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Metodos opticos de analisis

» Colorimetricos

» Espectroscopia atbmica
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Los instrumentos que se utilizan en las regiones ultravioleta (UV), visible e
infrarroja (IR) tienen varias caracteristicas en comun, por lo que con frecuencia
se les llama instrumentos Opticos aun cuando el ojo humano es insensible a las
longitudes de onda del ultravioleta y del infrarrojo.

Los metodos espectroscopicos opticos se apoyan en seis fendmenos:

1) Absorcion

2) Fluorescencia

3) Fosforescencia

4) Dispersion

5) Emision

6) Quimioluminiscencia.

Los instrumentos que miden cada uno de ellos difieren un poco en su
configuracion, pero la mayor parte de sus partes basicas son muy similares.
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Los instrumentos espectroscopicos tipicos estan compuestos por cinco
componentes:

1) una fuente estable de energia radiante

2) un recipiente transparente en donde se coloca la muestra

3) un dispositivo que aisla una region restringida del espectro para
efectuar las mediciones

4) un detector de radiacion gue convierte la energia radiante en una
sefial eléctrica util

5) una unidad que procesa las sefnales y despliega resultados, la cual
exhibe la sefal que entrega el transductor en la escala de un
medidor, una pantalla de computadora, un medidor digital u otro
dispositivo de registro.
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Propiedades de la radiacion electromagnética

PROPIEDADES ONDULATORIAS

i [ —r————d
i i. (1T A‘.n‘ ‘ A= LR
| . f N v

LA DUALIDAD ONDA- PARTICULA DE LA RADIACION

E = Encrgia de la radiacion
E = hu v = Frecuencia de la radiacion

h = Constante de Planck = 6.624 x 107 ¢crg-s
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Tipos de radiacion electromagneética
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Ley de Lambert-Beer

Radiacion Solucion para
de analizar
* Ancho de lacelda b

Concentracion C

-

Intensidad o

El espectro_electromagnético en la region visible abarca desde 370 nm
hasta 800 nm.
La absorcion de la radiacion por un sistema puede ser descrita por medio
de una representacion de la absorcion como funcién de la longitud de
onda.
Los métodos analiticos cuantitativos basados en la absorcién de la
energia radiante por la materia estan relacionados con la medicion de las
intensidades de la radiacion electromagnética incidente y transmitida
después de pasar a través de un medio absorbente.
Entre los factores que influyen sobre la intensidad transmitida estan:

* |aintensidad incidente

= la concentracién de la solucién

= el recorrido del haz a través de la solucion.

-

A= ebcC

Radiacion

e | mup

Intensidad |

Los espectros de absorcion se caracterizan por el
porcentaje de transmitancia o la absorbancia de
la muestra a una longitud de onda dada.

La transmitancia T y la absorbancia A se definen
como:

I I
%T =100 — log 20 _
0 I, 4 = log 7 A=—logT
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Atomizacion de muestras

Excitacién
Iones atémicos b | 3 ,hY
i6nica
Tonizacion . Iones
(reversible) ﬂ excitados
hv

Atomos [—— | lishaica

Disociacion Alqmos

(reversible) E excitados
Moléculas : —u hv
gaseosas ; molecular

Moléculas

Volatilizacién ﬂ excitadas
Aerosol
solido/gas

Desolvataciénﬂ
R
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Dispersion " g08
ELS. ot
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Nebulizacién m

-
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Solucion de analito

Procesos que ocurren durante la atomizacién.

Anillo de cieree e fa
cabeza def quemador

Respradores para 8
aliviar b presico

Deflector de flujo

’l \ Quermador de fiujo laminar,
g Oridaste (Cortesta de Perkin-Eimer Corporation,
Aldesecho pebglizadr Norwalk, CT)
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Equipo Absorcion Atomica

1)
@

Fuente

2)

3) Muestra

Selector de
longitud
de onda

4)

#

Detector

5)

50
0 ((79\00
®e & o

Procesador de senal
y sistema de lectura
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TECNICA ANALITICA DE ABSORCION ATOMICA

Es principalmente un metodo de andlisis cuantitativo y es uno de los métodos
mas sensibles 'y precisos para el andlisis de metales (alcalinos,
alcalinotérreos, entre otros)

