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PROLOGO

Las técnicas espectrofotométricas permiten realizar diversos tipos de andlisis
cuantitativos: determinaciéon de la concentracion de un elemento mediante su
aomplejamiento, cuantificaciéon simultdinea de dos componentes en una muestra,
estimacion del pKa de un indicador y seguimiento de la cinética de una reaccion. El
requisito previo es la presencia de la especie en solucion.

Para realizar los andlisis es importante recordar:

Secar las cubetas con material apropiado antes de introducirlas en el equipo.

Curar las cubetas con la solucion a medir.

Colocar la solucion de referencia apropiada para cada tipo de medida.

Asegurar que las reacciones que determinan la formacién de la especie a analizar se
lleven a cabo cuantitativamente. Esto implica la optimizacion de las cantidades de
algunos reactivos y/o alicuotas de muestra.

Determinar la longitud de onda de trabajo mediante un barrido.

Preparar los patrones de la curva de calibracion dentro del intervalo de concentracion
que corresponda al tipo de instrumento a emplear, a efectos de disminuir el error
fotométrico (revise la teoria correspondiente).

Ajustar el factor de dilucién de la muestra de manera que su sefial se encuentre en el
intervalo de la curva de calibracion.

Realizar el anélisis de la muestra por triplicado.

Una vez optimizadas las condiciones, prepare todos los patrones y muestras y hacer
la lectura ordenada de todas las soluciones en una misma operacion

Las soluciones preparadas deben ser limpidas y transparentes. En caso de observar la
suspension o precipitacion de materia, estas deben ser filtradas previamente al aforo.
La sefial de absorbancia de una solucion patrén a la longitud de onda seleccionada
permite la determinacion de la absortividad molar (€) o la absortividad (k).

Dejar las cubetas limpias y secas en su lugar, una vez usadas.



DETERMINACION ELEMENTAL
DETERMINACION DE CROMO COMO DICROMATO

La determinacion de Cr mediante fotocolorimetria suele realizarse mediante la
oxidacion de las especies de Cr a i6n Cr,O,> (dicromato) con 4cido perclorico. Esta
especie presenta una coloracion més intensa en el visible que el Cr’", lo cual favorece la
sensibilidad del método.

Procedimiento:

Se prepara una solucion madre de dicromato de 1000 mg L' partiendo del estindar
primario correspondiente. Mediante diluciéon de la solucién madre se prepara una
solucion diluida de dicromato de 40 mg L™, agregando 4cido nitrico antes del aforo
(Nota). Con esta solucion se hace un barrido de absorbancia en funcion de longitud de
onda en el espectrofotdmetro, empleando agua destilada como referencia. El maximo de
transmision se encuentra entre 410 y 480 nm. Con el valor de la absorbancia a la
longitud de onda seleccionada se determina la absortividad molar (¢) o la absortividad
(k). Prepare los patrones de Cr de la curva de calibracion, dentro del intervalo de
concentracion que corresponda al tipo de instrumento a emplear.

Para la determinacion del contenido de Cr en la muestra, se toma una alicuota de 2 mL
de la disolucion de la muestra de acero (1,0 g de acero de contenido de Cr <0,1 % p/p
aforado a 50 ml), en un vaso de precipitado de 100 mL y se agrega 10 ml
aproximadamente de acido perclorico (la oxidacion conduce a la formacion de humos
densos de acido perclorico). Se deja hervir suavemente durante 5 minutos para
completar la oxidacioén y luego se deja enfriar. Si existe algin precipitado, se agrega
agua destilada para propiciar la disolucion de las sales solubles, se transvasa la solucion
a un matraz aforado de 25 mL y se lleva a enrace. Haga la lectura de absorbancia de esta
muestra y determine la alicuota apropiada de la muestra para la cuantificacion final.
Realice por triplicado el tratamiento de la muestra empleando la alicuota conveniente de
manera que la soluciéon tenga una lectura dentro del intervalo de la curva de calibracion.
Haga la lectura de la absorbancia de los patrones de la curva de calibracion y de las
réplicas de muestra, teniendo en cuenta los blancos correspondientes.

Nota: Debe asegurarse que los patrones al igual que la muestra estén a un pH
suficientemente dcido, de manera que todo el Cr se encuentre como dicromato.

