ultravioleta y visible del espectro.

Al campo de luz uv de 200 a 400 nm se le conoce también como rango de uv
cercano, la espectrofotometria visible solamente usa el rango del campo

electromagnético de la luz visible, de 400 a 800 nm.

&

= —
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S 2 % _ g
m = = ] = == s =
- et . L - m =1
= = 2 —= O =5 m = = L @
a - s = = = = = 5, @
rE S2325323 < )&
- . =
% Ly . _ _ IR f %
== 300 400 500 600 700 800 =
g = =
— = oo

Longitud de ondal ] 3 § o 1 3
en nm 1 10 102 103 104 105 106
Luz visible
Rayos X uw il IF
{Ultravioleta) {Infrarrojo)

Figura n° 5 espectros electromagnéticos

Ademas, no esta de mas mencionar el hecho de que la absorcion y transmitancia de

luz depende tanto de la cantidad de la concentracion como de la distancia recorrida.
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IV.2.1. LEYES FUNDAMENTALES DE ABSORCION DE RADIACION
ELECTROMAGNETICA.

Cuando un haz de radiacién electromagnética atraviesa una soluciéon que contiene
particulas absorbentes, la intensidad de de la radiacion se ve disminuida por fendmenos

tales como:
Absorcion.
Reflexion.
Refraccion.
Dispersion.

Predominado el fendmeno de absorcion.

Pérdidas por reffexhin
en | imerfases .
-

.,
—_—
— gl
 Pémdidaes por dispersidn
" &n la Beobecitn
e

Hag incidente, Py, — Hire crmeergenie. P

.

™ Pérdics par reflexide
"!-\:—-—}.-’ n las interizses

P,.la intensidad que se pierde por reflexion, refraccion y dispersion.
P.: La intensidad absorcion.

P.: La intensidad inicial de la radiacion electromagnética.

P: La intensidad que emerge de la solucion.

La intensidad del haz de radiaciéon que emerge de la solucion siempre se mide tomando
como referencia una solucion de comparacién (blanco) de modo que el valor

correspondiente de P,puede ser compensado.(5)
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IV.2.2. LEY DE LAMBERT BEER

Hay que asumir dos consideraciones:

Tenemos una celda de espesor b que contiene una sustancia con capacidad de

absorber a la longitud de onda correspondiente.

Que el espesor b esta subdividido en capas infinitas de espesor x.

"'
!
d_r____l o

]

Imaginemos una luz con potencia radiante Po que pasa a través de una capa

infinitesimal delgada cuyo espesor es dx.

La disminucién de la potencia dP es proporcional a la potencia incidente Po, a la

concentracion de la especie absorbente C y a la variacion del espesor.

La relacion entre la intensidad

= — SPcdx
- ——ﬁcjdx

—(n P -1InPo)= pgcb
—In P -1In Po = gcb
—InP +1InPo = gcb

Po
In — = fcb
=7
Po
log — = ¢cb
g P &
A = gcb

inicial y la intensidad que emerge (Po / P) y la

concentracion resulta del hecho de que en cada porcién infinitesimal del volumen

total, la disminucién de la potencia es proporcional a la potencia incidente.(s)

18
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Tabla N° IV.2.1terminologia utilizada en espectrofotometria

Término simbolo Definicién Nombre y simbolo
alternativo
Radiacion P, Po |Energia de la radiacién Intensidad de la

electromagnética

radiacion. |, lo

Absorbancia A Log Po/P abCebC Densidad optica, D

Camino optico de la b Camino optico b, |

radiacion

Transmitancia T P/ Po Transmision

Absortividad a A/Bc Coeficiente de
Absortividad

Absortividad molar | ¢ A/Bc Coeficiente de

Absortividad molar

Esta ley es de mucha utilidad para la cuantificacion de determinado analito en una

muestra. En el grafico se puede observar la relacién lineal de la absorbancia y de la

concentracion a un camino Optico constante.

%7

1y Abs. vs. Concontrasiin
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%0 e . =
a0 s 240
A
=
L Abs = abe , -~ 2000
&0 »—" ADE.VE
T ve. Conc. -
= > 1500
-
a -
- LA 1000
..'.'
- - o —aby:
LN % =107 <100
1m - ~l
= -+
11 = - i [ifi i)
000 050 1 150 2 28 300

Grafico N°1. Porcentaje deTransmitancia y Absorbancia VS. Concentracién
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Esta ley se ve alterada cuando ocurren algunos errores en el analisis al utilizar esta
técnica las cuales se conocen como desviaciones de la ley de Lambert — Beer y

estas desviaciones pueden ocurrir debido a:

Limitaciones fundamentales:Es una ley limitante solo para concentraciones bajas
de analitos menores de 0.01M. A concentraciones muy altas las especies
absorbentes pierden su independencia, esto es al aproximarse demasiado las

moléculas  interaccionan entre si  provocando que cambien  sus

propiedadeseléctricas.

Interferencias quimicas: La cuales se producen como consecuencia de la
asociacién, disociacion o reaccion de las especies de interés, estas presentan una
dependencia fundamentalmente del pH de la soluciéon, de la cantidad de
concentracion del complejante y del Buffer, en fin todos los factores que pudieran

afectar el equilibrio de la reaccion.

Interferencias espectrales: la cual es debido a la radiacion no monocromatica, es
decir no se emite una sola longitud de onda, para que se cumpla debe existir un

solo coeficiente de absortividad en el intervalo de AtAA.

Interferencias instrumentales: provocado por errores de lectura que siempre se
producen pero se hacen mas graves a valores pequefios 0 muy grandes de
absorbancias. También es provocada por la radiacién parasita la cual es aquella que
llega al detector y no procede de la muestra, esta se agrava mas a valores altos de
absorbancias y es provocada por polvos, por reflexiones o por defectos del sistema

oOptico.

IV.2.3. Error fotométrico

El error fotométrico o instrumental indica la repetibilidad de las lecturas en un

espectrofotdmetro es comun tomarlo como:
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DT=2ST-T promedio / N, €l doble de la sumatoria de las desviaciones de las lecturas
de T con respecto a la transmitancia promedio T, en valor absoluto, dividido entre el

numero de datos, n.(6)
IV.2.3.1. Efecto de las incertidumbres

Es comun que el error indeterminado, o ruido, relacionado con el instrumento limite la
exactitud y precisién de los analisis espectrofotométricos. En el contexto de este
analisis ruido se refiere a las variaciones aleatorias a la salida del instrumento
debidas no solo a fluctuaciones electicas sino también a otro tipo de variables, como
la forma en la que el operador utiliza el instrumento, la posicion de la celda en el haz

luminoOso. La temperatura de la solucién y la salida de la fuente.

Una medida de absorbancia espectrofotométrica requiere tres pasos : un ajuste al
0% de T, un ajuste al 100 % T y una medida en % T. la relacion entre el ruido
encontrado en la medida de T y la incertidumbre de la concentracion resultante se

puede deducir al describir la ley de Beer en la forma(7)

A —logT
A =gbl donde € = Py sustituyendo A tenemos C = prs
—0.4303InT . .
T — derivando pacialinente
—0.43038T
00 = —— dividientre entre la C tenemos
zbT
dC _ -043033T _ -043039T _ -0.430397
c bt sbr—=2L T r(-logT)
£h
AC 0.403*25t
% = *100

C T(-logT)
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error relativo de concentracion
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Grafico n° 2 error relativo de la concentracion

Al graficar el erro relativo de concentracion versus absorbancia se observa
claramente como los errores aumentan a medida que realizamos lecturas de
absorbancias pequenas y de la misma forma cuando realizamos medidas de

absorbancias grandes.
IV.2.4. Calibracién del Espectrofotémetro.

IV.2.4.1 La Calibracién: operacién que bajo condiciones especificadas establece,
en una primera etapa una relacion entre los valores y sus incertidumbres de medida
asociadas obtenidas a partir de los patrones de medida, y las correspondientes
indicaciones con sus incertidumbres asociadas y, en una segunda etapa, utiliza esta
informacién para establecer una relacion que permita obtener un resultado de

medida a partir de una indicacion (VIM). (7)

El resultado de una calibracién permite atribuir a las indicaciones de un instrumentos
los valores correspondientes al mensurando o bien determinar las correcciones a

aplicar a tales indicaciones.

La calibracion determina las caracteristicas metrologicas del instrumento o del
material de referencia y se realiza mediante comparacion directa con patrones de
medida o materiales de referencia certificados. La calibracion da lugar a un
Certificado de Calibracion y, en la mayoria de los casos, se fijja una etiqueta al

instrumento calibrado.
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Existen varias pruebas para calibrar un espectrofotdmetro ultra violeta visible, estas

incluyen la exactitud, reproducibilidad de la longitud de onda, y la exactitud y la

reproducibilidad fotométrica .Las pruebas se presentan en la siguiente lista:

Tabla N°IV.2.4.1 Pruebas de rendimiento del espectrofotémetro UV-VIS.

Pruebas

Estandar utilizado

Exactitud de longitud de onda o exactitud espectral

Lampara de Deuterio

Lampara de vapor de mercurio

Filtro de oxido de Holmio

Filtro de Didymio

Oxido de Holmio en acido perclorico

Reproducibilidad de la longitud de onda

Solucion de dicromato de potasio (350 y 257nm.)

Luz difusa Solucion de cloruro de potasio (200 nm )
Solucion de yoduro de potasio ( 220 nm )
Resolucién Solucidn de tolueno en hexano

Exactitud fotométrica

Filtros de vidrio de densidad neutra

Filtros de metales en cuarzo

Solucién de dicromato de potasio

Reproducibilidad fotométrica

Solucion de dicromato de potasio

Ruido

Barrido espectral del aire (500 nm.

Linea de base

Barrido de aire en modo de absorbancia.

Estabilidad

Barrido del aire por 60 min. A 340 nm.

Linealidad

Solucién de dicromato de potasio en acido.
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23




MARCOTEORICO

Algunas pruebas de verificacion del espectrofotdmetro se presentan en la practica de
laboratorio no 1. MIA-I donde se debe realizar las pruebas de exactitud fotométrica,
exactitud espectral y evaluacion de la linealidad con los materiales de referencias
disponibles. Tales como: dicromato de potasio en medio acido y filtro de oxido de

Holmio.(,9)
Suelen distinguirse dos tipos de calibraciones: la calibracion directa y la calibracién
indirecta, aunque suele darse el caso en el ambito de los laboratorios analiticos que

esta ultima sea conocida también como calibracién analitica.

e La calibracion directa el valor del patron (valor de referencia) esta expresada

en la misma magnitud que se realiza la medicibn en el equipo. EI
procedimiento de calibraciéon se basa pues en medir el patron y comparar el
valor obtenido a partir del equipo con el valor declarado del patrén.
En la practica cuando se realiza una calibracién directa se tiene dos propositos:
a) Determinar el valor actual (patron) o medir el error de medida (equipo).
Sesgo: valor de medida — valor de referencia.
Correccion: referencia-medida.
b) Estimar la incertidumbre. La tolerancia de calibracién se define como la suma
del sesgo, en valor absoluto, y la incertidumbre expandida.
Tolerancia de calibracion = [sesgo] + Uexp
En definitivo el objeto final de la calibracion directa es comprobar la conformidad del

equipo para su futuro.

e En la calibraciéon indirecta o analitica, la respuesta del instrumento o sistema

de medida se expresa en forma de una magnitud distinta de la del patrén o
patrones de calibracion. Esta calibracion se realiza mediante patrones que

contienen cantidades conocidas de analito.
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IV.2.4.2 La_verificacién, por su parte, consiste en revisar, inspeccionar, ensayar,

comprobar, supervisar, o realizar cualquier otra funcién analoga, que establezca vy
documente que los elementos, procesos, servicios o documentos estan conformes con los

requisitos especificados.

En cierto modo, puede decirse que la verificacion es una calibracion “relativa” ya que
no se esta tan interesado en el resultado final como en saber si, a partir de ese
resultado, se cumplen o no unos requisitos especificados. Para pronunciarse al

respecto, debe tenerse en cuenta la incertidumbre asociada al resultado.()

IV.2.4.3 Patrones de medicion

Patron de medida, m

Patron, m realizacion de la definicibon de una magnitud dada, con un valor
determinado y unaincertidumbre de medida asociada, tomada como referencia
EJEMPLO Serie de soluciones de referencia, de cortisol en suero humano, que
tienen unvalor certificado con una incertidumbre de medida

EJEMPLO Materiales de referencia con valores e incertidumbres de medida
asociadas,para la concentracion de masa de diez proteinas diferentes

Material de referencia, m

MR material suficientemente homogéneo y estable con respecto a propiedades
especificadas,establecido como apto para su uso previsto en una medicién o en un
examen de propiedadescualitativas.

