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I. R E S U M E N

E! Benzoato de sodio es un conservador, bacteriostétioo, fungostético en

condiciones écidas. Es él més ampliamente utilizado en alimentos écidos

como Ios aderezos para ensaladas (vinagre), bebidas carbonatadas (écido

carbénico), mermeladas, jugos de frutas, y condimentos. También se utiliza

como conservante en medicamentos y cosméticos.

Aunque el écido benzoico es un conservante més e}401caz,el benzoato de

sodio es més comqnmente utilizado como un aditivo alimentario ya que el _

écido benzoico no se disuelve bien en agua�030°.

La concentracién como conservante esté Iimitada por las normas de la FDA �030

en los EE.UU. al 0,1% en peso. El Programa lnternacional sobre Segun'dad

Quimica no encontré efectos adversos en los seres humanos en dosis de

647-825 mg I kg de peso corporal por dia�034

El presente trabajo de investigacién, desde el punto de vista técnico

« busca contribuir a la identi}401caciénde| benzoato de sodio en una bebida _

carbonatada. A

Para este cometido se requiere del uso de una sustancia patrén y de los V

métodos analiticos como la cromatografia de gas, la Espectrofotometria �031

_lnfrarroja y la Cromatografialde capa }401na,de tal manera que permita

demostrar inequivocamente la presencia de esta sustancia.

5
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_ ll. INTRODUCCION

El consumo del benzoato en una bebida gaseosa es abundante y

diverso considerando que existen variadas bebidas que contienen esta

sustancia; por lo que se puede identificar considerando |os componentes de I .

cada bebida gaseosa. También se puede identi}401cardicha sustancia en las

bebidas incoloras, en las bebidas coloreadas y adicionalmente en otros

productos alimentarios como jaleas, mermeladas etc. _ _

AI ingresar a nuestro organismo al ser absorbidos se genera varios

metabolitos ademés de| benzoato inalterado. . %

Para ello se requiere de un esténdar�031y de técnicas quimicas é instrumentales

. necesarias para demostrar este tipo de sustancias.

. Considerando estos aspectos ei Objetivo General seré Idenfi}401car A

una bebida para consumo humano por las técnicas analiticasl de

V espectrofotometria FTIR y cromatogra}401a. I _ A

Se presenta como objetivos especi}401cosa los aspectos siguientes:

a. Seleccionar |as bebidas de consumo humano I

' b. Analizar el benzoato por cromatogra}401auna bebida

I c. Analizar el benzoato por espectrofotometria una bebida 9

9 _ 6 ,
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Se plantea como problema, ¢,C6mo identi}401carialos benzoatos por

espectrofometria FTIR y cromatografia en bebidas de consumo?

La importancia yjustificacién de| presente trabajo de investigacién

constituiria un aporte cienti}401coa las empresas de este rubro al garantizar

9 la calidad de sus productos mediante los controles de calidad; y el presente

trabajo de investigacién al dar a conocer las técnicas de anélisis quimico

como los espectrofotométrico FTIR y cromatogréfico en un conservador

alimentario como un benzoato, garantiza la calidad de estos productos, por

lo que se justi}401cael presente proyecto de investigacién.

. . 7 �030
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Ill. MARCO TEORICO

Las bebidas gaseosas son, una de las bebidas�030més Consumidas en

todo el mundo, especialmente entre la poblacién joven. El consumo comienza

desde ni}401osy se acrecienta durante la adolescencia.

' Se las conoce en los diversos paises con diferentes nombres como gaseosa,

9 refresco, refresco con gas, soda 0 soft drink. ' -

A Estas bebidas son efervescentes, de sabor suigéneris, sin contenido de

. alcohol ,�030sin embargo el consumo importante de gaseosas se asocia a una ingesta

més baja de numerosas vitaminas, minerales y fibra.

, Son un factor de riesgo para la saludz en general, ya que contribuyen, sin

Iugar a dudas, al sobrepeso y la obesidad, problemas dentales, renales y

cardiacos entre otras enfermedades. ' '

.EI benzoato de sodio es un5 conservador alimentario denvado de un

écido carboxilico aromético cuyo nombre IUQPAC es denominado: benzoato

sédico, también denominado benzoato de sosa es una sal del écido benzoico, de

color blanco, cristalino y de aspecto gelatinoso o granulado. V

_ _ s



�030I V

3.1. ANTECEDENTES

El benzoato de sodio sal de| écido benzoico, cuando es tratada en medio .