DETERMINACION DE COBRE COMO COMPLE]JO AMONIACAL

Un método para cuantificar la cantidad de cobre en una solucion se basa en la formacion
del complejo amoniacal de cobre, que es de un color azul intenso

Procedimiento:

Se prepara una solucién madre de cobre de 1000 mg L' partiendo de un estandar
primario de Cu. Prepare una solucion de 500 mg L' de Cu en un balén de 25 mL y
agregue 8 mL de hidroxido de amonio concentrado antes de enrasar con agua destilada.
Con esta solucion y tomando al agua destilada como referencia, haga un barrido de
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absorbancia en funcion de longitud de onda en el espectrofotometro. La longitud de
onda de trabajo se encuentra entre 600 y 660 nm.

Determine la cantidad minima de amonio que debe ser agregado para asegurar el
acomplejamiento completo del Cu. Para ello, mantenga la alicuota de estandar de Cu y
varie la alicuota de hidréxido de amonio. La cantidad adecuada de hidroxido de amonio
es la que permite la obtencion de la mayor sefnal de absorbancia de la solucion (Nota).
Una vez optimizado el volumen de hidréxido de amonio requerido haga la lectura de la
absorbancia y determine la absortividad molar (¢) o la absortividad (k ). Prepare los
patrones de Cu de la curva de calibracion, dentro del intervalo de concentracion que
corresponda al tipo de instrumento a emplear.

Para la determinacion de Cu en la muestra, tome una alicuota de la solucion de muestra,
agregue el volumen oOptimo de hidréxido de amonio y enrase con agua a 25 mL.
Determine la absorbancia de esta solucion. Determine también la cantidad minima de
amonio que debe ser agregado, para asegurar el acomplejamiento completo del Cu en la
muestra, y la alicuota de muestra para que la sefial de la solucion se encuentre dentro del
intervalo de la curva de calibracion, antes de realizar el analisis por triplicado.

Nota: Este método no puede emplearse en presencia de metales que precipitan en medio
basico.

DETERMINACION DE HIERRO COMO COMPLE]JO CON O-FENANTROLINA

Un método muy sensible para la determinacion del hierro se basa en la formacion de un
complejo rojo-naranja de hierro (II) con o-fenantrolina. La o-fenantrolina es una base
débil y en disolucién 4cida, la principal especie es el ién fenantrolina, PhH".

La reaccion de formacion del complejo se describe seglin la ecuacion:
Fe’" + 3PhH" & Fe(Ph);> +3H™ K= 2.5x10° a25°C.

Previo al acomplejamiento, las soluciones de Fe deben ser tratadas con un reductor para
asegurar que todo el hierro se encuentre como i6n Fe™. Para ello se emplea un exceso
de hidroquinona o clorhidrato de hidroxilamina en solucion:

2Fe’ + 2NH,OH + 20H = 2Fe’’ + N, +4H.0

La formacion cuantitativa del complejo se observa en el intervalo de pH 2-9. Se
recomienda un pH proximo a 4 para evitar la precipitacion de diversas sales de hierro
como puede ser el fosfato. Una vez formado el color del complejo es estable durante
largos periodos de tiempo. Se debe esperar 10 minutos para que se desarrolle la maxima
intensidad de color antes de realizar la medicion de la absorbancia. La lectura de la
absorbancia se realiza en el intervalo de 500 a 520 nm.

Determinados iones interfieren en el andlisis del hierro, y por tanto, no interesan que
estén presentes. Estos generalmente comprenden iones coloreados, la plata y el bismuto
que precipitan con el reactivo y el cadmio, mercurio y zinc que forman complejos
solubles incoloros con el reactivo y rebajan la intensidad del color. En ciertas
condiciones el molibdeno, tungsteno, cobre, cobalto, niquel y estafio pueden también
interferir.



Reactivos requeridos

- Clorhidrato de hidroxilamina (H.NOH.HCI) al 10% p/p. Prepare 10 mL.

- Buffer de pH 4 de 4cido acético/acetato de sodio

- o-fenantrolina: 25 mL al 0,3% p/p del monohidrato en agua. Se pueden agregar
algunas gotas de acido nitrico diluido para ayudar la disolucion. Se guarda en un
lugar oscuro. Se rechaza el reactivo cuando comience a tomar color.