Material de referencia certificado, m

MRCmaterial de referencia acompafado por la documentacion emitida por un
organismo autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades
especificadas, con incertidumbres vy trazabilidades asociadas, empleando
procedimientos validos EJEMPLO Suero humano, con valores asignados a la
concentracion de colesterol y a la incertidumbre de medida indicados en un
certificado, empleado como calibrador o como material para el control de la veracidad

de la medida.(9,10)
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Tabla I1V.2.4.2. Clasificacion de los materiales de referencia.

CLASIFICACION DE LOS MATERIALES DE REFERENCIA.

MATERIAL DE | MATERIAL DE | MATERIAL DE

REFERENCIA REFERENCIA REFERENCIA DE
CERTIFICADO TRABAJO

PRIMARIO

Es aquel que presenta la | Material de referencia en | Es aquel material de

mas alta calidad
metrologica y cuyo valor
se determina por medio
de un método primario.
En el campo de analisis
quimico, estos MR son
patrones primarios para
medidas de composicion

quimica.

el que se han certificado
uno o varios valores de
de

propiedades mediante un

una o0 mas sus
procedimiento

técnicamente valido que
establece su trazabilidad
a una realizacion exacta
de la unidad en la que se
expresa el valor de la
MRC vy

donde se acompafa su

propiedad del

incertidumbre con el nivel
de

determinado.

confianza

referencia que es usado
rutinariamente en el
campo del analisis para
calibrar un proceso o un

instrumento analitico.
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Tabla 1V.4.2.3. Requisitos basicos de materiales de referencia certificados.

REQUISITOS

T 9 N O

o o o

El MRC debe ser trazable a patrones de referencia nacionales o
internacionales. Esto debe quedar perfectamente reflejado en el certificado que
aporte el organismo productor. Desde un punto de vista practico, no existe un
procedimiento normalizado para asegurar la trazabilidad de los parametros de
interés en un MRC, y cada organismo de certificacion tiene sus propios
métodos de trabajo. Sin embargo, la trazabilidad de un MRC exige la
utilizacion de varios métodos independientes, es decir, que se encuentre el
valor de la propiedad que se desea certificar (por ejemplo la concentracion de
acido oleico en manteca de cacahuete) utilizando diversos métodos analiticos
cuyos principios de medida sean completamente distintos. Algunos organismos
productores realizan los analisis en sus propios laboratorios mientras que otros
recurren a laboratorios externos de reconocido prestigio. En ambos casos, el
valor certificado de la propiedad deseada del MRC se determina en un
ejercicio interlaboratorio, como el valor consenso de los resultados obtenidos

mediante los diferentes laboratorios participantes.

® 5 ® @ 0 3 O T

o o o

El MRC debe ser homogéneo y de composicion constante. Se debe prestar
atencién a los datos sobre estudios de homogeneidad que facilite el fabricante
y valorar si son adecuados, teniendo en cuenta el tamano de muestra

recomendado para su uso Y la precision del método utilizado.
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-+ n

o 9

o o o

El material debe ser estable durante las condiciones de envio, y el usuario
debe conocer durante cuanto tiempo permanece estable el MRC desde su
recepcion y desde que se abre el recipiente. La estabilidad tiene que referirse
tanto a las propiedades certificadas como a la matriz. Algunos MRC pueden
verse afectados por numerosos factores como la luz, la temperatura o la
exposicion a la atmoésfera, por lo que el fabricante debera indicar las
condiciones de transporte, manejo y almacenamiento recomendadas para el

material.

<

El MRC ha de ser lo mas parecido posible, tanto en la composicion de la matriz
como en el valor de la propiedad a determinar, a las muestras reales que seran
posteriormente analizadas con nuestro método analitico. Esta propiedad no es
nada mas que sentido comun puesto en practica: si mi laboratorio analiza
plomo a nivel de mg/l en agua de rio que sera posteriormente destinada al
consumo humano, el mejor MRC posible es agua de rio. Como un MRC que se
asemeje exactamente a nuestras muestras generalmente sera imposible de

encontrar, podemos utilizar un MRC que sea parecido.

IV.2.4.4 Preparacion de los materiales de referencias.

Existen cuatro etapas basicas en la preparacion de estos patrones:

e Seleccidn y preparacion del material: se detecta la necesidad por parte del

organismo de certificacion. Se selecciona el material que va ha servir de base

para la preparacion de dicho material.
e Estudios de homogeneidad y estabilidad.
o Certificacion de los valores de referencia.

e Emision del informe de certificacion.
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IV.2.4.5 Problemas habituales en la seleccion de los materiales de referencias.

e Escasez de MRC en el mercado. Dificultad de localizar los disponibles y de
comunicarse con fabricantes y distribuidores.

e Su alto costo, lo que limita su aplicacion. En muchos casos, puede estar en
funcion de la metodologia de su certificacion. Por ejemplo, los MRC
matriciales se obtienen mediante estudios interlaboratorios que son largos y
costosos.

e Escasa informacion por parte de los fabricantes, lo cual dificulta la evaluacion
de si un determinado MRC es adecuado a los objetivos.

e EIl analito requerido no se encuentra certificado en una matriz idéntica o
parecida a la composicion del producto o de la muestra.

¢ Dificultad en disponer de distintos niveles de concentracion para evaluar el
procedimiento en todo su rango de aplicacion.

¢ Una incertidumbre inadecuada para evaluar un procedimiento de medida.

e No poder controlar la toma de muestra, lo que puede suponer una
incertidumbre superior al de la etapa de analisis.

e Problematica de su trazabilidad. Patrones en los que se declara su trazabilidad
a organismos reconocidos, como NIST, BCR, etc., pero en los que, a veces,
no existen garantias sobre el aseguramiento de la misma ni sobre la fiabilidad

de su valor certificado.

IV.2.5. Aplicaciones Cuantitativas

Una de las razones por las cuales es de gran popularidad el uso de la espectroscopia
es que muchos compuestos organicos e inorganicos poseen fuertes bandas de
absorcién en la region ultravioleta / visible del espectro electromagnético. Ademas en
muchas ocasiones los analitos que no absorben radiacion, puede enlazarse
quimicamente con otra especie diferente que si absorba ese tipo de radiacién. Por
ejemplo las especies de hierro (lI) pueden formar complejos con el ligando

ortofenantrolina, el cual este complejo si absorbe radiacién en la region visible. Otra
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de las ventajas de la absorcion es que es facil ajustar las condiciones experimentales

e instrumentales de tal forma que se cumpla la ley de Lambert Beer.

En las aplicaciones medioambientales existen un gran niumero de métodos para el

analisis de las aguas de corrientes y las aguas residuales.(11)

analito

Aluminio

Arsénico

Cromo

Cobre

Plomo

Amoniaco

Nitrato

Fosfato

Método
Oligometales

La reaccion con colorante cianuro de eriocromo R a pH 6 produce

un complejo de color rojo a rosado

Reducido a AsHs con Zn vy hacerlo reaccionar con

dietilditiocarbamato para producir un complejo rojo.

Oxidar a Cr (VI) y hacer reaccionar con difenilcarbazina en

disolucion acida, para obtener un complejo rojo-violeta.

Mezclar con neocuproina en solucién neutra a ligeramente acida;

extraer con CHCI3; /CH30H para obtener una disolucion amairilla.

Extraccion en CHCI; con ditizona de muestra alcalinizada con

tampdn amoniacal; complejo rojo cereza
Compuestos inorganicos no metalicos.

La reaccion con amonio, hipoclorito y fenol produce indofenol azul:

catalizado por una sal de manganeso.

Reduccién a NO;™ por Cd, se forma un colorante azo por reaccion

con sulfanilamida y N-(1-naftil)-etilendiamina.

Reaccién con molibdato amonico seguida de reduccién con cloruro

de estafio para formar azul de molibdato.
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V.3 Algunos Parametros de validacion

IV.3.1. Precision.

La precision depende exclusivamente de los errores aleatorios del proceso de
medida y es independiente de los errores sistematicos. Dicho de otra manera, la
precisidbn proporciona una medida global de las distancias existentes entre los
valores de un grupo y el valor medio de los mismos (o0 entre dichos valores entre si),
con independencia de su distancia respecto al valor verdadero de la magnitud que se
esta midiendo. El parametro estadistico que se utiliza normalmente para expresar la

precision es la desviacion estandar, ya sea en términos absolutos o relativos.

Dado que el numero de factores que pueden afectar a la precisidon de los resultados
es elevado, al evaluar la precisiéon de un método analitico es conveniente distinguir
entre unas condiciones de minima variacién de los factores de influencia y unas
condiciones de maxima variacién de los mismos. Es lo que normalmente se conoce

como condiciones de repetibilidad y de reproducibilidad, respectivamente. (12)

Este parametro de validacion se puede evaluar de tres maneras las cuales son:

IV.3.1.1. Repetibilidad: Precision esperada bajo las mejores condiciones a intervalos
de cortos de tiempo (en un mismo dia), un mismo laboratorio, mismo operador.

Mismo instrumento.

IV.3.1.2. Precision intermedia; Grado de dispersion de resultados obtenidos en
diferentes tiempos (diferentes dias) de un ensayo o analisis, efectuado por el mismo

operador y el mismo instrumento.

IV.3.1.3. Reproducibilidad: Precision esperada para la medicién de un analito en una
muestra, efectuada en diferentes laboratorios, a diferentes tiempos, por diferentes

operadores y con diferentes instrumentos.
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IV.3.2. Exactitud

La exactitud de un método analitico es uno de los parametros de calidad basicos

que, desde un punto de vista metrologico, depende de la trazabilidad de las medidas.

Respecto al concepto de exactitud, es preciso indicar que la terminologia y los
simbolos utilizados presentan diferentes significativas. El hecho de que organismo

como ISO o IUPAC utilicen términos y simbolos distintos da lugar a cierta confusion.

La IUPAC (1998) define exactitud como “el grado de concordancia entre el resultado
de una medida y el valor real del mensurando”. Afdade también que se trata de un
concepto cualitativo utilizado para describir el error asociado a un resultado; se suele
decir que un valor es muy exacto o poco exacto, sin embargo, hace falta un
parametro que permita medir cuantitativamente la exactitud. Este parametro es el
error que se define como “la diferencia entre el resultado de la medida y el valor real

del mensurando”.(13)

Los errores pueden clasificarse en aleatorios o indeterminados y sistematicos o

determinados.
Aspectos importantes:

a) El resultado de una medida puede ser un valor individual o una estimacion
estadistica procedente de un cierto numero de observaciones, como el valor
medio de un numero pequeio de medidas o el valor medio de un grupo
grande de medidas.

b) El valor real del mensurando es precisamente lo que se pretende averiguar al
realizar las medidas. Por lo tanto, se trata casi siempre de un valor
desconocido que en la practica, impide la evaluacion de la exactitud y pone
en entredicho la utilidad misma del concepto.

c) Algunas veces se asocia el concepto de exactitud unicamente a los errores

sistematicos y el de precision a los errores aleatorios.
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IV.3.3. Linealidad

El rango dinamico lineal es limitado por la luz difusa a grandes valores de
absorbancias y por el ruido a bajos valores de absorbancias. La linealidad la
podemos evaluar de varias formas entre ellas tenemos: el comportamiento de la
grafica, el grafico de residuales, el coeficiente de regresion(4). EIl ANOVA de un factor
todo ellos con el fin de comprobar si existe una relacion lineal entre la concentraciéon
de los estandares y las absorbancias de las mismas. Ademas nos es de gran utilidad

para ver el cumplimiento de la ley de Lambert Beer
IV.3.4. Incertidumbre

Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos a un

mensurando, a partir de la informacion que se utiliza.

La incertidumbre de medida incluye componentes procedentes de efectos
sistematicos, tales como componentes asociadas a correcciones y a valores
asignados a patrones, asi como la incertidumbre debida a la definicion. Algunas
veces no se corrigen los efectos sistematicos estimados y en su lugar se tratan como

componentes de incertidumbre.

Un analisis quimico se puede considerar como un tipo especial de medicion en la
que: como en cualquier proceso de medida se obtiene un resultado que define el
valor de una propiedad de una muestra (mensurando), que se obtiene siguiendo un
determinado procedimiento (caracterizado por una serie de etapas) y que implica el

uso de un equipo. De medida.

El resultado obtenido viene siempre acompanado de una cierta incertidumbre que
viene a poner de manifiesto la existencia de factores incontrolables que hacen que

no se repita el valor obtenido de una medida a otra.(1,15)
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IV.4. Métodos de cuantificacion.

Existen varias formas para calcular la concentracion de un analito en una muestra
llamados métodos de cuantificacion dependiendo de la utilidad y de las

preparaciones de las soluciones entre ellos tenemos:
Comparacion directa.

