Técnicas Avanzadas en Quimica Ciencias Ambientales, curso 2005/06

Prégtica 1
DETERMINACION DE FOSFATOS )
EN AGUAS POR ESPECTROFOTOMETRIA

1. Objetivo

El objetivo de esta praictica es la determinacion del contenido de fosfatos solubles en
una muestra de agua mediante espectrofotometria ultravioleta-visible. Se aplicara el método
de adiciones estdndar para eliminar interferencias con otros compuestos.

Los abonos inorganicos estan constituidos por diversas clases de fosfatos solubles, los
mads comunes de los cuales derivan de los aniones meta- (PO3"), piro- (P2074') y ortofosfato
(PO43'). Debido a su elevada solubilidad, estos aniones son arrastrados facilmente por las
aguas superficiales hacia rios, acuiferos, etc. Otra fuente de fosfatos la constituyen los
vertidos urbanos que contienen detergentes: para aumentar su eficacia, algunos detergentes
utilizan fosfatos inorgdnicos en su composicién como agentes alcalinizadores. Las aguas
naturales contienen normalmente cantidades de fosfatos por debajo de 1 mg/l. Cantidades
superiores de estos nutrientes favorecen el crecimiento de algas que consumen el oxigeno del
medio acudtico y provocan la desaparicion de especies vegetales y animales.

2. Metodologia experimental
A. Fundamento

El método propuesto para determinar fosfatos se basa en la formacién de un
heteropolidcido con el reactivo vanado-molibdico (de color amarillo y soluble en agua) cuya
absorcion de luz se mide a 420 nm. Para el ortofosfato, la formacién de este complejo tiene
lugar segun la reaccion:

(PO,)” + (VO3 + 11(M00O,)* + 22 H & P(VMo0,,04) + 11 H,0 (1)

En esta identificacion interfieren concentraciones apreciables de Fe(III), silicato y
arseniato, entre otras especies. Es decir, estas especies absorben luz a la longitud de onda
utilizada (420 nm, absorcién del P(VM011040)3_). Para eliminar dicha interferencia se
preparard un blanco (sin fosfato) cuya absorbancia se restard de la del resto de las muestras.

Adicionalmente, es posible que la absorbancia del complejo se vea afectada por
efectos de matriz. La matriz puede potenciar o atenuar la absorbancia de luz por el complejo,
lo cual puede conducir a resultados erroneos. Para minimizar este efecto, aplicaremos el
método de adiciones estandar, que consiste en la adicién de cantidades crecientes del analito
de interés (fosfato en nuestro caso) a una cantidad fija de muestra. Este procedimiento resulta
mads efectivo que un calibrado externo (recta de calibrado con disoluciones patrén) cuando la
matriz interfiere en la deteccion. En esta préctica estudiaremos la importancia de los efectos
de matriz, determinando la concentracién de fosfato mediante ambos métodos y comparando
los resultados.
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B. Espectrofotometria

La espectrofotometria es una de las técnicas experimentales mds utilizadas para la
deteccion especifica de moléculas de distinta naturaleza (contaminantes, biomoléculas, etc) y
estado de agregacion (s6lido, liquido, gas). El fundamento fisico-quimico de la
espectrofotometria estd relacionado con la capacidad de las moléculas de absorber energia
luminosa y almacenarla en forma de energia interna. Esto permite que se inicien ciclos vitales
de muchos organismos, entre ellos el de la fotosintesis en plantas y bacterias.

La Mecanica Cudntica nos dice que la luz estd compuesta de fotones cada uno de los
cudles tiene una energia:

Etown = -V = h-c/\ (2)

donde i = 6.6 10>* J-s es la constante de Planck, c es la velocidad de la luz, v es su frecuencia
y A su longitud de onda. Cuando decimos que una molécula absorbe luz de longitud de onda
A, esto significa que la molécula absorbe un fotén de esa longitud de onda. En esta practica
estudiaremos la absorcion de luz en el visible-ultravioleta cercano (A = 325-700 nm). Cuando
una molécula absorbe un fotén en este intervalo espectral, se excita pasando un electrén de un
orbital del estado fundamental a un orbital excitado de energia superior. De esta manera la
molécula almacena la energia del foton:

A+hv oA E(A") — E(A) = h-v 3)

Como la energia se conserva, la diferencia de energia entre el estado excitado (A" y el
fundamental de la molécula (A) debe ser exactamente igual a la energia del fotén. Cada
molécula tiene una serie de estados excitados discretos (o bandas) que dependen de su
estructura electrénica y que la distinguen del resto de moléculas. Como consecuencia, el
espectro de absorcion, es decir, la luz absorbida en funcién de la longitud de onda,
constituye una verdadera sefia de identidad de cada molécula. Dos moléculas distintas
presentardn espectros de absorcién distintos, como se representa esquematicamente en la
figura 1.