- Solucién patrén de 1000 mg L' de Fe preparado a partir de FeSO4.(NH4)2.SOs.
6H20.

Preparacion de la curva de calibracion

El intervalo de la curva de calibracion es de 1 a 4 mg L-1 de Fe. Loa estandares se
preparan colocando la alicuota de la solucion patron de hierro en un vaso de precipitado,
se agrega 0,5 mL de hidroxilamina y se ajusta el pH a 4, con la ayuda de HCI o NaOH
1 M (emplee un pHmetro para realizar la medida del pH). Posteriormente, se agrega 2
mL de la solucion buffer de pH 4 y se trasvasa cuantitativamente a un balon de 25 mL,
donde se agrega 1 mL de la disolucion de la o-fenantrolina, antes de aforar con agua
destilada.

Para la lectura de la sefial, se determina primero la longitud de onda de trabajo haciendo
un barrido de absorbancia en funcién de la longitud de onda, colocando el blanco
apropiado (agua en este caso) en la cubeta de referencia.

Analisis de la muestra

Coloque en un vaso de precipitado una alicuota de la muestra, agregue 0,5 mL de
hidroxilamina y ajuste el pH a 4 de la misma manera que se hizo con los patrones de
calibracion. Lleve cuantitativamente esta solucion a un balén de 25 mL y agregue 1 mL
de la disolucion de la o-fenantrolina, enrase y mida la absorbancia. Ajuste el factor de
dilucion de la muestra de manera que la lectura se encuentre dentro del intervalo de la
curva de calibracion.

Nota: La determinacion de Fe en bronce no es posible debido a la interferencia del Cu,
quien también se acompleja con la o-fenantrolina,

DETERMINACION DE FOSFATO POR EL METODO AMARILLO DE
MOLIBDOVANADATO

Se trata de un método sencillo y directo, de sensibilidad media y elevada precision. La
principal interferencia es la silice, por lo que hay que eliminarla completamente. Si se
requiere mayor sensibilidad, es preferible aplicar el método del azul de heteropoliacido.

Reactivos

- Solucion de metavanadato de amonio: 50 mL al 0.5%. Agregue 2 mL de acido nitrico
concentrado.

- Soluciéon de molibdato de amonio al 5%.

- Acido nitrico: 50 ml de HNO; 6M.

- Solucién patron de 250 mg L™ de fosforo.

- Acido perclérico (60% o 72%).

Curva de Calibracion



La curva de calibracion se prepara en el intervalo de 4 a 16 mg L' de P. La alicuota de
la solucién patron de P se coloca en un balon de 25 mL, se agrega agua hasta la mitad
del balon y se agita suavemente. Se adicionan en el siguiente orden: 3 mL de acido
nitrico 6M, 3 mL de metavanadato de amonio y 3 mL de molibdato de amonio. Se
enraza y homogeniza. Se prepara la solucién blanco correspondiente con todos los
reactivos excepto la alicuota de solucion patron. Se deja la solucion en reposo por veinte
minutos antes de realizar la medida de la absorbancia a 400 nm y a 460 nm.

Analisis de la muestra

La mayoria de los fertilizantes fosfatados contienen aproximadamente un 10% de
fosfato, expresado como P,Os. La solucion de muestra a analizar debe contener
aproximadamente 10 mg L' de P (1 mg de P equivale a 2.3 mg de P,Os lo cual
representa aproximadamente 25 mg de fertilizante). Por lo tanto hay que proceder como
sigue:

Se pesan exactamente unos 125 mg de fertilizante y se disuelve segun sea el tipo de
fertilizante. Si hay residuo, se filtra y se recoge la solucion en un matraz aforado de 50
mL, lavando el papel de filtro y se diluye hasta el enrase. Se toma una alicuota de 3 mL
de esta solucion y se pasa a un segundo matraz aforado de 25 mL, se agregan los
reactivos tal como se hizo con los patrones y se diluye hasta el enrase. Se efectua la
lectura de absorbancia a 400nm y a 460nm, empleando el blanco preparado como
solucién de referencia en el espectrofotometro.

Nota. Se recomienda la preparacion simultanea de los patrones y las muestras y la
lectura de todas las soluciones en conjunto después de 20 min de preparados para
asegurar la determinacién cuantitativa.