Se preparan tres soluciones:

Blanco Estandar Muestra

El cual contiene todos | Concentracion conocida | Preparacion de la
los reactivos utilizados | del analito a cuantificar | muestra con la cantidad
en la preparacion | utilizada como referencia. | de solvente adecuada.

exceptuando el analito.
. (CE) (CM)
El cual se utiliza para

ajustar el cero.

Comparacion por adicion patrén

Blanco Estandar + muestra Muestra

El cual contiene todos | Alicuota de muestra mas | Preparacion de la
los reactivos utilizados | alicuota del estandar. muestra con la cantidad

en la preparacion (Curee) de solvente adecuada.

M+E
exceptuando el analito.
. (CM)
El cual se utiliza para

ajustar el cero.
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AMCE
AM+E 'AM

CM =

IV.4.1. Curva de Calibracion Normal.

Este método se basa en la medida de la sefial de un cierto numero de patrones
sintéticos, que contienen cantidades perfectamente conocidas de analito; esta
metodologia, también llamada calibracién externa, es la mas empleada e involucra
uno, dos o mas patrones para cuantificar la concentracion de analito en la muestra.
El patrén deberia idealmente responder de la misma forma que el analito presente en
la matriz, pero en algunos casos el pretratamiento de la muestra puede causar
pérdidas del analito, por lo que la sustancia RM deberia estar sujeta al mismo
proceso que la muestra para que las pérdidas se produzcan de igual forma en

ambas, corrigiendo asi una posible fuente de error sistematico.(10)

Se prepara una serie de estandares de concentracidn conocidas y se lee las
absorbancias de cada uno de ellos. Se grafica C vs A (sefal del instrumento) de los

estandares. Se realiza la preparacion de la muestra.

Sefial

I LY |
Concentracién

Se evaluan los parametros de regresion. Se realiza el célculo:
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CM :Amb_a*Fd

IV.4.2. Curva de Adicién Patrén

Esta calibracion es comunmente conocida como método de adicion de patron y
conlleva la adicion de una sustancia pura o patron a la propia muestra, que contiene
analito, con el objeto de poder determinar la concentracion de analito en la muestra
de forma eficaz. La adicion d4e una cantidad conocida de patron a la matriz es la
metodologia mas facil para reproducir la muestra. Esta calibracion se debe utilizar
cuando la matriz de la muestra es desconocida o tan compleja que un “patron

externo no puede utilizarse con confianza si se sospecha que existe efecto matriz.

Se utiliza cuando existe efecto de matriz. Se prepara una serie de estandares de
concentracidon conocidas cada una conteniendo una cantidad constante de alicuota

de la muestra. . Se grafica C vs A (sefal del instrumento) de los estandares. (9,16)

Sefial

Senal de la muestra

. .. Cantidad anadida——,
Cantidad de analito en
la muestra de ensayo

Cm=2*Fd
b

El calculo de la muestra es:
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. Metodologia utilizada

La metodologia utilizada en la seleccion de los procedimientos a elaborar fue en

base a:
. Practicas realizadas en afios anteriores
. Existencia de reactivos
. Cantidades de reactivos para realizar las practicas
. Temas que cumplan con la mayor parte del contenido de la
materia.
. Disponibilidad de equipos

En la seleccidn del instructivo elaborado fue en base al espectrofotometro a utilizar.
En la elaboracién de los informes la seleccion fue en base a las practicas realizadas.

La metodologia a utilizar para la elaboracion de los procedimientos operativos

normalizados fue la siguiente:

. Primeramente se comprobd los resultados a través de la
realizacion de cada practica.

. Una vez obtenido los resultados se elabora los procedimientos
de cada practica en base a los requisitos minimos que debe contener un
procedimiento operativo normalizado.

. Los informes se elaboraron de acuerdo a lo solicitado por cada

Procedimiento Operatorio Normalizado.
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VI.  ANALISIS DE RESULTADOS

VI.1 Seleccion de las practicas de laboratorio.

Las practicas de afios anteriores que se han venido realizando en los métodos
instrumentales de analisis | son variables, entre ellas tenemos: calibracion de un
espectrofotdmetro ya sea con cromato en medio basico o dicromato en medio acido,
analisis de cromo (lllI), determinacion de nitratos, determinacion de hierro ya se a
formando complejos con hierro (II) o formando complejo con Hierro (lll) en agua o en
sal, determinacion de fosforo en cerales, analisis de mezclas etc.

En la seleccidn de las practicas de espectrofotometria uno de los mayores problemas
fue la existencia de los reactivos.

Las practicas que se seleccionaron para luego elaborar su procedimiento operatorio
normalizado de trabajo fueron las siguientes:

e Calibracion de un espectrofotometro.

e Determinacion de nitratos en aguas.

e Determinacion de hierro en aguas por el método ortofenantrolina.
e Determinacion de hierro en aguas por complejacion con tiocianato.

Aunque hay que resaltar que en la tercera practica se utiliza mucho reactivo para la
preparacion de la solucion amortiguadora; sin embargo en la bodega de quimica hay
en existencia los reactivos utilizados.

VI.2 Elaboracion de procedimientos e instructivos.

En la elaboracién de la documentacién para las practicas de analisis instrumental | se
seleccionaron los procedimientos de las practicas realizar por los estudiantes.

Los procedimientos de las practicas se elaboraron de acuerdo a las directrices de la
norma 10013 y de acuerdo a la estructura que propone los procedimientos
operatorios normalizados.

También se elabord un instructivo para el manejo del espectrofotometro SHIMADZU
serie 1203.

Los procedimientos e instructivos elaborados se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla n° VI.1 procedimientos e instructivos

PROCEDIMIENTO

Tiempo de duracién

Calibracion de un espectrofotometro UV- | 4 horas
visible(PMIA-I-01)

Determinacion de la concentracidon de nitrato por | 4 horas
el método espectrofotométrico ultravioleta
selectivo.(PMIA-I-02)

Determinacion espectrofotométrica de hierro en | 4 horas
aguas naturales por complejacion con
ortofenantrolina ((PMIA-I-03)

Determinacién de la concentracion de hierro (Ill) | 4 horas

en aguas por espectrofotometria. (PMIA-1-04)

INSTRUCTIVO

Instructivo de trabajo del espectrofotometro uv
visible 1203 (INS-01)

Para todas las practicas

INFORMES DE LABORATORIOS

Informe de Calibracion de un espectrofotometro UV- visible(IMIA-I-01)

Informe de Determinacion de la concentracion de nitrato por el método

espectrofotométrico ultravioleta selectivo. (IMIA-1-02)

Informe de Determinacién espectrofotométrica de hierro en aguas naturales

por complejacion con ortofenantrolina(IMIA-I-03)

Informe de Determinacion de la concentracion de hierro (lll) en aguas por

espectrofotometria(IMIA-1-04)

Como se puede observar son cuatro procedimientos correspondientes a 16 horas
que es el tiempo que presenta el componente curricular de los laboratorio de
métodos instrumentales de analisis |. el instructivo se aplica para todas las practicas
de laboratorio. También en la documentacion se elaboraron los cuatro informes de
cada laboratorio con el fin de que los estudiantes les sirva de guia para la
elaboracion de los informes de una forma un poco diferente a la tradicional, es decir

aplicando los conocimientos tanto de espectrofotometria como de quimiometria.
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Si bien es cierto que con estas practicas se da el cumplimiento de las horas
programadas, en algunas ocasiones también se imparten practicas de
espectrofotometria atdmica, dependiendo de la disponibilidad de los laboratorios que
presentan este tipo de instrumento. No se elaboré el procedimiento de la practica de
absorcion atdbmica debido a que no siempre se imparte esta practica debido al gasto
de gas y de algunos reactivos que elevan el costo de la misma.

VI.3 Evaluacién del contenido de las practicas de laboratorio.

El contenido de cada practica de laboratorio y posteriormente su aplicacién y la
elaboracion de cada informe debe de ir cada una de ellas relacionadas con las
competencias y subcompetencias de cada componente curricular, en este caso
Métodos Instrumentales de Analisis |. Es debido a esto que es importante evaluar el

contenido de los mismos.

En la primera practica el contenido principal es sobre la verificacion instrumental de
la respuesta de un espectrofotdmetro, si bien en la practica el titulo es de calibracion,
en la realidad lo que se realiza es una verificacion. En esta se evaluan algunas
pruebas como la exactitud espectral, la exactitud fotométrica, la evaluacién de la
respuesta del detector en funcién de la respuesta lineal y la respuesta del ruido y de
la deriva. Es decir se realizan pruebas para ver el funcionamiento de las partes del
espectrofotdmetro. También se aplicaron algunas pruebas de quimiometria para los

resultados de las diferentes pruebas.

En la segunda practica el contenido es sobre la aplicacion de la ley de Lambert Beer,
es decir la relaciéon lineal que existe entre la concentracion de cada estandar de
nitrato y la respuesta de la absorbancia de cada uno de ellos, ademas de evaluar el
error aleatorio de la medicién calculado como error relativo de concentracion, es

decir comprender un poco sobre los errores en las mediciones.

En las practicas tres y cuatro se determind hierro a partir de la formacion de un
complejo, ya sea de hierro (lI) o hierro(lll), se pudo interpretar y estudiar el mismo
analito pero con diferente método. También se realizaron algunos estudios sobre el

efecto de los componentes de la matriz en la senal de la lectura, es decir se evalud el
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efecto de matriz, al mismo tiempo se aplicé dos métodos de cuantificacion diferentes:

a partir de la curva de calibracion normal y a partir de la curva de adicidn patron.

Por otra parte a los resultados de las concentraciones de hierro en las muestras se

les evalud el error aleatorio utilizando diferente replicas de muestras y utilizando los

parametros de regresion. También se utilizaron algunas pruebas quimiometricas para

el analisis de los resultados.

En la tabla N° VI.2 se presenta en resumen los contenidos que se basan en el

cumplimiento de las competencias y subcompetencias.

Tabla n° VI.2 resumen de los contenidos

PROCEDIMIENTO

contenido

Calibracion de UV-

visible(PMIA-I-01)

un espectrofotometro

Manejo del espectrofotometro.
Verificacién / calibracion.
Exactitud espectral.

Exactitud fotométrica.
Linealidad.

Ruido.

Deriva.

Determinacién de la concentracion de nitrato por
el método espectrofotométrico ultravioleta
selectivo.(PMIA-1-02)

Aplicaciéon de la ley de Lambert
Beer.

Evaluacion del error fotométrico.

Determinacién espectrofotométrica de hierro en
aguas naturales por complejacion con
ortofenantrolina ((PMIA-I-03)

Determinaciéon de la concentraciéon de hierro (I11)
en aguas por espectrofotometria. (PMIA-I-04)

Aplicaciéon de la ley de Lambert
Beer.

Cuantificacion por CCN y CAP.
Evaluacion del efecto de matriz.

Evaluacion del error aleatorio.
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VI.4 Presentacion de los documentos elaborados.

Los procedimientos elaborados, procedimientos operatorios normalizados,

instructivos e informes de laboratorio, los cuales se presentan a continuacion:
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Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

|.Objetivos

e Evaluar la exactitud de la longitud de onda utilizando un filtro de oxido
de Holmium.

e Evaluar la exactitud fotométrica a partir de un estandar de dicromato
de potasio.

e Evaluar la linealidad cuando se trabaja con un soluciones estandares

de dicromato de potasio.

Responsabilidades

= El tutor de la practica debe dirigir y supervisar la aplicacion correcta de este

procedimiento para el grupo de estudiantes.

Parte experimental
3.1.Principio

» La medicion espectrofotométrica se basa en la mediciéon de los valores de
absorbancias obtenidos experimental con material de referencia de valores
conocidos. Primeramente se realiza un barrido espectral con un filtro de
Holmium para verificar los valores de los picos de absorbancias y luego se
evalla la medicion fotométrica y la linealidad a partir de los resultados de un
estandar de dicromato de potasio en medio acido sulfurico. Los datos
experimentales se comparan con las especificaciones del espectrofotometro

utilizado y se realiza un analisis sobre las lecturas del mismo.
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Practica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01

Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de andlisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

3.2. Equipos y Materiales

Espectrofotometro ultra violeta visible .Shimadsu 1203.
Matraces de 100 ml.

Matraces de 25 ml.

Pipeta de 5 ml.

Pipeta de 2 ml.

Pizeta.

Celda de oxido de holmium.

3.3. Reactivos

Dicromato de potasio.

SR N N N N N

v

Puede causar cancer por inhalacion.
Nocivo en contacto con la piel.

Téxico por ingestion.

Muy téxico por inhalacion.

Irrita las vias respiratorias y piel.