écido se obtiene el écido benzoico.

El écido benzoico, écido carboxilico fue descubierto por el siglo XVI, y el

trabajo pionero fue el a}401o1830 en el que mediante una variedad de experiencias

basadas en la amigdaiina, que se obtiene a partir de aceite de almendras amargas

por Robiquet Pierre y Antoine Boutron-Charlard, dos quimicos franceses, en el que

se habia producido benzaldehido pero fracaso en la elaboracién de una

interpretacién adecuada de ia estructura de la amigdalina que haria cuenta de ello,

y por lo tanto se perdié la identi}401caciéndel C7H5O radical benzoilo. Este ultimo

paso se Iogre algunos meses més tarde por Justus von Liebig y Friedrich Wohler,

que determina la composicién del écido benzoico. Estos ultimos también b

investigaron cémo se obtiene el écido hipurico al sufrir una biotransformacién ei

V écido benzoico. b ' '

�031 9 f�031



En 1875 Salkowski descubrié |as propiedades antifungicos del écido

benzoico. Esta écido fue utilizado durante mucho tiempo en la preservacién de

frutas como es el caso-de Ia especie vegetal, �034moradelos pantanos�035.

En la industria el écido benzoico se produce comercialmente mediante la

oxidacién parcial de tolueno con oxigeno. El proceso es catalizado por naftenatos

de cobalto o manganeso. El proceso utiliza materias primas baratas, obteniéndose

un producto con un alto rendimiento, y es considerado como como un buen

método contribuyendo a preservar el medio ambiente. .

A nivel de| Laboratorio la obtencién del écido benzoico es barato y -

fécilmente disponible, por lo que la sintesis de laboratorio de écido benzoico se

practice principalmente por su valor pedagégico. Es una preparacién universitaria

coman.

El écido benzoico se puede puri}401carpor recristalizacién a partir de agua,

carbon activado, debido a su alta solubilidad en agua caliente y pobre solubilidad -

en agua fria.

�031 Utilizando un método hidrolitico con los nitrilos y amidas, el benzonitrilo y la

benzamida pueden ser hidrolizados a écido benzoico o su base conjugada en

condiciones écidas o bésicas. A

/.
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OBTENCION A PARTIR DEL BENZALDEHIDO

' El benzaldehido es una de las materias primas en la reaccién de

Cannizzaro, en el que se genera la misma cantidad de benzoato delsodio y

alcohol bencllico; El alcohol bencllico puede ser separado por destilaclén y el

benzoato _de sodio es el conservador ..

3.2 ASPECTOS TEORICOS .

Las bebidas gaseosas presentan en su composicién quimica generalmente .

los siguientes componentes�034:agua, azacar, edulcorantes, écidos (fosférico, cltn'co,

ma'lico, tarténco), cafeina, colorantes, saborizantes, diéxido de carbono,

conservantes y sodio.

A corltinuacién descnbiremos los componentes ma's importantes de las

gaseosas y sus efectos individualmente:

- Agua: el agua es el mayor ingrediente y representa el 90% o més de las

bebidas gaseosas. Tipicamente utilizan agua destllada o }401ltradapor osmosis

inversa o nano }401ltracién,por tanto précticamente se elimina su contenido de

A minerales _

- 'Azucar: las gaseosas contienen gran cantidad de azucar re}401nada.Una lata de

; 325 ml de bebida no dietética, contienealrededor de 33 gramos de azucar, el

�030 equivalente a 11 cucha}401tasde té. Azucar re}401nadase re}401erea el azucar

blanca (sucrosal) 0 al almibar de maiz con alta fructosa. La alta ingesta de

b . 11 i l



azucar produce problemas dentales y aumenta el riesgo de sufrir de diabetes,

cardiopatias, obesidad, sobrepeso y osteoporosis entre otras enfermedades.

o Edulcorantes arti}401ciales:|as bebidas gaseosas dietéticas 0 de calorias

reducidas contienen edulcorantes arti}401cialesde bajas calorias. Entre ellos se

destaca el aspartamo, acesulfamo-k y la sacan�030na.