DETERMINACION DE FOSFORO POR EL METODO DEL AZUL DE
HETEROPOLIACIDO.

Este método es 10 veces mas sensible que el del molibdovanadofosfato y se ve menos
afectado por la presencia de silicatos. Su principal inconveniente es la inestabilidad del
complejo, lo cual se controla realizando de manera estricta el procedimiento y
determinando la lectura en un corto intervalo de tiempo.

Soluciones a preparar

- Solucion de molibdato de amonio: disolver 2 g (NH4)sM07024.4H20, en 20 mL de
agua caliente en un beaker. Dejar enfriar y agregar lentamente y agitando 15 mL de
acido clorhidrico concentrado y llevar a 50 mL con agua destilada.

- Solucién de cloruro estannoso: disolver 0,4 g de SnCl2.2H20 en 1,25 mL de acido
clorhidrico concentrado en un beaker pequefio, y diluir a 50 mL.

- Solucion patron de 100 mg L-1 de fosforo, preparada a partir de dihidrogenofosfato
de potasio del modo descrito en el método del amarillo de molibdovanadato.

Curva de calibracion

La curva de calibracion se prepara en el intervalo de 0,5 a 2,0 mg L-1 de P. La alicuota
de la solucion patrén se coloca en un balon aforado de 50 mL, se diluye con agua hasta
la mitad del balén (este paso es sumamente importante), se adiciona 5 mL de la solucién
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de molibdato de amonio y 0,5 mL de la de cloruro estannoso. Se enraza y hace la lectura
de la absorbancia antes de los 15 min. La longitud de onda de trabajo se encuentra
alrededor de los 660 nm. Si la curva de calibracion obtenida no cumple la ley de Beer,
la causa mas probable es que el cloruro estannoso esté oxidado o que se haya agregado
en cantidad insuficiente.

Analisis de la muestra

Se procede de la misma manera que con los patrones. La determinacion no presenta
interferencias por la silice hasta un contenido de 100 mg L-1 de silice (en forma de
silicato soluble), pues el acido molibdosilicico se reduce mucho mas lentamente que el
molibdofosférico en la solucidon fuertemente acida que se emplea.

El hierro (III) interfiere fuertemente debido a que reacciona con el cloruro estannoso. Se
elimina del modo descrito en el experimento anterior, o bien se reduce a Fe(II) haciendo
pasar la solucion de la muestra por una pequefia columna de granalla de zinc
amalgamado antes del acomplejamiento. El método puede tolerar hasta 15 mg L-1 de
Fe(III).

Este método puede aplicarse para el analisis de muestras de tipo biolégico, como el
trigo o la harina, pero hay que destruir previamente la materia organica, para lo cual se
calcina la muestra con H,SO4 y posteriormente se oxida con H,Os.

Nota. Se recomienda la preparacion simultanea de los patrones y las muestras y la
lectura rapida en conjunto de todas las soluciones, para asegurar la determinacion
cuantitativa asi como para comprobar la actividad del cloruro estannoso.

DETERMINACION DE MANGANESO COMO PERMANGANATO

El contenido de manganeso en una muestra puede ser determinado medianteo la

. ., . + - .
oxidacion del ion manganeso, Mn 2, a permanganato, MnO 4-, ya que esta especie
presenta una coloracion muy intensa en la zona visible entre 500 y 560 nm.

Curva de calibracion

La curva de calibracion se prepara en el intervalo de 1 a4 mg L™ de Mn a partir de una
solucion madre de 1000 mg L' de Mn. Esta solucion madre debe hacerse a partir de
Mn solido. Si se emplea KMnQO,4, que no es una sal estdndar primario, la solucion
resultante debe estandarizarse antes de emplearse como solucidon madre.

La oxidacion de los patrones de Mn sigue el procedimiento que se describe para la
muestra. Para determinar la longitud de onda (entre 500 y 560 nm) se debe preparar un
patron de 2 mg L™ de Mn.