Muy téxico para los organismos acuaticos.
Evitese la exposicién

Evitese su liberacion al medio ambiente

Acido sulfurico.

v
v

Provoca quemaduras graves

Consérvese bajo llave y manténgase fuera del alcance de los nifios
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Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

v' En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente
con agua y

v Acudase a un médico.

<\

No adicionar jamas agua a este producto
v" En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico y

muéstresele la etiqueta o el envase.

IV. Procedimiento

Parte A. Preparacion de soluciones.

e Solucién de 500 ppm de dicromato de potasio: Pesar 0.05 g de dicromato de

potasio y diluir a 100 ml con acido sulfurico 0.005M.

e Solucién de acido sulfurico 0.005M: Tomar aproximadamente 0.28 ml de acido

sulfurico concentrado y diluirlo a 1 L de solucion con agua destilada.

Parte B. Exactitud espectral a partir de una celda de Oxido de Holmium.

1. Corregir la linea de base, realizando un barrido espectral de 200 a 650 nm

utilizando el vacio como blanco.

2. Colocar el filtro de Holmium en el camino correcto del paso optico.
3. Realizar el barrido espectral de 200 nm a 650 nm.

4. Realizar el barrido espectral tres veces.
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Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

5. Anotar los valores correspondientes a los picos caracteristicos obtenidos en el

barrido en la siguiente tabla:

Replicas 1 2 3 promedio
Picos caracteristicos A A A
/Longitud de onda
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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dgsi
Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

Comparar los valores de las longitudes de ondas de los maximos obtenidos con

los valores de referencias y evaluar la exactitud espectral.

Replicas 1 2
Picos maximos | Longitud tedrica | Longitud experimental | observacion
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Evaluacion de la exactitud espectral:
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i
Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

Parte C. Exactitud fotométrica con un estandar de dicromato de potasio.

1. Preparar 100 ml de una solucién de dicromato de potasio de 500 ppm en acido
sulfarico 0.005M.(parte A)

2. Preparar una solucion de 60 ppm de dicromato de potasio en acido sulfurico
0.005M a partir de la solucion anterior.

3. Realizar un barrido espectral de 200 nm a 450 nm de la solucion de acido
sulfurico 0.005 a modo de correccion de la linea de base.

4. Realizar un barrido espectral de 200 nm a 450 nm de la solucién de dicromato
de potasio de 60 ppm. por triplicado.

5. Anotar los resultados en la siguiente tabla:

replicas 1 2

Longitud deonda | A A A promedio

1

2
3
4

6. Comparar los valores obtenidos experimentalmente de las absorbancias con los

valores de referencias.
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i
Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

Parte D. Evaluacion de la Linealidad.

1. Seleccione una longitud de onda nominal para el valor mayor de Absorbancia.

2. Prepara una serie de estandares de dicromato de potasio de 0, 20, 40, 60, 80
y 100 ppm.

3. Realizar las lecturas de absorbancias para cada solucién. Anotar los

resultados en la siguiente tabla:

C KoCr20O7(ppm) | A

0
20
40
60
80
100
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dgs "

Practica de Laboratorio N° 1

Métodos Calibracion de un espectrofotometro UV — visible.

instrumentales
de analisis |

PMIA-1-01

Emision:

Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura , Meurys

Norelys Soto y Edwin Ordofiez

4. Evaluar la linealidad del método.

Parametros de regresion

Intercepto

Pendiente

Varianza residual

Coeficiente de
regresion.

Precision del
modelo

Desvio intercepto

Desvio pendiente

Conclusiones:

V. Registros.

VI.

El reporte generado de este procedimiento se entregara al tutor

Anexos.

Formato de resultados obtenidos.
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i
Préctica de Laboratorio N° 1 PMIA-I-01
Métodos Calibraciéon de un espectrofotometro UV — visible. | Emision:
instrumentales
de analisis |
Elaborado por : Br. Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura , Meurys
Norelys Soto y Edwin Ordofiez

VII.

Referencias

1. Cheng Chow Chan, Y.C Lee. Analytical Method Validation Perfromance
Verification. John Wiley 2004.

2. G. Delgado. Curso Validacion de métodos analiticos. Maestria en Quimica
Aplicada al analisis y Gestion de la Calidad. UNAN — Ledn ( febrero 2008)

3. F. PALLAVICCINI, “Métodos Espectroscopicos “, Maestria en Quimica
Aplicada al analisis y Gestién de la Calidad. UNAN — Ledn ( febrero 2008).
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ANALISIS DE RESULTADOS

Practica de Laboratorio N° 2
PMIA-I-02
Determinacion de la concentracion de
) nitrato por el método espectrofotométrico o
UNAN-Ledn . . Emisién:
Métodos ultra violeta selectivo.
instrumentales de
analisis |
Elaborado por:Maria Instructor: MSc. Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin David Ordofiez.

I. Objetivos
o Verificar que el cumplimiento de la ley de Lambert Beer.
e Determinar la concentracion de nitratos en muestras de aguas.

e Evaluar el error fotométrico.

Il. Responsabilidad
El tutor de la practica debera supervisar y dirigir la aplicacion correcta de este

procedimiento para el grupo de estudiantes.

lll. Parte Experimental

3.1. Principio

= ElI i6n nitrato presente en una muestra de agua se determina
espectrofotométricamente midiendo la absorcién de la radiacion ultravioleta a
220 nm. La presencia de materia organica disuelta puede interferir,
debiéndose realizar una segunda medida a 275 nm para corregir el valor de
nitratos. La acidificacion con acido clorhidrico impide las interferencias debidas
a concentraciones de hidréxido o carbonato hasta 1000 mg /L de CaCOs;. Este
método es aplicable para muestras con bajo contenido de materia organica, es

decir, aguas naturales incontaminadas y suministros de agua potable.
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Practica de Laboratorio N° 2
PMIA-I-02
Determinacion de la concentracion de
) nitrato por el método espectrofotométrico o
UNAN-Ledn . . Emisién:
Métodos ultra violeta selectivo.
instrumentales de
analisis |
Elaborado por:Maria Instructor: MSc. Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin David Ordofiez.

3.2. Equipos y Materiales

Espectrofotémetro ultra violeta visible. Shimadzu 1203.
Matraces de 100 ml.

Matraces de 25 ml.

Pipeta de 5 ml.

Pipeta de 2 ml.

-~ 0o a0 T o

Pizetas.

Nitrato de potasio.

= @

Acido clorhidrico.

Agua destilada.

3.3. Reactivos

Nitrato de potasio

v" Peligro de fuego en contacto con materias combustibles.
v Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas - No fumar.
v" En caso de incendio y/o de explosién no respire los humos.

Acido clorhidrico

v" Provoca quemaduras.

v’ lIrrita las vias respiratorias.

v' Consérvese bajo llave y manténgase fuera del alcance de los nifios.

v" En caso de contacto con los ojos, lavense inmediatamente y abundantemente
con agua y acudase a un médico.

v En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico (si es
posible, muéstrele la etiqueta).
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7% Practica de Laboratorio N° 2
1 PMIA-I-02
Determinacion de la concentracion de
) nitrato por el método espectrofotométrico o
UNAN-Ledn . . Emisién:
Métodos ultra violeta selectivo.
instrumentales de

analisis |
Elaborado por:Maria Instructor: MSc. Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin David Ordofiez.

Procedimiento.

Parte A. Preparacion de soluciones.

Solucién nitrato de potasio 100 ppm: Pesar 0.163 g de nitrato de potasio,

previamente secado en horno y diluir a 1L con agua destilada.

Solucién de acido Clorhidrico 1N: Tomar 8.6 de solucion HCL concentrado y diluir

con agua destilada a 100 ml.

Parte B. Curva de calibracién normal

1. Tomar alicuotas de 0, 0.5, 1, 1.25, 2.5y 5 ml de la solucién patron de 100
ppm de nitrato en seis matraces aforados de 25 ml, afadir 1 ml de acido

clorhidrico 1N y enrasar con agua destilada.

2. Seleccionar la longitud de onda de 220 nm como longitud de onda nominal.
Asuma que la materia organica no interfiere en el analisis.
3. Leer espectrofotométricamente cada solucion realizando las correcciones

adecuadas del blanco.

Parte C. Evaluacién del error fotométrico.

Realizar 10 lecturas de la cuarta solucién de la curva de calibrado.

Parte D. Determinacion de nitratos en muestras de aguas.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Practica de Laboratorio N° 2
PMIA-I-02
Determinacion de la concentracion de
) nitrato por el método espectrofotométrico o
UNAN-Ledn . . Emisién:
Métodos ultra violeta selectivo.
instrumentales de
analisis |
Elaborado por:Maria Instructor: MSc. Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin David Ordofiez.

Realizar las lecturas de las tres muestras proporcionados por el instructor de

laboratorio.

Referencias.

CLESCERI, L, GEENBERG G y EATON A; (1998), Standard Methods
fro the Examination of Water and waste water, N.Y. American
Publishing Health Association, 20 th edition.

Cuestionario.

Calcular el coeficiente de absortividad para el nitrato.

Grafique la curva de calibracion y evalue la linealidad.

Determinar la concentracion de nitratos en muestras de aguas con sus
intervalos de confianza.

Evaluar el error relativo de concentracion a partir de la grafica del error
fotométrico.

Investigar otros tipos de método por los que se pueda realizar la

determinacion de nitratos.
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Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro | PMIA-I-03

en aguas naturales por complejacion con

UNAN-leén . Emision:
Métodos instrumentales ortofenantrolina

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

[. Objetivos
o Verificar la linealidad del modelo de calibracion ( ley de Lambert Beer ).
e Evaluar si existe efecto de matriz.
e Determinar la concentracién de hierro por medio de los parametros de la CCN
y CAP.

¢ Realizar un analisis de los dos métodos utilizados para cuantificar.

II.Responsabilidad
El tutor de la practica debera supervisar y dirigir la aplicacion correcta de este

procedimiento para el grupo de estudiantes.

II. Parte experimental

3.1. Principio

El Hierro en estado de oxidacion de +2, reacciona con el ligando Orto —

Fenantrolina formando un complejo Fe(O-Fen)s**

de color rojo — naranja. La
intensidad del color de este complejo es independiente de la acidez de la solucion
entre valores de pH entre 3 y 9. Sin embargo debido a que la velocidad de formacién
es mayor en las disoluciones acidas, la reaccion suele efectuarse a pH entre 3.0 y

3.5.
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ANALISIS DE RESULTADOS

i

UNAN-leén
Métodos instrumentales
de analisis |

Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro
en aguas naturales por complejacion con

ortofenantrolina

PMIA-1-03

Emisién:

Elaborado por : Br.
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

Fe2+

El Hierro en estado de oxidacién de +3 se reduce con Hidroxilamina antes de agregar

el ligando para que todo el hierro (lll) presente pase a hierro (Il) y todo reaccione con

el ligando. La absorbancia de las muestras y de los patrones se mide a una longitud

de onda de 510 nm.

3.2. Equipos y Materiales
a. Espectrofotémetro ultra violeta visible. Shimadzu 1203.
Plancha de calentamiento.
Erlenmeyer de 125 ml : 7.
Probeta de 10 ml: 1.
Pipeta de 10 ml: 2.
Pizeta : 1.
Beakers 100 ml : 2.

Matraces aforados de 100 mly 50 ml: 1y 2 respectivamente.

=~ 0 oo T

= @

Espatula: 1.

j. Papel Kleenex.

k. Acido clorhidrico concentrado.
. Acido sulfarico concentrado.

m. Estandar de hierro.
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ANALISIS DE RESULTADOS

i

Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro | PMIA-I-03

en aguas naturales por complejacion con

UNAN-leén . Emision:
Métodos instrumentales ortofenantrolina

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Hidroxilamina.

>

Solucién buffer (acido acético / acetato de amonio).

Orto Fenantrolina.

2 T ©

Permanganato de potasio.

-

Agua destilada.

3.3. Reactivos

Acido sulfurico

v
v

Provoca quemaduras graves

En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente
con agua acudase a un médico.

No echar jamas agua a este producto

En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico y

muéstresele la etiqueta o el envase.

Acido clorhidrico

\

Provoca quemaduras.

Irrita las vias respiratorias.

En caso de contacto con los ojos, lavense inmediatamente vy
abundantemente con agua y acudase a un médico.

En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico (si es

posible, muéstrele la etiqueta).

Hidroxilamina

v

Nocivo por ingestion
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ANALISIS DE RESULTADOS

i

Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro | PMIA-I-03

en aguas naturales por complejacion con

UNAN-leén . Emision:
Métodos instrumentales ortofenantrolina

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

NN N N N

Irrita las vias respiratorias.

Irrita la piel.

Riesgo de lesiones oculares graves.