* Preparacion de la muestra: descomposicion y disolucion de muestras

* Introduccion de la muestra: Inyeccion de flujo, absorcion de la muestra,
horno de grafito, entre otras

* Curvas de calibracion: debe ser preparada en forma periodica una curva
de calibracion que abarca el intervalo de concentraciones del analito que
se encuentre en la muestra

* Metodo de adiciones estandar: Se usa ampliamente en la espectroscopia
de absorcion atomica para compensar de forma parcial o completa las
interferencias quimicas o espectrales introducidas por la matriz de la
muestra

Hemodialisis BS
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Errores en el analisis cuantitativo

Los resultados cuantitativos deben ir acompanados de una
estimacion de los errores inherentes a los mismos.

Tipos de error:

Sistematicos: provocan que todos los resultados sean errdoneos en
el mismo sentido. EL error sistematico total es denominado sesgo.

Aleatorios: provocan que los resultados individuales difieran uno de
otro de manera que caigan a ambos lados del valor medio. Afectan

la precision de un experimento
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Exactitud vs. Precision

“Auments 1 sxactitud

e Exactitud: ;Qué tan
cercano esta el valor
calculado (0 medido)
respecto del valor
verdadero?

e Precision: ;Qué tan
cercanos se ubican
entre si los distintos
valores calculados?

Aumenta la procisiin
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Ejemplo

La Precision describe errores aleatorios
El Sesgo describe errores sistematicos
La Exactitud incorpora ambos tipos de error

Miller y Miller (2002)

Errores aleatorios y sistematicos.

Estudiante Resultados (ml) Comentario
A 10.08 10.11 10.09 10.10 10.12 Preciso, sesgado
B 9.88 10.14 10.02 9.80 10.21 Impreciso, insesgado
C 10.19 9.79 969  10.05 9.78 Impreciso, sesgado
D 10.04 9.98 10.02 9.97 10.04 Preciso, insesgado
Resultado
correcto
a {
1 L | ofee 1 Estudiante A
b
.9 e 1 e e Estudiante B
C a e ! Lo 1 ! Estudiante C
d
| L1 esle® 1 1 Estudiante D
9.70 10.00 10.30

Volumen de valorante, mi
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Repetitividad y reproducibilidad

Repetitivdad: repetir un analisis varias veces (3, 5 etc. el mismo dia,
bajo las mismas condiciones)

Reproducibilidad: Repetir un analisis dias distintos, analistas diferentes,
condiciones de tiempo diferentes)

Incertidumbre

Incertidumbre: Intervalo dentro del cual es razonablemente verosimil
gue se encuentre el verdadero valor. Deberia dar una probabilidad (p.e;.
95%)
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Media y desviacion estandar
in
n

La media, x, de » medidas viene dada por x =

La desviacion estandar, s, de n medidas viene dada por

5 = \/"Z (x; = £2/(n — 1)
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Ejemplo Encontrar la media y la desviacién estdndar de los resultadas dal estudiants A.
X; n- a0 ff W
10.08 —-0.02 - .0.0004
10.11 0.01 0.0001
10.09 - 0.01 0.0007
10.10 600  0.0000
10.12 002 - 0.0004
Totales 50.50 0 " 00010
gt NN =|10.1 ml
n 3 _

| 3=J;(&f-ifa’{ﬂ—1]=,/ﬁ.m114-=ﬂ,ﬂ1ﬁﬂn}i

Nétese que ¥ (x,— 3 es siempre iguel a 0,
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Varianza = el cuadrado de la desviaciébn estandar, s°.

Coeficiente de variacion (CV) = desviacion estandar relativa (DR) =100 s/x  (peR)

Es un error relativo utilizado frecuentemente para comparar precisiones
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Resultados de 50 determinaciones de concentracion de ion nitrato,

N - 1
Frecuencias e histograma en pg mi.