Determinacion de Mn en acero

En el caso de acero, lave una porcion de acero con HNO; diluido, escurra y deje secar.
Pesa exactamente una cantidad adecuada de la muestra (0,2 a 0,3 g para la mayoria de
los aceros) en un vaso de precipitados y se disuelve con acido nitrico concentrado en
caliente. No debe emplearse HCI ya que el i6n Cl interfiere en la determinacion, ya que
como reductor compite con el idn permanganato por el agente oxidante. Si se sospecha
la presencia de compuestos de carbono, se agrega lentamente alrededor de 1 g de
peroxidisulfato de amonio, [(NH4)2S20s], y se hierve suavemente para oxidar los
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compuestos de carbono y destruir el exceso de este reactivo. Posteriormente, la solucion
se deja enfriar y se afora al menor volumen posible.

En caso de requerirse el empleo de HCI en la disolucion de la muestra, debe eliminarse
el ion CI” antes del paso de oxidacion del ion Mn". Para ello se coloca la alicuota de la
disolucion de la muestra en un beaker y se lleva a sequedad manteniendo la solucion en
ebullicion incipiente; luego se agrega 7 mL de 4cido nitrico y se lleva a sequedad de la
misma manera, y se repite esta operacion una vez mas. Note que durante este proceso
también se eliminan los 6xidos de nitrogeno que también interfieren en la oxidacion del
Manganeso.

Si no se requiere la eliminacion del i6n cloruro, coloque la alicuota de muestra en un
beaker y caliente hasta sequedad, a temperatura cercana a la ebullicion, observando la
eliminacion de los 6xidos de nitrogeno.

Para la oxidacion, agregue 2 mL de H3POasal 85% y un poco de agua, para redisolver el
solido obtenido, y caliente hasta cerca de ebullicion. Agregue una cantidad muy
pequena de peryodato de potasio soélido (punta de una espatula fina) y deje hervir
suavemente y observe el desarrollo del color. Se repite el agregado de otras porciones
de peryodato hasta observar que no hay cambio de color en la solucion. Se mantiene la
solucion caliente por 10 minutos y se afora al menor volumen.

Si la concentraciéon de manganeso es elevada, la solucion toma un color pardo y debe
descartarse. Si la solucidon no toma color luego de agregar varias veces el peryodato es
probable la presencia de una sustancia que se oxide mas facilmente que el manganeso
(ej: CI) o baja concentracion de Mn. Ajuste el factor de dilucion de la muestra de
manera que la lectura se ubique dentro de la curva de calibracion.

Notas.

* Si se conoce el contenido de Fe en el acero, puede anadirse solucion de sulfato de
amonio férrico a la solucién patron de manganeso para igualar la matriz.

* La interferencia del cromo (VI) puede suprimirse decolorando mediante la adicion de
unas gotas de una solucidén de nitrito de potasio a la alicuota de muestra, hasta que
desaparezca el color del permanganato. Entonces, se usa esta solucién decolorada como
solucién de referencia.

DETERMINACION DEL NiQUEL CON DIMETILGLIOXIMA

Curva de calibracion

La curva de calibracion se prepara a partir de la dilucion de una solucién madre de 1000
mg L-1 de Ni, preparada a partir de Ni puro o de sulfato de amonio y niquel. La curva
de calibracion se prepara en el intervalo de 0,5 a4 mg L-1 de Ni. El tratamiento de los
patrones sigue el mismo procedimiento de la muestra. Luego del desarrollo del color en
las soluciones patrones, se realiza un barrido en el espectrofotometro para establecer la
longitud de onda de trabajo, entre 510 y 540 nm. La absorbancia a la longitud de onda
seleccionada permite determinar el intervalo de concentraciones de los patrones de
acuerdo al equipo a emplear y la absortividad molar..

Reactivos

- Acido citrico: 50 mL al 10 % p/p
- Agua saturada de bromo: 20 mL

- Hidréxido de amonio concentrado



- Dimetilglioxima: 100 mL al 0,1 %p/p en agua. Utilizar etanol en caso de que tenga
dificultades en la disolucion.

Determinacion de niquel en acero

Para la disolucién del acero, lave una porcion de acero con HNOjs diluido, escurra y deje
secar. Pese exactamente una cantidad adecuada de acero (0,3 a 0,5 g de acero),
coloquela en un beaker y agregue 10 mL de acido nitrico concentrado. Coloque
jinetillos y vidrio de reloj y caliente hasta ebullicién incipiente hasta la disolucion
completa. Posteriormente deje enfriar la solucién y enrase al menor volumen en un
matraz aforado.