Muy toxico para los organismos acuaticos

No respirar el polvo.

En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente

con agua y acudase a un meédico.

Ortofenantrolina

v
v

Toxico por ingestion
En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico (si es

posible, muéstresele la etiqueta).

Permanganato de potasio

Peligro de fuego en contacto con materias combustibles.

Toxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico

Eliminense el producto y su recipiente como residuos peligrosos.

Evitese su liberacion al medio ambiente. Recabense instrucciones

especificas de la ficha de datos de seguridad

IV. Procedimiento.

Parte A. Preparacion de soluciones.
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ANALISIS DE RESULTADOS

i

UNAN-leén
Métodos instrumentales
de analisis |

Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro
en aguas naturales por complejacion con
ortofenantrolina

PMIA-1-03

Emisién:

Elaborado por : Br.
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

Solucién estandar de hierro 200 ppm: Pesar 1.4 g sal de Mohr y transferir a un

frasco volumétrico que contenga 20 ml acido sulfurico concentrado y 50 ml de agua
luego anadase permanganato de potasio 0.1N gota a gota hasta que persista un

color rosa palido y diluir a un litro.

Solucion estandar de hierro 10 ppm: preparar 50 mli

Solucién de hidrocloruro de Hidroxilamina:

Disolver 10 g de Hidroxilamina con 50ml de agua destilada en un balén de aforo de

100 ml, agitar y aforar hasta la marca.

Solucion buffer a pH de 4.5:

Disolver 250 g de acetato de amonio con 150 ml de agua destilada en un Beaker de

2 litros, agregar cuidadosamente 700 ml de acido acético glacial.

Solucion 1, 10 ortoFenantrolina:

Disolver 100 mg de monohidrocloruro de 1,10 Ortofenantrolina en 50 ml de agua

destilada.

Parte B. Preparacién de las soluciones estandares:

. Tomar 5 Erlenmeyer de 125 ml y en cada uno de ellos adicionar alicuotas de 2,

4,6, 8y 10 ml de la solucion de hierro de 10 ppm.
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Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro | PMIA-I-03

en aguas naturales por complejacion con

UNAN-leén . Emision:
Métodos instrumentales ortofenantrolina

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

o M 0D

© N o

9.

adicionar 2 ml de acido clorhidrico concentrado a cada uno de los Erlenmeyer.
Adicionar un ml de la solucion de Hidroxilamina a cada uno de los Erlenmeyer.
Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

Agregar perlas de ebullicion y calentar en plancha de calentamiento hasta que el
volumen disminuya a 10 ml.

Enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar a cada solucién 15 ml de solucion buffer.

Adicionar 2 ml de la solucion de orto Fenantrolina.

Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

10. Dejar que desarrolle el color por unos 15 minutos.

11.Medir su absorbancia a 510 nm.

12.El blanco se prepara siguiendo los pasos del 2 al 11, sin agregar estandar.

Parte C. preparacién de la muestra:

o > b

En un Erlenmeyer de 125 ml adicionar 10 ml de muestra de agua proporcionada
por el profesor.

adicionar 2 ml de acido clorhidrico concentrado a cada uno de los Erlenmeyer.
Adicionar un ml de la solucion de Hidroxilamina a cada uno de los Erlenmeyer.
Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

Agregar perlas de ebullicion y calentar en plancha de calentamiento hasta que el
volumen disminuya a 10 ml.

Enfriar a temperatura ambiente.

7. Adicionar a cada solucion 15 ml de solucion buffer.

8. Adicionar 2 ml de la solucién de orto Fenantrolina.
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Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro | PMIA-I-03

en aguas naturales por complejacion con

UNAN-leén . Emision:
Métodos instrumentales ortofenantrolina

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

9.

Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

10. Dejar que desarrolle el color por unos 15 minutos.

11.Medir su absorbancia a 510 nm.

Parte D. preparacién de la curva de adicion patron:

o M 0D

© N o

9.

En 6 erlenmeyer de 125 ml adicionar a cada uno 10 ml de muestra ellos y
adicionar alicuotas de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ml de la solucion de hierro de 10 ppm
respectivamente.

adicionar 2 ml de acido clorhidrico concentrado a cada uno de los erlenmeyer.
Adicionar un ml de la solucién de hidroxilamina a cada uno de los erlenmeyer.
Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

Agregar perlas de ebullicién y calentar en plancha de calentamiento hasta que el
volumen disminuya a 10 ml.

Enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar a cada solucién 15 ml de solucion buffer.

Adicionar 2 ml de la solucién de orto fenantrolina.

Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

10. Dejar que desarrolle el color por unos 15 minutos.

11.Medir su absorbancia a 510 nm.

V. Referencias.
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ANALISIS DE RESULTADOS

i

UNAN-leén
Métodos instrumentales
de analisis |

Practica de laboratorio N° 3

Determinacion espectrofotométrica de hierro
en aguas naturales por complejacion con
ortofenantrolina

PMIA-1-03

Emisién:

Elaborado por : Br.
Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

CLESCERI, L, GEENBERG G y EATON A; (1998), Standard Methods fro the

Examination of Water and waste water, N.Y. American Publishing Health Association,

20 theditionMiller

VI. Cuestionario.

e Trace la curva de calibracion normal, evalué la linealidad y obtenga el modelo

de calibracion.

e Utilizando el modelo anterior determine la concentraciéon de hierro en la

muestra de agua.

e Trace la curva de adiciébn patron, evalué la linealidad y determine la

concentracion de hierro en la muestra.

e Trace la CCN y la CAP en la misma grafica y analice si existe efecto de matriz.

e Compare los resultados de la concentracién de hierro con su incertidumbre
e (Cm +/- tSxo) por medio de la CCN y la CAP.

e Cual método de cuantificacion utilizaria en caso de analisis de muestras.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Practica de Laboratorio N°4

Determinacién de la concentracion de PMIA-1-04
hierro (Ill) en agua potable por

UNAN-leon . Emision:
Métodos instrumentales espectrofotometria

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Maria Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
EdwinOrdofiez

I. Objetivos

e Evaluar la linealidad del modelo de calibracion (ley de LambertBeer)

e Determinar la concentracion de hierro (lll) presente en la muestra por medio
de parametros de CCN.

e FEvaluar el error aleatorio de la concentracion de hierro en una muestra.

Il. Responsabilidad
El tutor de la practica debera supervisar y dirigir la aplicacion correcta de este

procedimiento para el grupo de estudiantes.

lll. Parte Experimental

3.1. Principio

Hierro Ill reacciona con Tiocianato para dar una serie de color rojo intenso de color

compuestos, que permanecen en solucién verdadera: Hierro Il no reacciona.

Dependiendo de la concentracion de Tiocianato, una serie de complejos se pueden
obtener; estos complejos son de color rojo y se pueden formular como (Fe(SCN),)*",
donde n = 1... 6. a una concentracién de tiocianato bajo la especie predominante es
de color[Fe(SCN)J** {Fe** + SCN™ [Fe(SCN)I**}. a 0,1 M concentracion de tiocianato
es en gran parte [Fe(SCN),]", y en la concentracién de tiocianato muy alto que es
[Fe(SCN)e]*. En la determinacién colorimétrica un gran exceso de tiocianato se debe
utilizar, ya que esto incrementa la intensidad y también la estabilidad del color. acidos

fuertes deben estar presentes para suprimir la hidrdlisis
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o5,

UNAN-leén )
Métodos instrumentales espectrofotometria
de analisis |

Practica de Laboratorio N°4

Determinacién de la concentracion de PMIA-1-04

hierro (lll) en agua potable por
(1) 9 P P Emision:

Elaborado por

Maria Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y

EdwinOrdofiez

. Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Fe* + 3H,0 — Fe(OH)s + 3H*

3.2.

© N o Ok~ wDd =

9.

Equipos y Materiales

Espectrofotémetro ultra violeta visible. Shimadsu 1203.
Plancha de calentamiento.

Erlenmeyer de 125 ml : 7.

Pipeta de 10 mL: 2.

Pizeta : 1.

Beakers 100 ml : 2.

Matraces aforados de 500ml, 100 ml'y 50 ml: 2, 1,1 respectivamente.

Espatula: 1.

Papel Kleenex.

10.Acido clorhidrico concentrado.

11.
12.

Estandar de hierro(lll) (sulfato de hierro aménico (l11) )

Permanganato de potasio.

13.Tiocianato de potasio
14.Acido nitrico 4M
15.Agua destilada.

3.3. Reactivos

Acido clorhidrico

v" Provoca quemaduras.

v’ lrrita las vias respiratorias.

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin
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Practica de Laboratorio N°4

Determinacién de la concentracion de PMIA-1-04
hierro (Ill) en agua potable por

UNAN-leon . Emision:
Métodos instrumentales espectrofotometria

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Maria Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
EdwinOrdofiez

v' Consérvese bajo llave y manténgase fuera del alcance de los nifios.
v" En caso de contacto con los ojos, lavense inmediatamente y abundantemente
con agua y acudase a un médico.
v En caso de accidente o malestar, aciudase inmediatamente al médico (si es
posible, muéstrele la etiqueta).
Permanganato de potasio

v" Peligro de fuego en contacto con materias combustibles.

v' Téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo efectos
negativos en el medio ambiente acuatico

v' Eliminense el producto y su recipiente como residuos peligrosos.

v' Evitese su liberacion al medio ambiente. Recabense instrucciones especificas
de la ficha de datos de seguridad

Estandar de hierro (l1)

v Leve irritante

v Nocivo leve

Tiocianato de potasio

Nocivo por ingestion.
En contacto con acidos libera gases muy toxicos.

En contacto con acidos libera gases muy toxicos.

SSEENEE NN

No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.
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Practica de Laboratorio N°4

Determinacién de la concentracion de PMIA-1-04
hierro (Ill) en agua potable por

UNAN-leon . Emision:
Métodos instrumentales espectrofotometria

de analisis |
Elaborado por : Br. Instructor: Fabio Pallaviccini

Maria Magdalena Piura,
Meurys Norelys Soto y
EdwinOrdofiez

Acido nitrico

v' Puede generar 6xidos de nitrégeno, muy téxicos, cuando se calienta.

v" Reacciona explosivamente con polvos metalicos, carburos, sulfuro de hidrégeno,
alcohol y carbon.

v" Incrementa la inflamabilidad de combustibles organicos y materiales oxidados,
pudiendo causar su ignicion.

v Con agua y vapor, genera calor y humos corrosivos y venenosos. Con agentes
reductores poderosos, explota.

v" En general, evite humedad, calor y el contacto con los compuestos mencionados
en las propiedades quimicas

v Este producto es principalmente irritante y causa quemaduras y ulceracién de
todos los tejidos con los que esta en contacto.

v' La dosis letal minima es aproximadamente de 5 ml (concentrado) para una
persona de 75 Kg

IV. Procedimiento.

Parte A. Preparacion de soluciones.

Solucién estandar de hierro (lll) 242 ppm: Pesar 0.432 g de sulfato de hierro
amoénico (lll) y disolver en agua, afiadir 5 ml de acido clorhidrico concentrado y diluir

a 500 ml con agua destilada.

Tiocianato de potasio: disolver 20 g de Tiocianato de potasio en 100 ml de agua

destilada.
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Solucién de acido nitrico 4 M: tomar 14.3 ml de HNO3; concentrado y diluir en 50 ml

de agua destilada.

Permanganato de potasio: pesar 0.79 g de KMnO, y diluir en 50 ml de agua destilada

Parte B. Preparacién de las soluciones estandares:

1. Tomar 5 erlenmeyer de 125 ml y en cada uno de ellos adicionar alicuotas de
3,6,9, 12y 15 ml de solucién de 242 ppm de hierro (Il1)

2. Adicionar 2 ml de acido clorhidrico concentrado a cada uno de los erlenmeyer.

3. Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

4. Agregar perlas de ebullicion y calentar en plancha de calentamiento hasta que
el volumen disminuya a 10 ml.

5. Enfriar a temperatura ambiente.

6. Llevar a un volumen de 50 ml

7. Agregar gotas de permanganato de potasio hasta que el color vire a rosa
palido.

8. Llevar a un volumen de 500 ml con agua destilada.

9. Tomar 40 ml de solucién anterior

10.Agregar 5 ml de Tiocianato de potasio y 3 ml de acido nitrico 4 M

11.Llevar a un volumen de 50 ml

12.Medir su absorbancia a 480 nm

13.El blanco se prepara siguiendo los pasos del 2 al 11, sin agregar estandar.

Parte C. preparacion de la muestra:
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1. En un erlenmeyer de 125 ml adicionar 10 ml de muestra de agua
proporcionada por el profesor.

2. adicionar 2 ml de acido clorhidrico concentrado a cada uno de los
erlenmeyer.
Llevar a un volumen de 50 ml con agua destilada.