0.51 0.51 0.51 0.50 0.51 0.49 0.52 0.53 0.50 0.47
0.51 0.52 0.53 0.48 0.49 0.50 0.52 0.49 0.49 0.50
0.49 0.48 0.46 0.49 0.49 0.48 0.49 0.49 0.51 0.47
0.51 0.51 0.51 0.48 0.50 0.47 0.50 0.51 0.49 0.48
0.51 0.50 0.50 0.53 0.52 0.52 0.50 0.50 0.51 0.51

Tabla de frecuencias para medidas de concentracion de ion nitrato.
Concentracion de jon nitrato (ug mi™ ')  Frecuencia § "
L]
0.46 1 3
0.47 3 el
048 5
049 10
0.50 10
051 13 0 N T T L 4 T Ll 7 '
0.52 5 0,46 0.48 0.50 0,52
0.53 3 Concentracion de ion nitrato, ¢g mi~'

Histograma de los datos de concentracion de ion nitrato
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Distribucion normal o Gaussiana

En una distribucion normal con media t y desviacion estandar o, apro-
ximadamente el 68% de los valores de la poblacion caen dentro de
+ 10 de la media, aproximadamente el 95% de los valores caen dentro
de +2¢ de la media, y aproximadamente el 99.7% de los valores caen
dentro de +3¢ de la media.

(x — u)

a

Variable normal estandarizada, z =

u X

La distrbucion normal, = exp| — (x— i126%J/2n. La meda se indica por .

()

68%

L

u-=10 u u+lo

(i)

95%

u - 20

u

u+ 20

"- 3q

n+ 3ag
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sd.= 02

0] >02

H

Limite de confianza e intervalo de confianza

Para muestras grandes, los limites de confianza de la media vienen
dados por

%+ 2s/\/n

donde el valor de z depende del grado de confianza requerido.
Para limites de confianza del 95%, z = 1.96
Para limites de confianza del 99%, z = 2.58

Para limites de confianza del 99.7 %, z = 2.97

|
u=-196a/\n K u+1.960/n X

La distribucion muestral de la media, mostrando el intervalo dentro del cual
se encuentra el 95% de las medias muestrales.

Distribuciones normales con fa misma media pero con diferentes valores de 2 desviacion estandar (d.e.).
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Métodos de calibracidon en analisis instrumental:
regresion y correlacion

§ =
! = m———eann.
% 4
I LY | \ |
Concentracion

Procedimiento de calibracion en analisis instrumental: o puntos de calibrado
e muestra de ensayo
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El coeficiente de correlacion momento-producto,

¥ (i — ) s~ )

{pe-o [zo-ar]

r=+1

y —

El coeficiente de correlacion momento-producto, r
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a5 Se puede demostrar que la recta de minimos cuadrados viene dada por:
Pendiente de la recta de minimos cuadrados:
o1 b ;{(A‘. - x) (4 — y)}
- Z (x; — %)°
s 15k Ordenada en el origen de la recta de minimos cuadrados:
Q
8 a=y—bx
o
o
€ 1ol
se calculd que, para esla curva de calibrado:
Reinie 82 S - By~ j=2162 Tir-iP=12 k=6 y=131
5
se calcula que
C
Ordenada en el origen = 1.52 b= 21612112 = 1.93
| | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 =131 {183 » 8) =131 - 1158 = 152
I 1
ERRICERASORCRg La ecuacién para la recta de regresion es y = 1.93x + 1.52.

Grafica de calibrado de los datos del Ejemplo
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Errores en la pendiente y ordenada en el origen de la recta de regresion

ST
f'z(yr —.!/i)k

\'. - | !

s fn— 2

Desviacion estandar de la pendiente:

Sp = =
Z (xi == JE)Z
i
Desviacion estdndar de la ordenada en el origen:
X1, Y1
Y i X1, Y1
i
Sq =S, -
a y/x n Z (xi . x)Z X
i

Los residuos de y de una regresion lineal.
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Desviacion
estandar y limites
de confianza para
la pendiente y
ordenada

Calkopiar B desviachin esEndar y es Iimbes de corflanega ura A pendlsnks y ordenacda sn
ol arigon ther B recta o regresion calculade on B Sooclon 54
Este calguio puadsr que o sea maalltable doskcbaerierbe e ured chkadadord Sempia, s

pue 50 enSubribran disponicles propramad e commputackocs. Aol 56 ChaERTolbE o Calicuic
menualrmenbe, Ublzanda une Sbhia estnectirads