Para la formacion del complejo, coloque la alicuota de muestra o de solucion patron en
un vaso de precipitados, agregue, agitando después de cada agregado, 5 mL de acido
citrico al 10 %, 2 mL de agua saturada de bromo, 2 mL de soluciéon de hidroxido de
amonio y finalmente 10 mL de solucion de dimetilglioxima. La formacién del color es
inmediata. Si se produce algin precipitado, descarte la solucion y repita la experiencia
empleando mayor cantidad de agua de bromo o menor alicuota. Se afora al menor
volumen y se efectia la medicion. Optimice la alicuota de muestra a emplear, de manera
que la lectura quede en el intervalo de concentracion de la curva de calibracion.

Notas:

* El complejo es inestable y las mediciones deben realizarse dentro de los 20 minutos
posteriores a la preparacion. La intensidad del color aumenta lentamente con el tiempo y
luego decrece, por lo que debe establecerse un tiempo similar para la medida de todas
las soluciones.

* El agregado del agua de bromo oxida al niquel al estado tetravalente, por lo que al
agregar la dimetilglioxima se forma el complejo denominado dimetilglioxima niquélica
(IV) de una coloracion rojo intenso, que explica la sensibilidad del método.

e El Br, es un agente oxidante poderoso que debe ser manipulado con precaucion
dentro de la campana. Prepare el agua de bromo que vaya a necesitar (20 mL)en un
envase pequefio de vidrio coloreado. El exceso déjelo apropiadamente etiquetado,
indicando fecha de preparacion, en la campana.

DETERMINACION DE MOLIBDENO CON TIOCIANATO

Reactivos

- Solucién de sulfato ferroso amoniacal: 25 mL al 1% p/p.

- Solucidn de tiocianato de potasio: 25 mL al 10% p/p

- Solucidn de cloruro de estannoso: 25 mL al 35 % p/p. Disolver la sal en caliente con
acido clorhidrico 1:1, dejar reposar por 12 horas. Filtrar y enrasar a 25 mL.

Tratamiento de la muestra y los patrones

Coloque una alicuota de la muestra disuelta o de la solucidon patrén en un balon aforado
de 50 mL. Agregue lentamente 1 mL de acido clorhidrico concentrado, 0,5 mL de
solucion de sulfato ferroso amoniacal al 1%, 1,5 mL de solucion de tiocianato de
potasio al 10 % y 1,5 mL de solucion de cloruro estannoso al 35%. Agitar y enrasar.
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Curva de calibracion

Prepare una solucion madre de 1000 mg L™ de molibdeno a partir de un peso conocido
de una sal de metavanadato de molibdato disuelto en acido sulftrico diluido y enrasado
con agua destilada. A partir de la solucién madre, prepare una solucién patréon de 10 mg
L' siguiendo el procedimiento de acomplejamiento descrito para la muestra. Con esta
solucion determine la longitud de onda de trabajo, realizando un barrido en el
espectrofotometro. El valor de la absorbancia a la longitud de onda seleccionada
permite calcular la absortividad molar o la absortividad y el intervalo de concentracion
de la curva de calibracion. La longitud de onda de trabajo se encuentra entre 460 y 500
nm.

Nota
- Es importante que los reactivos se enfrien a 15°C antes de su empleo, sumergiéndolos
por 15 min en un bafio de agua fria, ya que a temperaturas mayores, la coloracion de las
soluciones se acentia de manera irregular.

La intensidad maxima de color se alcanza a los 5 min. y se atentia después de los 15
min, por lo que debe establecerse un tiempo similar para la lectura de todas las
soluciones.

DETERMINACIONES SIMULTANEAS

DETERMINACION DE Cry Mn

Procedimiento

Se prepara las soluciones madres de dicromato y de permanganato de 1000 mg L™ cada
una. A partir de estas soluciones se prepara una solucion de 100 mg L™ de Cr y otra de
3 mg L' de Mn, las cuales deben oxidarse apropiadamente. Se realiza un barrido de
longitud de onda para cada solucidon patrén y se seleccionan dos longitudes de onda a
las cuales ambos soluciones absorban significativamente.

Con la concentracion y los valores de absorbancia de cada solucion permitird la
determinacion de la absortividad molar de los analitos a cada longitud de onda, y
establecer el sistema de ecuaciones correspondientes.