4. Agregar perlas de ebullicion y calentar en plancha de calentamiento hasta
que el volumen disminuya a 10 ml.
Enfriar a temperatura ambiente.
Llevar a un volumen de 50 ml.

7. Agregar gotas de permanganato de potasio hasta que el color vire a rosa
palido

8. Llevar a un volumen 500 ml en un balén aforado

9. Tomar 40 ml de la solucion anterior

10.Agregar 5 ml de Tiocianato de potasio y 3 ml de acido nitrico 4 M

11.Llevar a un volumen de 50 ml

12.Medir su absorbancia a 480 nm.
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V. Referencias

CLESCERI, L, GEENBERG G y EATON A; (1998), Standard Methods fro

the Examination of Water and waste water, N.Y. American Publishing

Health Association, 20 theditionMiller

VI. Cuestionario.

e Trace una curva de calibracion normal, evalué la linealidad y obtenga el

modelo de calibracion.

¢ Determine la concentracion de hierro (lIl) por utilizando los parametros de

regresion.

e Calcule el error aleatorio de la concentraciéon de hierro.

e Compare los resultados con los de la norma CAPRE.

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin

70



ANALISIS DE RESULTADOS

%,

UNAN-Leén
Métodos instrumentales
de analisis |

Calibracién de un espectrofotometro UV —

Informe de laboratorio |

IMIA-1-01

visible.

Emisién:

Elaborado por : Br.
Magdalena Piura, Meurys
Norelys Soto y Edwin
Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

I. Exactitud espectral

Analisis de Resultados

Para determinar la exactitud espectral a través de un material de referencia, filtro de

oxido de holmio, se realizé la lectura en el espectrofotometro y se obtuvieron siete

valores de longitud de onda caracteristicas.

Tabla n°1 determinacion de la exactitud espectral

Replicas 1 2 3 promedio
Longitud de A A A
onda
1 638 638 638 638
2 537 537 537 537
3 486 486 486 486
4 447 447 447 447
5 419 419 419 419
6 361 361 361 361
7 334 334 334 334
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Estos resultados experimentales se comparan con los valores de referencia con el
fin de obtener el sesgo de cada uno de ellos y esto se logra a través de la diferencia
de los valores de referencia y los valores de longitud de onda experimental, esta
diferencia tiene que ser +/- 3nm en la region visible y +/- 1nm en la regién ultra
violeta que son las especificacion del espectrofotometro SHIMADZU 1200. El valor
del sesgo para cada pico caracteristico lo vemos podemos observar en la siguiente
tabla:

Tabla n°2 comparacion de los valores de la exactitud de referencia y las

experimentales
Valor referencia | Valor experimental | Sesgo

637.5 638 0.5
536.2 537 0.8
453.2 447 -6.2
418.7 419 0.3
360.9 361 0.1

333.7 334 0.3

De los resultados obtenidos se puede observar que cuatro de los valores obtenidos
cumplen con esta especificacion y dos de de estos valores estan por encima del

valor maximo permitido; sin embargo hay que tomar en consideracion que el ancho
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de banda espectral del espectrofotometro es de 5 nm por lo que podemos tomar en
consideracion el ancho de banda espectral permite que estos valores sean
aceptables. Si bien aparece un pico que presenta un sesgo mayor que las
especificaciones y mayor que el ancho de banda espectral, este podria ser debido a
la vejes que presenta el filtro de oxido de Holmio y debido a que este no presenta
certificado de calibracion, debido a que los valores de referencia son tomados de la

literatura. Por lo tanto podemos afirmar que hay exactitud espectral.

Il. Exactitud
fotométrica.

Para evaluar la exactitud fotométrica (comparacion entre valores de absorbancias
experimentales y absorbancias de referencias) se utiliza como material de referencia
una solucion de dicromato de potasio de 60 ppm en medio acido el cual presentd
dos diferentes longitudes de onda 349 nm y 258.5 nm, a cada una de ellos se les
realizé la lectura de sus absorbancias por triplicado y se muestran en la siguiente
tabla:

Tabla n°3 evaluacion de la exactitud fotométrica

replicas
Longitud de A A A promedio
onda
349 0.659 0.660 0.660 0.6596
258.5 0.883 0.885 0.888 0.8853
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Tabla n°4 comparacién de las absorbancia de referencia y las experimentales

Longitud de onda | Abs. referencia | Abs. experimental sesgo
258 0.893 0.8853 0.0077
349 0.640 0.6596 -0.0196

Como se puede observar en la tabla 4 en los valores de absorbancias
experimentales se obtuvo un sesgo mayor de 0.005 (para ambas lecturas) que son
las especificaciones del espectrofotometro, sin embargo hay que tomar en
consideracion varios factores que podrian atribuirse a la falta de exactitud fotométrica

y son los siguientes:

. El estandar de dicromato de potasio fue preparado en el laboratorio.
. No se utilizé un material de referencia certificado.
. Los valores de referencias son tomados de la literatura.

Sin embargo a pesar de esos factores podemos afirmar que si bien presentan sesgo
significativo, estos valores de absorbancias estdn muy proximos a los valores de

referencia y para ejercicio de esta prueba resulta muy util realizar la comparacion.

[ll. Evaluacién de la Linealidad
Para evaluar la linealidad del método se prepararon cinco soluciones de

concentracion diferente de dicromato de potasio en medio acido, luego se realizé las
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lecturas de sus absorbancias a una longitud de onda determinada (350nm) en el
espectrofotometro. Los resultados de las absorbancias para cada estandar con los

parametros de regresion se presentan en la taba No 5

Tabla n°5 resultados de la CCN y sus paréametros de regresion

Concentraciéon | Absorbancia Pardmetros de regresion

20 0.213 Pendiente (b) 0.0102

40 0.418 Intercepto (bo) 0.00270

60 0.587 Desvio pendiente (sb) 0.0193

80 0.821 Desvio del intercepto (sbo) | 2.91x10-4

100 1.03 Desviacion residual Sx/y 0.0184
Coeficiente de regresion r* | 0.998

En el siguiente grafico se muestra los valores experimentales de las absorbancias
para cada una de las soluciones de dicromato de potasio. (Concentracién versus

absorbancias). Grafico No 1.
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Grafico n°1 curva de calibracion normal de los estandares de dicromato de potasio.

Como se puede observar en el comportamiento de la grafica existe una relacién
lineal entre la absorbancia y la concentracion donde los puntos experimentales se
encuentran muy proximos a la recta ajustada. . Al igual que el valor del coeficiente
de regresion  (r nos indica lo mismo (que existe buena linealidad) ya que su valor
experimental es de 0.9978 y la literatura recomienda valores superiores a 0.9975,
por lo cual podemos afirmar el buen funcionamiento de equipo cuando realizamos
lecturas a diferentes concentraciones. Al mismo tiempo con esta relacion lineal entre
la concentracion y la respuesta del instrumento en absorbancia podemos observar el

cumplimiento de la ley de Lamber Beer.
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CONCLUSIONES

En la evaluacion de la exactitud se utilizé un filtro de oxido de Holmio y se obtuvieron
valores de longitudes de onda con sesgo dentro de las especificaciones del

fabricante comprobandose la buena lectura del espectrofotometro.

En la evaluacion de la exactitud fotométrica se utilizé una solucion de dicromato de
potasio de 60 ppm y se encontré el sesgo de las absorbancias experimentales con
las de referencias obteniéndose valores que sobrepasaban las especificaciones del

equipo pero por ser valore pequefios pueden ser Utiles para evaluar esta prueba.

Se comprobo la excelente relacion lineal que existe entre la concentracion y la
respuesta del instrumento al evaluar la grafica de la curva de calibracion normal y

también los parametros de regresion.
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Analisis de resultados.

[) Evaluacion de lalinealidad
Para evaluar la linealidad del método se realizo la preparacion de una serie de
soluciones de estandares de diferentes concentraciones a partir de una solucién
patron de nitrato de 100 ppm y se realizo la lectura de su absorbancia a una
longitud de onda determinada (220nm), ya que ha esta longitud de onda se
determina el ion nitrato en una muestra de agua. Los resultados de las mediciones
de las absorbancias, volumenes y concentraciones de los estandares los

presentamos en la siguiente tabla.

Tabla Ne 1 lecturas de absorbancias para los estandares de nitrato

Vol. alicuotal00 Concentraciones | absorbancias
ppm en ppm
0.5 2 0.123
1 4 0.231
1.25 5 0.282
25 10 0.594
5 20 1.178
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Las absorbancias encontradas a través de la lectura los estandares mostrados en la
tabla anterior, nos arrojaron los siguientes resultados para los parametros de la

Curva de Calibracion Normal. Los cuales se muestran a continuacion.

Tabla n°2 parametros de la curva de calibracion normal

parametros CCN
Coeficiente de 0.9997068
regresion(r?)

Intercepto (a) -0.0027969
Pendiente (b) 0.0590728
Desvio del 0.006098
intercepto (Sa)

Desvio de la 0.000584
pendiente (Sb)

Desvio residual 0.008439
(Sxty)

Como observamos el coeficiente de regresion esta proximo a uno (r? = 0.9997) lo
que nos demuestra una relacion lineal entre la concentracion de los estandares y sus

absorbancias.

También podemos confirmar la relacion lineal al observar la curva de calibraciéon
normal (grafico 1) donde se observa que los puntos experimentales estan

practicamente sobre la recta de mejor ajuste confirmandonos la relacion lineal que
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existe entre la concentracion y la sefial de la absorbancia. Una vez evaluada la
linealidad de la recta de regresién esta la podemos utilizar para la cuantificacién de

nitratos en muestras.

Grafico Ne 1 CCN para estandares de nitratos

CCN Nitratos

25

i: —
10 e
5 /

—

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

absorbancia

concentracion

II) Evaluacion del error fotométrico.
Para evaluar el error relativo de concentracion o error fotométrico se realizo la
lectura de lectura del estandar de 2.5 ppm de nitratos, se realizaron 10 replicas a

la misma longitud de onda de trabajo (220 nm).

El calculo del error relativo de concentracion se realizé con la siguiente ecuacion;
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AC _0.403*2St,
C T(~logT)

%

100

Los resultados de porcentaje de Transmitancia y Transmitancia se presentan en

la siguiente tabla:

Tabla n°3 Transmitancia y porcentaje de Transmitancia de un estandar de nitrato.

%T T

51.29 0.51
50.00 0.50
51.29 0.51
50.70 0.51
50.00 0.50
50.00 0.50
51.29 0.51
50.00 0.50
50.70 0.51

ST 0.00593

Los valores del error relativo de concentracion son:
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Tabla n°4 error relativo de concentracion para estandares de nitrato

A T %T dc/c %dclc A T %T dc/c %dclc
0.01 0.98 97.72 0.53 52.65 1.1 0.08 7.94 0.06 5.89
0.05 0.89 89.13 0.12 11.55 1.2 0.06 6.31 0.07 6.80
0.08 0.83 83.18 0.08 7.73 1.3 0.05 5.01 0.08 7.90
0.1 0.79 79.43 0.06 6.48 1.4 0.04 3.98 0.09 9.23
0.2 0.63 63.10 0.04 4.08 15 0.03 3.16 0.11 10.85
0.3 0.50 50.12 0.03 3.42 1.6 0.03 2.51 0.13 12.80
0.4 0.40 39.81 0.03 3.23 1.7 0.02 2.00 0.15 15.17
0.5 0.32 31.62 0.03 3.25 1.8 0.02 1.58 0.18 18.04
0.6 0.25 25.12 0.03 3.41 1.9 0.01 1.26 0.22 21.51
0.7 0.20 19.95 0.04 3.68 191 0.01 1.23 0.22 21.90
0.8 0.16 15.85 0.04 4.06 1.95 0.01 1.12 0.24 23.52
0.9 0.13 12.59 0.05 4.54 1.99 0.01 1.02 0.25 25.27
0.95 0.1 11.22 0.05 4.83
0.99 0.10 10.23 0.05 5.08

1 0.10 10.00 0.05 5.15
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Grafico n° 2 error relativo de la concentracion
Los valores para un error relativo de concentracion del cinco por ciento son:

Absorbancia minima es 0.118 y la absorbancia maxima es 1.08 al mismo error.
Esto es trabajando en el intervalo de absorbancia entre 0.118 y 1.08 se comete
un error menor del 5 por ciento. A un 10 porciento de error los valores de

absorbancias son: absorbancia minima 0.07 y absorbancia maxima 1.45
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[II) Aplicacién a una muestra de agua.