X, x ¥ - » 19— Hd - XKr

o o 21 1.5 0.58 OUased

2 4 5.0 528 Q.38 0. 1544

4 16 oo B.24 0.24 QosTe

n a8 12.6 1310 0,50 02500

B = 17.3 18,06 0.4 1158
0% 10 4.0 1 B 0,18 BuxE
12 144 x4 T 24 85 0.0 LOOC

I af =364  Eix- AP —os26s
A pacir ce et talbda y ubEcencks b Eressdn [5.0) ta ofklena
By = o EIEAS = | S0 18TIE = 04320

Do la Seccin 5.3 o =abe que ¥ (X -- B = 112, ¥ la Ecuackin [5.7] puets sar Lbllrsis
pars rroalrar e E
Sp = THAXF9S, 112 = 043291058 = 0.0

£l vakor da S pada | — 2} = 5 grados o bbevisd y on v O0 cosfiacrza ol 3% an 257
{Tabla A2 Los eefoos b oonlipnrs o 5% pada 2 son, pow a0

O = 153 4 257 = GJ40F) = .63 1 11
La Ecuachin {S8) mqulene conocer > a”, cBloulado de la tabis ooumo 364, EMonoss, BB
pasrche asoyi 4
AsA
Xy = 0.4 T = "-i;ml'.l_ﬂsﬂ

oo anErA e boes Lamaees dhe ConiSanoa, ol 05 son;
g = 1.52 4+ 257 = 020950 =~ 1.5 4 .75




U CA B Universidad Catdlica
ANDRES BELLO
1

Calculo de una concentracidn y su error aleatorio

Error global en la
concentracion

Desviacion
estandar
estimada de X,

Sy /x 1 ( y)2
bz z (x; — x)°

S zsy/r\[l_i_l, (y _J;)Z
Yoo P bZZ(x x)°
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Forma general

de los limites de |
confianza para 3
una

concentracion

calculada

Concaniracion

Forma general de los imies da conlianza para una concentracion delaminada

ubizando una recta de ragrasion no ponderada.
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Limite de deteccion Limite de deteccion (LOD) -~ Yp + 383

Limite de cuantificacion ~ (LOQ} uy + 10
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Método de adicidon de estandar

nal

Serial de la muestra

~% -
Cantidad de analito en
la muestra de ensayo

El método de las adiciones estandar.

Cantidad anadida_——,.
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Validacion de Métodos Analiticos

En la USP 30, en el capitulo referente a la “Validacion de Métodos Compendiados”, se define
validaciéon como:

“Validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, por estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de funcionamiento del método cumple los requisitos
propuestos por las aplicaciones analiticas”.

Frecuentemente se utiliza el analisis estadistico, como por ejemplo el analisis de regresion lineal y la
desviacion estandar relativa (DER) de los datos de los meétodos de validacion, para demostrar la
validez del mismo (Miller, J y col. 2002).

También se incluyen los equipos, instrumentos y aparatos que son utilizados en los métodos de
analisis a los cuales es importante evaluar para determinar las variaciones potenciales que pueden
ocurrir durante el desarrollo del analisis, ademas de su calibracion y mantenimiento preventivo
periddico.
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Caracteristicas analiticas tipicas usadas en métodos de validacion

Caracteristicas analiticas usadas en
los métodos de validacion

Exactitud

Precision

Especificidad

Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
Linealidad

Rango

Robustez
Reproducibilidad
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Exactitud

La exactitud se define como el acercamiento de los resultados experimentales
obtenidos, al valor verdadero. Se expresa como el porcentaje de recuperacion
por el ensayo de cantidades conocidas adicionadas al analito.

Precision
La precision de un método analitico se refiere al grado de concordancia entre

los resultados individuales de la prueba, cuando el procedimiento se aplica
repetitivamente a muestras multiples o a una muestra homogénea.

La precision del método, se expresa como la desviacion estandar o desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones.
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Especificidad
La habilidad para evaluar inequivocamente el analito en presencia de los

componentes que se espera gque estén presentes, asi como impurezas, productos de
degradacion, y componentes de la matriz.

Limite de deteccidn

El limite de deteccion es un parametro de prueba limite. Es la concentracion mas
baja a la cual puede detectarse el analito, pero no necesariamente cuantificarse, bajo
las condiciones experimentales establecidas.