Para la determinacion de los analitos en la muestra, se toma una alicuota de la muestra
problema, se sigue el procedimiento para la oxidacion del manganeso a permanganato,
se afora y se mide la absorbancia a las dos longitudes de onda seleccionadas. Realice
este paso por triplicado para la muestra.

Sustituyendo los valores de absorbancia obtenidos para la muestra en el sistema de
ecuaciones planteado, se determinar la concentracion de ambos componentes en la
muestra.

Nota

- A fin de obtener resultados confiables, las longitudes de onda seleccionadas deben
proveer coeficientes de absortividad molar significativamente distintos de cero y en el
orden de los valores esperados para las especies a analizar (revise la literatura con
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anterioridad para conocer los valores esperados y calcule los valores experimentales a
fin de realizar la seleccion de la longitud de onda de manera apropiada).

DETERMINACION DE Ca Y Cu MEDIANTE TITULACION FOTOMETRICA

Reactivos
- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,03 M
- Hidroxido de amonio Concentrado

Procedimiento

La determinacion fotométrica simultdnea de cobre y calcio en una muestra se basa en
que las constantes de formacion de los complejo de ambas especies son el EDTA son
muy distintas. Puesto que los complejos de ambos metales con EDTA son incoloros,
previamente debe formarse el complejo amoniacal de Cu, cuya absorcion se encuentra a
640 nm, y posteriormente se procede a la titulacion con EDTA.

Para la determinacion cuantitativa se requiere que el acomplejamiento del Cu sea
completo y que la concentracion del EDTA sea idénea a fin de que el volumen a
requerir se encuentre dentro de la capacidad de los balones a emplear.

Para asegurar el acomplejamiento completo del Cu en la muestra, se toma una alicuota
fija de muestra (1 mL) en varios balones de 25 mL, se agregan cantidades crecientes de
hidroxido de amonio concentrado (5, 8 y 10 mL) y se enrasa al volumen final con agua.
Se miden las absorbancias a la longitud de onda de trabajo (haga un barrido previo para
la determinacion de la longitud de onda 6ptima) y seleccione el volumen de hidréxido
donde obtenga la maxima sefal. Si requiere mayores o menores volimenes de
hidroxido, ajuste la alicuota de muestra y repita la experiencia.

Determine la concentracion apropiada de EDTA para la titulacion. Realice una
experiencia preliminar en una fiola: coloque la alicuota de muestra, agregue el volumen
requerido de hidréxido, agregue EDTA 0,05 % hasta que comience a desaparecer el
color, siga agregando EDTA hasta la desaparicion del color. De acuerdo a los
volimenes requeridos, ajuste la concentracion del EDTA a emplear, de manera que la
experiencia pueda realizarse empleando balones de 25 mL.

Una vez determinada la concentracion de EDTA requerida, realice la titulacion
empleando un set de balones de 25 mL, colocando en cada uno la alicuota de muestra y
el volumen de hidroxido de amonio seleccionados y volimenes variables del EDTA.
Enrase y determine la lectura de la absorbancia para cada solucion y haga el grafico de
sefial vs volumen de EDTA. Si es necesario, puede emplear soluciones de EDTA de
diferente concentracion. En este caso, el grafico a realizar es el de sefial vs moles de
EDTA.

Nota.

e Haga el grafico antes de retirarse del laboratorio, a fin de observar si requiere
experiencias adicionales. Recuerde que debe tener al menos tres o cuatro puntos en
cada recta del grafico a obtener.
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DETERMINACION DE Ca Y Mg MEDIANTE TITULACION FOTOMETRICA
(EMPLEO DE CHLORPHOSPHONAZO III)

El clorofosfonazo I es el acido 3,6-bis-(4-chloro-2-
phosphonophenilazo)chromotropico. El complejo de calcio 1:1 que se forma es estable
por 8 horas y su soluciéon obedece a la ley de Beer en el intervalo de 0,1-0,8 mg L™ de
calcio. A pH 7 el calcio y el magnesio reaccionan con este agente, mientras que a pH
2.2 solo reacciona el calcio. De esta forma, por diferencia se puede determinar la
concentracion de ambos elementos.

En la determinacion de 10 mg de calcio en 25 mL. de solucion EDTA enmascara hasta
1 mg de plomo, cobre, cobalto, niquel o cadmio y hasta 25 mg de zinc o hierro.