Se realizola lectura de las absorbancias de una muestra de agua de grifo, a este

analisis se le realzaron 5 replicas la cuales fueron:

Replica 1 2 3 4 5 promedio

lectura 1121 1120 1121 1122 1122 1.1212

Para el calculo de la concentracion de la muestra se utilizaron los parametros de

regresion de la curva de calibracion normal y el promedio de la lectura de la muestra,

con un factor de dilucidon (25/2). El calculo se realizo dando como resultado una

concentracion de 237.40 ppm

Am—a 1.1212 — (—0.00279693 25
cm="""2 Fq Cm = ( L
b 0.0590729 2

Cm=237.40 ppm
Donde:
Cm: concentracion de la muestra
Am: absorbancia de la muestra

a: intercepto
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b: pendiente
Fd: factor de dilucion

El error aleatorio de la concentracion de nitratos se calculo de la siguiente manera:

I
0.008439 |1 1 (1.1212—(-0.4816)°

S == |=+=+
0 a.asﬁaﬂ?zeﬂ's 5 0.0590728% = 208.8

Sx0=0.14009122 ppm
Donde:
Sxo: error aleatorio de la concentracion
m: numero de replicas de la muestra
n: numero de estandares

Yo: absorbancia de la muestra
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y: absorbancia promedio de las respuesta de los estandares
Xi: concentracion de los estandares

X: promedio de la concentracion de los estandares

Sx/y: desviacion residual.

El intervalo de confianza con su limite inferior y superior de la concentracion de

nitratos es de:
{m T tSxo
237.40 + 3.182*0.140091 ppm
237.40+0.45=238.29 ppm Limite superior

237.40-0.45=236.95 ppm Limite inferior
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g Informe de laboratorio Il

Determinacién de la concentracion de IMAI-I-02
nitrato por el método espectrofotométrico

UNAN-Leo6Nn . . ision:
Métodos instrumentales ultra violeta selectivo. Emision:
de analisis |
Elaborado por: Instructor Msc. Fabio Pallaviccini

Brs. Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
Ordofiez

Cuestionario

Investigar otros tipos de métodos por los cuales se puede realizar la determinacién

de nitratos?

Diferentes métodos por los cuales se puede realizar la determinacion de nitratos

1. Método espectrométrico ultravioleta selectivo.
2. Meétodo del electrodo de nitrato.

3. Método cromatografico de iones.
1. Método espectrométrico ultravioleta selectivo.

Esta técnica solamente se utiliza para seleccionar muestras con bajo contenido en

materia organica (aguas naturales incontaminadas y suministros de agua potable).
2. Método del electrodo de nitrato.

El electrodo del ion NO3  es un sensor selectivo que desarrolla un potencial a través
de una membrana delgada, porosa e inerte que se mantiene en posicion en un

intercambiador idnico en un liquido inmiscible con agua.

El electrodo responde a la actividad del i6n nitrato entre aproximadamente 10° y
10" M. El limite inferior de deteccién esta determinado por la solubilidad escasa pero

finita del cambiador iénico liquido.

3. Cromatografia de iones.
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<%

UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio |l

Determinacion de la concentracion de

IMAI-1-02

nitrato por el método espectrofotométrico
ultra violeta selectivo.

Emision:

Elaborado por:

Brs. Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
Ordofiez

Instructor Msc. Fabio Pallaviccini

Método utilizado para el analisis de aniones. Es una técnica separativa. Todos los

métodos cromatograficos tienen en comun la utilizacion de una fase estacionaria y

una fase movil, las separaciones estan basadas en las diferencias en la velocidad de

migracion entre los componentes de la muestra.

En general los cromatédgrafos disponen de:

e Un modulo de introduccion de la muestra (inyeccion)

e Una columna cromatogréfica.

e Un detector.

e Un sistema de procesado de datos.

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin
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<% Informe de laboratorio Il

Determinacién de la concentracion de IMAI-I-02
nitrato por el método espectrofotométrico

UNAN-Leo6Nn . . ision:
Métodos instrumentales ultra violeta selectivo. Emision:
de analisis |
Elaborado por: Instructor Msc. Fabio Pallaviccini

Brs. Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
Ordofiez

Conclusiones

En la evaluacion de la linealidad se preparo una solucién de nitrato de potasio
de 100 ppm a partir del cual se obtuvieron otros estandares en un rango de
concentraciones 2 a 20 ppm, obteniéndose una excelente relacion lineal entre
las concentraciones de los estandares y las absorbancias por lo que se pudo
observar el cumplimiento de la ley de Lambert Beer en este intervalo de

concentraciones.

Encontrado a través de estos resultados una concentracién para el nitrato en
una muestra de agua de 237.40 +/- 0.45 ppm,. El calculo fue a partir de los
parametros de regresion y su incertidumbre evaluada como error aleatorio de

la curva de calibracidon normal.

Para el error fotométrico se obtuvo valores de absorbancias minimas y
maximas seleccionando los errores relativos de concentracion del 5 % y del 10
%, encontrandose los valores de Anin= 0.118 y Anax= 1.08 para el 5% y
Anin= 0.07 y Amax= 1.45 para un error del 10 %.
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UNAN-Lebn

Métodos instrumentales

de analisis |

Informe de laboratorio Il

Determinacion espectrofotométrica de
hierro en aguas naturales por
complejacién con ortofenantrolina

IMIA-1-03

Emision:

Elaborado por :
Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

Analisis de resultados

I. Evaluacién de la linealidad

Para evaluar la linealidad del método se realizé la preparacion de una serie de

soluciones de estandares de diferentes concentraciones a partir

de una soluciéon

madre de 10 ppm, y se realizo la lectura de sus absorbancias a una determinada

longitud de onda (510), esto ocurre debido al complejo que forma el hierro Il con la

Ortofenantrolina. Los resultados de las mediciones de las absorbancias, volumenes y

concentraciones de los estandares los presentamos en la siguiente tabla.

Tabla n°1Lectura de absorbancias para los estandares de hierro (l) para la curva de

calibracion normal

V alicuotas Fe | Conc. ppm ABS
10 ppm

2 0.4 0.123

4 0.8 0.217

6 1.2 0.286

8 1.6 0.381

10 2 0.478

Para evaluar la linealidad de la curva de adicion patron se realizo la preparacion de

seis soluciones de estandares de diferentes concentraciones, conteniendo cada una

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin
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3 Informe de laboratorio Ill

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

de ellas 10 ml de muestra (agua del grifo), los volumenes de los estandar con su

concentracion y sus respectivas absorbancias se presentan en la tabla n°® 2

Tabla n° 2 lectura de las absorbancias para la curva de adicion patron

V alicuotas Conc. ppm ABS
0 0 0.157
2 0.4 0.188
4 0.8 0.213
6 1.2 0.235
8 1.6 0.255
10 2 0.288

Los resultados de los parametros de las rectas de regresion para las CCN y CAP se

presentan en la tabla n°3
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i

UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio Il

Determinacion espectrofotométrica de
hierro en aguas naturales por
complejacién con ortofenantrolina

IMIA-1-03

Emision:

Elaborado por :
Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

Tabla n° 3 resultados de parametros de CCN y CAP

parametros CCN CAP
r2 0.997 0.995
a 0.0348 0.1600
b 0.2185 0.0627
Sa 0.0091 0.00281
Sb 0.0067 0.0023
Sxly 0.0087 0.0039

Como observamos el coeficiente de regresion esta proximo a 1 en ambos casos lo

que nos demuestra una relacion lineal entre la concentracion de los estandares y sus

absorbancia. Esto lo podemos confirmar mediante los graficos en los cuales se ve

claramente la excelente relacion lineal para ambas curvas.
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Informe de laboratorio Ill
Determinacion espectrofotométrica de IMIA-1-03
, hierro en aguas naturales por
UNAN-Leon leiaci tof troli Emision:
Métodos instrumentales complejacion con ortofenantrolina
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez
hierroll CCN hierro Il CAP
0,6 0,35
0,5 0,3 /
@ / & 0,25
2 04 F o ',/.
& § 02 g
2 03 / B &«
o o 0,15
8 02 o 2
« ~ s 0,1
0.1 L4 0,05
0 0
@ 1 2 3 0] 1 2 3
concentracion concentracion

Graficon® 1y 2 CCN y CAP para estandares de hierro (1)

Il. Evaluacién del efecto de matriz.

Para evaluar el efecto de matriz pusimos en un mismo grafico la recta de regresion

de la CCN y la de la CAP como se muestran en el siguiente grafico:
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Informe de laboratorio Il

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

hierroll CCNy CAP

: / =
0,2 M

absorbancias
(]
W

[}
0,1 Sl
06
0 05 1 15 2 25

concentracion

Grafico n° 3 efecto matriz para los estandares de hierro (1), CCN y CAP

Como se puede observar en el grafico, las pendientes de la recta son diferentes
debido a que hay intercepcion de ambas rectas, esto también lo podemos evaluar

graficando los limites de las pendientes de ambas rectas

Los resultados de los limites para ambas rectas se presentan en la tabla N° 4y en el

grafico N° 4.
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e

UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio Il

Determinacion espectrofotométrica de
hierro en aguas naturales por
complejacién con ortofenantrolina

IMIA-1-03

Emision:

Elaborado por :

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y

Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini
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Tabla n° 4 limites de pendientes de las rectas CCN y CAP

Limites | CCN CAP

LS 0.2403396 | 0.06918641
b 0.2185 | 0.06271429
LI 0.1966604 | 0.05624217

Grafico de limites de las pendientes

0,3
0,25
w 02 ;
g
= 0,15
- 01
0,05 | #— LIM-CCN
0 | IM-CAP
0 2 4
CCN CAP
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Informe de laboratorio Il

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Grafico n° 4 limites de pendientes de las rectas CCN y CAP

En este Grafico se observa que no existen puntos en comun al graficar los limites de
las pendientes de ambas curvas (AP y CN) esto nos confirma que las pendientes

son diferentes por lo cual afirmamos que existe efecto de matriz.

Il. Aplicacion a una muestra de agua.
[lI.LA a partir de la CCN

Se realizé la lectura de las absorbancias de una muestra de agua de grifo, a este

analisis se le realizaron 5 replicas las cuales fueron:

Replicas 1 2 3 4 5 promedio

Lecturas 0.121 0.121 0.121 0.120 0.120 0.121
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Informe de laboratorio Il

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Para el calculo de la concentracion de la muestras se utilizaron los parametros de
regresion de la curva de calibracion normal y el promedio de la lectura de la muestra,
con un factor de diluciéon (50/10) el calculo se realiz6 dando como resultado una

concentracion de 1.9633ppm.

Am—a
Om = — * Fel
b
0.1206 — 0.0348 50
Om = E—
0.2185 10
Om =03926=5
Cm = 1.97ppm
Donde:

Cm: concentracion de la muestra
Am: absorbancia de la muestra

a: intercepcion
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3 Informe de laboratorio Ill

Determinacion espectrofotométrica de IMIA-1-03
, hierro en aguas naturales por
UNAN-Leon L . Emision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

b: pendiente

Fd: factor de dilucion

El error aleatorio de la concentracion de hierro (ll) se calculo de la siguiente manera:

Sxo = —t+ -+
b ,\‘!'m, n bBPX(xi—X)2
|
0077 | 1.165
Sxo= 02402+ ——F—
0.2 185'\4 0.21835-=1.6

Sxo= 007681

Donde:

Sx/y: desviacion residual

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin
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i

UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio Il

Determinacion espectrofotométrica de
hierro en aguas naturales por
complejacién con ortofenantrolina

IMIA-1-03

Emision:

Elaborado por :
Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Instructor: Fabio Pallaviccini

m: numero de replicas de muestra

n: numero de estandares

yo: absorbancia de la muestra

y: absorbancia promedio las respuesta de los estandares

Xi: concentracion de los estandares

X: promedio de la concentracion de los estandares

b: pendiente

Sxo: error aleatorio de la concentracion.