Figura 1: Hipotéticos espectros de absorcion de dos moléculas distintas A y B

B*(2) L Espectros
de absorcién |
- deAyB A
A © : y |
) 2 | A*(1)
8T ‘ ‘
IRL:X0:
n L ;
O
A, <
molécula A molécula B
Ay A, Ao

Longitud de onda A



Técnicas Avanzadas en Quimica Ciencias Ambientales, curso 2005/06

Un espectrofotometro (figura 2) consta de una fuente de luz “blanca” caracterizada
por un espectro de emision continuo en un intervalo amplio de longitudes de onda (en nuestro
caso 350nm-900 nm). Un monocromador actiia como filtro éptico transmitiendo un haz de luz
de longitud de onda fija A e intensidad I, que penetra en la cubeta de andlisis donde se
encuentra la muestra. Un detector sensible a la luz mide la intensidad del haz a la salida I.

Figura 2: Esquema del espectrofotémetro
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La intensidad del haz de luz se va atenuando a medida que atraviesa la cubeta con la
muestra debido a la absorcion de las moléculas. El ritmo de absorcion depende de la
intensidad inicial de luz y de la concentracién de moléculas. De esta manera, cuando un haz
de luz de intensidad I recorre una distancia dL. en una muestra con una concentracion de
moléculas [B], se produce una atenuacion de intensidad dI dada por:

dI=-k[B]IdL “4)

El significado de la constante de proporcionalidad k se discute mds abajo. La expresion
anterior se puede integrar de la siguiente forma:

dr Ldl L I
T——k-[B]-dL =N IT_—k-[B]-jO dL = lnI———k-[B]-L (5)

0 0

lo cual da lugar a la ley de Lambert-Beer para la absorcion de luz en un medio, que relaciona
la intensidad a la salida de la muestra I, con la intensidad inicial I, la concentracion de
moléculas y la distancia recorrida por la luz en la muestra, L:

—e|BIL
I, =1,-10*!"] (€ =k/In10) ©
El espectrofotémetro, en lugar de la intensidad, mide la absorbancia A que se define por:

Iy

If

A =log,,
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donde la constante € es la denominada absortividad molar' (o también coeficiente de
extincion), que en general depende de la longitud de onda de la luz incidente.

Como se puede observar, la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion de moléculas en la muestra. Es decir la representacion de absorbancia frente
a concentracion sigue una recta de pendiente m = €-L. Esta ley de proporcionalidad se
cumple para luz monocromaética (de una longitud de onda dada) y disoluciones diluidas de las
moléculas absorbentes (< 0.01M). Se encontrardn en general desviaciones cuando se realicen
experimentos sobre muestras concentradas de analitos.

C. Métodos de calibrado: patrén externo y adiciones estindar

Una curva de calibrado representa la respuesta de un método analitico (sefial
detectada) sobre muestras patréon o estdndar con concentraciones conocidas de analito. Se
prepara ademds una disoluciéon blanco, que contienen tnicamente la matriz, es decir todos
los reactivos y disolventes de la muestra salvo el analito de interés. En el intervalo de
respuesta lineal del método analitico (dentro del cual la sefal es proporcional a la
concentracion de analito), se obtiene una recta de calibrado a partir del procedimiento
siguiente (ver figura 3):

1) Se representa la sefial detectada corregida de la sefial del blanco frente a la concentracion
de cada disolucién patrén;

2) se realiza una regresion lineal de los puntos resultantes por el método de minimos

cuadrados (ver el apéndice de este guion). . Se recomienda el uso de Excel para obtener la

recta de ajuste. La recta de calibrado y = a x + b (x: concentracién , y: sefal) permite

obtener la concentracion de cualquier muestra problema a partir de la sefial obtenida

experimentalmente

Figura 3: Recta de calibrado a partir de patrones externos
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' Nétese que la ley de Lambert-Beer se define en la ecuacién (6) con una potencia de 10, en lugar de una
exponencial (como corresponderia a invertir la relacién In(I¢/Iy) de la ecuacidn (5). Para corregir este hecho basta
recordar que In x = (In 10) log x. De ahi la relacién para la absortividad e=k/In10.
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El método alternativo de adiciones estandar consiste en afiadir sobre la muestra
problema cantidades crecientes conocidas de analito. De esta manera, todas las medidas se
realizan sobre la misma matriz. Al representar la sefial experimental frente a la concentracion
de analito afiadida resulta una recta a partir de cuya pendiente y ordenada en el origen se
obtiene la concentracion de la muestra problema. El procedimiento se demuestra e ilustra en
la figura 4.

Figura 4: Recta de calibrado a partir de adiciones estdndar
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S=za(C,+C)=a C,+al = ax+b
Recta de calibradoy=ax+b (y=5S, x=C,, b=a())
C, se puede obtener de dos formas a partir de la recta:
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2) extrapolacionay =0 = x=-b/a=-C,
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3. Aparatos y material

Material

9 matraces aforados de 25 ml Probeta de 250 ml

1 matraz aforado de 100 ml Pipetas de 1,5y 10 ml

1 vaso de precipitado de 100 ml 5 vasos de precipitado de 50 ml

Matraces aforados de 100ml y 1000 ml por banco (3-4 parejas)
Reactivos

Heptamolibdato amoénico ortofosfato 4cido potdsico
Metavanadato amoénico

5. Procedimiento experimental

A. Preparacion de reactivos

1. Reactivo vanado-molibdico (Unica para todos): En unos 400 ml de agua destilada,
disolver 20g de heptamolibdato amoénico, Mo070,4(NHy4)e-4H,O. Preparar una
segunda disolucion de 0.5 g de metavanadato aménico, NH4VOs3, en 300 ml de
agua y afadir 100 ml de 4cido nitrico concentrado (con guantes y gafas de
proteccion, en la campana extractora). Mezclar ambas disoluciones en un matraz
aforado de un litro y enrasar con agua destilada.