Procedimiento

Determinacion de Cat+Mg, a pH 7. Como solucion buffer se hacen reaccionar 10 g de
ioduro de tetra-n-butilamonio y 6.3 g de 6xido de plata en polvo en 400 mL de agua.
Agitese por una hora, filtre y diluya a 500 mL. Mezcle 100 mL de esta solucion con 20
g de acido borico y diluya a 1 L. Afiada 4cido borico adicional hasta obtener alicuotas
de 5/mL y al diluirlas a 25ml tengan un pH de 7. Ajuste una muestra que contenga de 1-
10 pg de calcio y/o magnesio a pH 7 con 4cido diluido o hidréxido de tetrabutilamonio.
Anada 5 mL de una solucion de 165.8 mg de chlorophosphonazo III por litro y 5 mL del
buffer de pH 7. Diluya a 25 mL y lea a 669 nm contra un reactivo patrén (el blanco).
Para 0.1-1pg de calcio o magnesio diluya el reactivo hasta una décima parte de su
concentracion y lea en una celda. A pH 2.2. Tome una muestra que contenga 5-30 ug de
calcio y aflada 5 mL de la solucion expresada anteriormente de chlorophosphonazo I11.
Ajuste a pH 2.2 con 4cido clorhidrico diluido. Diluya a 25 mL y lea el calcio a 667.5 nm
contra un reactivo patron (el blanco). Para el magnesio sustraiga del valor de pH 7.

DETERMINACION DEL pKa DE UN INDICADOR

La determinacion del pKa de un indicador es uno de los procedimientos mas sencillos e
ilustrativos de la técnica espectrofotométrica.
En el caso de un indicador 4cido monoprotico (HIn) se puede representar su disociacion
como sigue:

Hin — H + In’
La expresion de equilibrio para esta disociacion se puede escribir como:

PH = pKa - log (HIn)/(In)

Esto se puede rearreglar:
Log (In-)/(Hin) = pH - pKa

El grafico de log (In )/(HIn) vs pH, obtenido en el intervalo de pH igual a pKa+1, se
obtendra una recta cuyo punto de corte es el valor del -pKa del indicador.
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La razén (In") / (HIn) se determina espectrofotométricamente. En Day y col. (1989) se
muestra una grafica tipica de absorbancia contra pH a la longitud de onda de
absorbancia méaxima para la especie In". Los términos que se utilizan en la figura son los
siguientes:

Aa = absorbancia de HIn
Ab = absorbancia de In
A = absorbancia de la mezcla

De acuerdo a esto: (In)/(HIn) = (A - Aa)/(Ab— A)

Reactivos

- Solucion de HC1 1 M

- Solucion de NaOH 1 M

- Soluciéon de NaOH 0,1 M

- Soluciones buffer de diferente pH

Procedimiento

Prepare una solucion del indicador en medio 4cido (afore con HCI 0,1%). Haga un
barrido de absorbancia vs longitud de onda y determine la absorbancia a la longitud de
onda apropiada. Este valor de absorbancia corrrespondera a la concentracion de HIn. No
descarte la solucion.

Prepare una solucion del indicador en medio basico (afore con NaOH 0,1%), haga un
barrido de absorbancia vs longitud de onda y determina la absorbancia a la longitud de
onda apropiada. Este valor de absorbancia corrrespondera a la concentracion de In". No
descarte la solucion.

Realice una experiencia preliminar para conocer aproximadamente el intervalo de pH
del viraje del indicador y se prepare soluciones aforadas a diferentes pH que cubran el
intervalo del pH del viraje £1. Para ello, coloque la alicuota del indicador (1 mL), 10
mL de agua, sumerja el electrodo de pH, y agregue buffer o soluciones de HCl o NaOH
0,01% hasta alcanzar el pH deseado. Afore, mida el pH final y determine la sefial de
absorbancia para las soluciones a las longitudes de onda del HIn y In".

Notas

- No mida el pH de las soluciones fuertemente acidas o bdsicas para no dafiar el
pHmetro.

- En caso de que el indicador sea poliprdtico, observard en la experiencia preliminar
mas de un intervalo de viraje. Realice la determinacion por separado para cada
intervalo de viraje a fin de determinar las diferentes pKa del indicador.
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