Y Lop= 3 desv std LOD = (Y op —Ordenada) / pendiente

Limite de cuantificacion
Es la concentracion de muestra en un analito que puede ser determinada con
precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones experimentales establecidas.

Y 0o = 10 desv std LOQ = (Y oo —Ordenada) / pendiente
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Linealidad

Es la habilidad del método para obtener resultados en la prueba proporcionales a la
concentracion del analito en muestras dentro de un rango dado que resultan
directamente o mediante una transformacion matematica bien definida

Rango

Es el intervalo entre el nivel mas alto y mas bajo del analito en el que se ha demostrado
gue puede ser determinado con exactitud, precision y linealidad, tal y como lo indica el
meétodo.

Reproducibilidad

Es el grado de reproducibilidad de los resultados de la prueba obtenidos por el analisis
de una misma muestra bajo una variacion de las condiciones normales de prueba,
tales como diferentes laboratorios, analistas, ensayos, temperaturas, lotes de
reactivos, dias, etc.
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Caracteristicas de validacion recomendadas de varios tipos de ensayos.

Tipo de ensayo Identificacién Ensayo para Impurezas Prueba. Disolucion Ensayos especificos NOTA:

/Caracteristicas (Medicién solamente, - Significa que  esta
Contenido/Potencia) caracteristica no es
usualmente evaluada

+ Significa que esta

Cuantitativo Limite

ExaC'tIFl:ld - - - * +4 caracteristica es usualmente
PreC|S|On' - + - + +4 evaluada.
Repetibilidad 1 En casos donde Ila
Precision- _ +1 _ +1 +4 replr_odlécibilida? ha .s?crlo
g realizada a precision
PreC'S'On_ intermedia no es necesaria.
Intermedia 2 Carencia de especificidad
Especificidad +2 + + +5 +4 para  un  procedimiento
Limite de ) 3 + i} ] analitico puede ser
Det ., compensada por la adicion de
slzerion un segundo procedimiento
Limite de - + - - - analitico.
Cuantificacion 3 Puede ser necesaria en
algunos casos.
Linealidad - + - + - 4 Puede no ser necesaria en
_ - - algunos casos
Rango PTT * * 5 Carencia de especificidad
Reproducibilidad B + -3 + +4 para un ensayo para liberacion

puede ser compensada por un
ensayo de impurezas.
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EJ ercicio Tabla N° 1. Recta de calibracion del sodio por AA
|. En un analisis de sodio por Absorcion Atdmica, se obtuvo los
siguientes valores para la recta de calibracion. Concentracién (ppm) Medida
Determine: 2,0 0,035

a) Ecuacion de larecta 4.0 0,067

b) Linealidad

c) Coeficiente de correlacion 6.0 0,104

d) Coeficiente de determinacion 8,0 0,146

e) Limite de deteccion 10.0 0.192

f) Limite de cuantificacion

II. En un analisis de una muestra efectuado por un analista, se encontro lo siguiente:

Tabla N° 2. Analisis de sodio en un lote del producto
N° Analisis Medida

1 0,121
2 0,115
3 0,098

Si el valor tedrico de la concentracion de sodio en la muestra es de 6.4 ppm, determine la exactitud v precision del analisis.
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Analisis por absorcion atémica

Concentracién (ppm) medida
2 0,035 0,25
4 0,067 y=0,0197x-0,0091
6 0,104 02 - =0,
8 0,146 0,15
10 0,192
0,1
Para la recta de calibracién: 0.05 /
pendiente 0,01965 -0,0091 ordenada ’ Y
desv std pend 0,00080571 0,00534447 desv std ordenada 0 . . . .
r2 0,99498158 0,00509575 sy/x 0 2 4 6 8
F 594,797176 3 df
suma de los cuadr SCReg 0,0154449 7,79E-05 SCRes
YLOD= 0,00618725
YLOQ= 0,0418575
LOD= Y LOD - (-2E-05/0,000012) = 0,778
LOQ= Y LOQ - (-2E-5/0,0000112) = 2,593
Andlisis Medida ppm
1 0,121 6,6
2 0,115 6,3
3 0,098 5,4
Prom 6,1
Desv Std 0,5
DER 8,1

Hemodialisis BS