El intervalo de confianza con su limite inferior y superior de la concentracién de hierro

() es de:

OCm T tSxo

Limite superior

Limite inferior

1.9633 = 3.182 = 0.07681

1.9633+ (3.182*0.07681) Ls =2.20 ppm

1.9633-(3.182*0.07681)  Li= 1.72 ppm

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin
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Informe de laboratorio Il

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Lebn

Ly . Emision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina

de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

[11.B a partir de la CAP

Para hacer el calculo de la concentracion de hierro en la muestra se hizo utilidad de
diferentes parametros de regresion de la curva de adicion patrén , la cual se muestra
a continuacion dando como resultado un valor de Cm : 12.7524 ppm

=)
Cm=—=*Fd
)

0.1599
m = =5
0.0627

Cm=12.75 ppm
Donde
Cm: concentraciéon de la muestra

a: intercepto
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3 Informe de laboratorio Ill

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

b: pendiente
Fd: factor de dilucion

El error aleatorio de la concentracion se determino de la sig. manera

|
Sx/v 1 ¥
Syp=—" o -
b ,\‘!’ﬁ: B2 E(xi— X)2
|
s 0,1347 |'I:::I2 0.04958
To = 0. +—
G.GEETN! 0.0627- =28
Sxo=0.1346

El intervalo de confianza de su limite inferior y superior de la pendiente se calcula a

continuacion
{m T tSxo
Limite superior 12.7524 + 2.78 * 0.1346 LS = 13.13 ppm
Limite inferior 12.7524 -2.78 *0.1346 LI = 12.38 ppm
Donde

Cm: concentracion de la muestra
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3 Informe de laboratorio Ill

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

t: el valor encontrado en la tabla (t tabla)

Conclusiones

Para evaluar la linealidad en CCN se realizo una solucién madre de 10 ppm de hierro
a partir de las cuales se obtuvieron otros estandares en el rango de 0.4 — 2 ppm,
obteniéndose una excelente relacion lineal entre las concentraciones de los
estandares de hierro vy las absorbancias del mismo por la que se observa el

cumplimiento de la ley de Lambert Beer.

Para evaluar el efecto de matriz se colocan ambas rectas en un mismo grafico (CCN
Y CAP) las cuales se interceptan mostrando asi la diferencia entre ellas,
encontrandose que existe efecto de matriz, también se comprobé este resultados por
medio grafica de los intervalos de cada pendiente lo que da como resultado una

diferencia entre ellas por lo que afirmamos que existe efecto de matriz.
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% Informe de laboratorio Ill

Determinacién espectrofotométrica de IMIA-I-03
hierro en aguas naturales por

UNAN-Ledén L . ision:
Métodos instrumentales complejacién con ortofenantrolina Emision:
de analisis |
Elaborado por : Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura ,
Meurys Norelys Soto y
Edwin Ordofiez

Encontrado a través de estos resultados una concentracion de hierro (Il) en agua de
1.97 ppm. A partir de los parametros de la curva de calibracion normal y una
concentracion de hierro (Il) en la muestra de 12.75 ppm a partir de los parametros de
la curva de adicion patrén, esta diferencia de la concentraciéon obedece a que existe
efecto de matriz. Por lo que el método adecuado para la cuantificacion seria

utilizando una curva de adicion patron por lo antes mencionado.
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i

UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio n° IV

Determinacién de la concentraciéon de
hierro(lll) por espectrofotometria

IMAI-I-04

Emision:

Elaborado por:Maria
Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
David Ordofiez.

Instructor: Fabio Pallaviccini

Anadlisis de resultados

I. Evaluacién de lalinealidad

Para evaluar la linealidad del método se realizé la preparacion de una serie de

soluciones de estandares de diferentes concentraciones a partir

de una solucion

madre de 242 ppm, y se realizd la lectura de sus absorbancias a una determinada

longitud de onda (480nm), esto ocurre debido al complejo que forma el hierro IIl con

el Tiosianato de potasio. Los resultados de las mediciones de las absorbancias,

volumenes y concentraciones de los estandares los presentamos en la siguiente

tabla.

Tabla n°1Lectura de absorbancias para los estandares de hierro (lll) para la curva de

calibracion normal

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin

V alicuotas Fe | Conc. ppm ABS
242 ppm

3 1.16 0.047

6 2.32 0.136

9 3.5 0.207

12 4.64 0.272

15 5.8 0.380
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UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio n° IV

Determinacién de la concentraciéon de
hierro(lll) por espectrofotometria

IMAI-I-04

Emision:

Elaborado por:Maria
Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
David Ordofiez.

Instructor: Fabio Pallaviccini

Los resultados de los parametros de la recta de regresion para la CCN se presentan

en la tabla n°2

Tabla n° 2 resultados de parametros de CCN

parametros CCN
r2 0.997
a -0.0205
b 0.0613
Sa 0.0072
Sb 0.064
Sxly 0.0069

Como observamos el coeficiente de regresion esta préximo a 1 lo que nos demuestra

una relacion lineal entre la concentracion de los estandares y sus absorbancias. Esto

lo podemos confirmar mediante el grafico en el cual se ve claramente la excelente

relacién lineal para la curva.

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin

105



ANALISIS DE RESULTADOS

UNAN-Lebn
Métodos instrumentales
de analisis |

Informe de laboratorio n° IV

Determinacién de la concentraciéon de
hierro(lll) por espectrofotometria

IMAI-I-04

Emision:

Elaborado por:Maria

Magdalena Piura,

Meurys Soto y Edwin

David Ordofiez.

Instructor: Fabio Pallaviccini

Se realiz6 la lectura de las absorbancias de una muestra de agua de grifo con

absorbancia

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

hierrolll CCN

&

o

&

o

e

/

2 4

concentracion

Aplicacion a una muestra de agua.

Grafico n° 1 CCN para estandares de hierro (lll)

contenido de hierro, a este analisis se le realizaron 5 replicas las cuales fueron:

Replicas

2

3

4

5

promedio

Lecturas

0.006

0.0059

0.006

0.0059

0.006

0.00596

Para el calculo de la concentracion de la muestras se utilizaron los parametros de
regresion de la curva de calibracion normal y el promedio de la lectura de la muestra,

con un doble factor de dilucion (50/40) y (500/10) el célculo se realiz6 dando como

resultado una concentracién de 21.27ppm.
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3 Informe de laboratorio n° IV

Determinacién de la concentracion de IMAI-I-04
, hierro(lll) por espectrofotometria o
UNAN-Lebn Emision:
Métodos instrumentales
de analisis |
Elaborado por:Maria Instructor: Fabio Pallaviccini

Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
David Ordofiez.

_ 0.005%6 - (—0.0205) 50 500

B —

0.0613 40 10

Cm

Cm=21.27 ppm
Donde:
Cm: concentracion de la muestra
Am: absorbancia de la muestra
a: intercepcion
b: pendiente

Fd: factor de dilucién

El error aleatorio de la concentracion de hierro (lIl) se calculo de la siguiente manera:
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Informe de laboratorio n° IV

Determinacion de la concentracion de | IMAI--04

3 hierro(lll) por espectrofotometria

UNAN-Leon Emision:

Métodos instrumentales
de analisis |

Elaborado por:Maria Instructor: Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
David Ordofiez.

|

0.0069 | 0.03859
0.2+02+ =

0.0613 0.0613- = 13.46

Sxo=0.1213

Donde:

Sx/y: desviacion residual

m: numero de replicas de la muestra

n: numero de estandares

yo: absorbancia de la muestra

Y: absorbancia promedio de las respuesta de los estandares
xi: concentracion de los estandares

X: promedio de la concentracion de los estandares

b: pendiente

Sxo: error aleatorio

El intervalo de confianza con su limite inferior y superior de la concentracién de hierro
(1) es de:
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3 Informe de laboratorio n° IV

Determinacion de la concentracion de | IMAI--04

3 hierro(lll) por espectrofotometria

UNAN-Leon Emision:

Métodos instrumentales
de analisis |

Elaborado por:Maria Instructor: Fabio Pallaviccini
Magdalena Piura,
Meurys Soto y Edwin
David Ordofiez.

Cm T t5xo
21.27+3.182*0.1213
Limite superior 21.27+3.182*0.1213 LS= 21.65ppm
Limite inferior 21.27-3.182*0.1213 LI=20.88 ppm

Conclusién

Para evaluar la linealidad del método se preparo una solucion madre de 242 ppm de
hierro (lll) a partir de la cual se obtuvieron una serie de diferentes estandares en un
rango de concentracion de 1.16 — 5.8 ppm, obteniéndose asi una excelente relacion
lineal entre las concentraciones de los estandares y sus absorbancias, por lo que se
cumple la ley de Lambert Beer. Dando como resultado una concentracion de hierro
presente de 21.27 ppm , lo cual sobre pasa el valor permisible (  segun normas
CAPRE ) debido a que la muestra fue dopada , esto ocurrié ya que la cantidad de
hierro encontrada en la muestra fue en valor por debajo de 0 ppm y para darle

aplicacion a al cuantificacion se realizo la adicion de hierro a la muestra.

El valor de la concentracion de hierro con la evaluacion del error aleatorio a partir de

los parametros de regresion fue de: 21.27 +/- 0.12 ppm.

109
Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin



ANALISIS DE RESULTADOS

Métodos espectrofotometro UV-visible shimadzu Emision:
espectroscopicos 1203
UNAN-Ledén

Instructivo de trabajo del INS-01

Elaborado por : Br. Maria Magdalena | Instructor: Fabio Pallaviccini
Piura , Meurys Soto y Edwin

Ordoinez

1. Objetivos

Describir las etapas del funcionamiento y utilizacion del espectrofotometro UV-
visible shimadzu 1203.

2. Alcance

Este instructivo es exclusivamente para el manejo del espectrofotometro UV-

visible shimadzu 1203

3. Responsabilidad

La responsabilidad es unica del usuario que este manejando el equipo.

4. Descripcion

Conectar el equipo a una corriente de 110 V.

Encender poniendo el interruptor en ON, el cual se encuentra en la
parte trasera del equipo.

Esperar 15 minutos hasta que el equipo se estabilice.

Opcidn 1: para una sola longitud de onda

Entrar en el menu principal y seleccionar la opcién 1 para hacer una
medicion fotométrica.

Seleccionar la longitud de onda a la que se debe hacer la medicion
(boton GO TO A).

110

Piura Magdalena / Soto Meurys / Ordofiez Edwin



ANALISIS DE RESULTADOS

Instructivo de trabajo del INS-01
Métodos espectrofotometro UV-visible shimadzu Emision:
espectroscopicos 1203
UNAN-LebNn

Elaborado por : Br. Maria Magdalena | Instructor: Fabio Pallaviccini
Piura , Meurys Soto y Edwin

Ordoinez

Seleccionar la longitud de onda y presionar enter

Introducir la celda (cuarzo, vidrio o plastico) que contenga el blanco y
realizar su lectura.

Oprima el boton de autocero (goto).

Introducir la celda por separado de cada uno de los estandares y
obtener sus lecturas de menor a mayor concentracion.

En cada medicion de los estandares oprimir star.

Opcidn 2: para barrido espectral

Entrar al menu principal y presionar botdn 2 (opcion pack del programa)
Elegir la opcién 2 para realizar un barrido espectral

Seleccionar rango de barrido espectral poniendo la longitud mayor de
primero y presionar enter. Seguido de la longitud menor y presione
enter

Seleccionar las unidades a trabajar transmitancias o absorbancias
Introducir blanco, seleccionar F1 para correccion de linea de base
Introducir los estandares o muestra, seleccionar star para iniciar barrido
espectral.

Seleccionar F2 para ver los picos del espectro

Seleccionar F3 para ver la curva espectral

Presionar return para regresar al menu principal

Apagar y desconectar el equipo.
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VIl. CONCLUSIONES GENERALES.

Las practicas de laboratorio del componente métodos Instrumentales de Analisis se
seleccionaron en base a las practicas realizadas en afos anteriores y la existencia

de los reactivos. Estas practicas se podrian ir realizando en los afios posteriores.

Las practicas elaboradas fueron en base a el contenido de los procedimientos
operatorios normalizados y siguiendo las directrices de la norma ISO 1013. Se
laboraron cuatro practicas, un instructivo y cuatro informes de laboratorios. Cada uno
de ellos con una identificacion univoca, es decir una codificacion diferente para cada
tipo de documentos, en caso de documentos similares se aumenta la numeracién de

los documentos para poder identificarlos.

En base a el contenido de las practicas esta presentaron la mayoria de las
competencias que necesita el componente curricular, es decir manejo de la
instrumentacion, calibracion de equipos, preparacion de soluciones, interpretacion y
aplicacion de la ley de Lambert Beer, aplicacion de los métodos de cuantificacién
para un determinado analito en la muestra y aplicacién de algunas herramientas de

quimiometria para el analisis e interpretacion de los resultados.

Al mismo tiempo a los procedimientos operatorios normalizado se les realizo la parte
experimental para ver la implementacién del mismo y evaluar los resultados de cada
practica realizada. Todos los documentos elaborados en la presente tesis serviran de
apoyo a los estudiantes que estén recibiendo el componente curricular de métodos
Instrumentales de analisis | para poder realizar sus estudios referentes a la parte

experimental.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1. Elaborar nuevos procedimientos operatorios normalizados para otras practicas de

laboratorio que se puedan realizar.

2. Seleccionar posibles practicas que se puedan realizar por espectroscopia de

absorcion y emision atomica.

3. Elaborar nuevos instructivos con otros equipos a utilizar como el turbidimetro.

4. Aplicar nuevas herramientas de tratamiento de datos dentro de las aplicaciones

de las practicas.
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