2. Disolucién patrén de ortofosfato (PO4)3_ (1 g/l en fosfatos) (Gnica para todos):.
Preparar 100 ml de disolucién patrén en matraz aforado disolviendo la cantidad
adecuada (calcilela) de KH,PO4 en agua destilada.

3. Disolucién de trabajo de ortofosfato (0.1 g/l): Cada pareja prepara una disolucién
de trabajo pipeteando 10 ml de disolucién patrén y enrasando a 100 ml con agua
destilada en matraz aforado.

B. Calibrado externo

En matraces aforados de 25 ml se pipetean alicuotas de la disolucién de trabajo de
forma que la concentracion final de fosfato sea de 3, 5, 10, 15 y 20 mg/l. Se
agregan 10 ml de la disolucién vanado-molibdato amoénico a cada una de ellas y se
enrasa con agua destilada. Agitar cada matraz para homogeneizar la disolucién y
dejar en reposo 10 minutos para que tenga lugar el desarrollo del color.

Preparar ademds un blanco (disolucién con 10 ml de vanado-molibdato, sin
fosfato).

C. Preparacion de las muestras problema
Pipetear 5 ml de la disolucién problema y pasarlos a un matraz aforado de 25 ml.
Afadir 10 ml de la disoluciéon vanado-molibdato y enrasar con agua destilada.
Repetir este procedimiento otras 2 veces mds para tener 3 muestras problema.
Dejar reposar 10 minutos

D. Medidas de absorbancia
- Ajustar el espectrofotometro para medidas de absorbancia a 420 nm

- Introducir el blanco en el aparato y ponerlo a cero.
- Medir finalmente la absorbancia a 420 nm de los patrones y de las 3 muestras.
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- Construir la recta de calibrado y determinar la concentracién de cada muestra
problema.

- La concentracién de fosfatos en la muestra problema original serd el resultado
de promediar los resultados de las tres medidas y aplicar el factor de dilucién.
El error se obtiene a partir de la dispersién de los datos: = t-(s/VN), donde s es
la desviacion cuadrética y N el nimero de medidas realizadas.

E. Determinacion de fosfato por el método de adiciones estaindar
Con el fin de minimizar efectos de matriz se aplica el método de adiciones
estandar. Para ello se pasan 4 alicuotas del mismo volumen de muestra problema
en matraces de 25 ml. A 3 de esos matraces se les afiade cantidades crecientes de la
disolucién de trabajo. A continuacién se agregardn 10 ml de la disolucion de
vanado-molibdato y se enrasard con agua destilada. Dejar reposar 10 minutos.
Calcular las alicuotas de la muestra problema y las adiciones de forma que la
concentracion estimada de fosfato no exceda de 20 mg/1.
Medidas de absorbancias:
Poner a cero el espectrofotémetro con el mismo blanco del apartado anterior y
medir la absorbancia a 420 nm de cada muestra.
Construir la recta de adiciones estdndar y determinar la concentracién de fosfatos.
Aplicar el factor de dilucién correspondiente.
Para el célculo de errores en este apartado, pedir el resultado obtenido a 2 parejas
del mismo turno de précticas y realizar los calculos de la desviacion estandar.

F. Presentacion de resultados

1. Incluir todas las medidas de absorbancia y concentraciones de las
disoluciones patron de fosfato correspondientes en tablas.

2. Representar en graficas independientes los datos experimentales de los dos
calibrados realizados (patron externo y adiciones estdndar), asi como cada
una de las rectas por minimos cuadrados (se recomienda el uso de Excel)

3. Para cada uno de los métodos utilizados (calibrado y adiciones estdndar),
expresar la concentraciéon de fosfato resultante de la muestra problema
junto con los errores absoluto y relativo de la determinacién. Comparar
ambos métodos y discutir los resultados.

6. Gestion de residuos:

Los reactivos de esta prictica no son peligrosos para el medioambiente en bajas
concentraciones y se pueden desechar en el fregadero.
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Apéndice 1: Regresion lineal por minimos cuadrados: Expresiones de calculo

Regresidn lineal (minimos cuadrados)

Ya y=ax+b
‘ (x5tY5)
= Recta que minimice el
=
et (xl')g) cuadrado de las desviaciones:
i (y-v)? = Zi(ax+b-y)?
debe ser minimo
>
Concentracion de analito X
Regresion lineal:
y = (a+ Aa) x + (b + Ab)
a :9 b=vy-aXx coeficiente de
A7 correlacidn

T 1
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C=Y&-3y;- D':Z(Xi)2
R =3 (ax; +b-y;)’