- Aspartamo (Nutrasweet/Equal): es 200 veces mas dulce que el azucar, por

eso se utiliza en poca cantidad para endulzar la gaseosa.

- Acesu|famo�024K(Sweet One)�031:es 100-200 veces més dulce que el azucar, con �031

I _ sun gusto residual un tanto amargo. De acuerdo a estudios, no se aconseja su _

consumo ya que diversos anélisis en animales han mostrado su potencial 4

carcinolgénioou

- Sacarina (Sweet'N Low/Sugar-Twin): es un edulcorante no nutritivo que es

300 veces més dulce que el azucar. Al igual que el acesulfamo, estudios en

animales de experimentacién han demostrado que superando ciertas dosis

diarias este puede ser causa céncer. .

o A Acidos: la mayoria de las bebidas gaseosas contienen écidos: citrico,

fosfoyrico, mélico y tartérico. Estos écidos proporcionan esa sensacion

refrescante y almismo tiempo preserva la calidad y el dulzor de la bebida. El

V pH promedio de las bebidas gaseosas es de 2.4.

Acido fosforico: crea un medio écido que mejora Ia absorcion del dioxido de

�030carbono,reduoiendo la presion que genera el dioxido de carbono y

permitiendo asi el embotellamiento. El écido fosforico tiene un sabor amargo

_ �031 �031 12 '9



que es compensado con el agregado de azucar. Esté relacionado con la

pérdida de calcio. .

Acido citn'co: es un acidulante usado para complementar sabores frutados en

las bebidas. Mantiene |os niveles de pH bajos, impidiendo el crecimiento de

v organismos. Es uno de los écidos més erosivos para los dientes. Hoy en dia,

el écido citnco se obtiene industrialmente a partir del maiz y no de frutos

citricos. Contiene MSG (glutamato de sodio) que puede ocasionar, en

algunas personas susceptibles, dolores de cabeza, dolor de pecho, néuseas,

etc.

Cafeina: es una sustancia adictiva que mejora el sabor de la gaseosa.

estimula el sistema nervioso y aumenta la frecuencia cardiaca. Cuando se

_ consume cafeina, temporariamente aumenta la capacidad de atencion y

disminuye Ia fatiga. Junto con el azucar genera una conducta adictiva que

perjudica nuestra salud. En una lata de gaseosas de 355 ml hay

aproximadamente 40 mg de cafeina

- Dioxido de carbono: responsable de las burbujas de la gaseosa, el dioxido de

carbono se introduce al agua bajo presion. A medida que se agrega més

dioxido de carbono, disminuye el pH, otorgando més acidez a la gaseosa y

por lo tanto resulta més burbujeante. También se lo considera un conservante

ya que genera nun medio a�031cidoque previene el crecimiento de

microorganismos. �031

13 /2



o Conservantes: son sustancias que preservan el gusto y el sabor y conservan

la bebida por mas tiempo, inhibiendo o deteniendo el crecimiento de

microorganismo como hongos y bacterias. El exceso de preservativos puede

causar asma, erupciones en la �030piele hiperactividad.

E Los conservantes mas usados san: I 4

Diéxido de sulfuro (E220):es el mas efectivo. Previene que las bebidas

�024 citricas se oxiden y no cambien su color (que no viren al marrén). No puede _

ser usado en bebidas que son envasadas en contenedores de aluminio, ya I

que el contacto de| diéxido de sulfuro con el aluminio produce sulfuro de

hidrogeno (écido sulfhidrico) que es altamente téxico.

Benzoato de sodio (E211): es muy efectivo contra el crecimiento de Ievaduras

y bacterias. Es dificil de disolver y tiene tendencia a precipitar en écido

benzoico. Bajo ciertas condiciones, reacciona con la vitamina C formando

benceno, altamente téxico para nuestro organismo por ser cancerigeno.

Sorbato de potasio (E202): es menos efectivo que el benzoato de sodio ante :

ciertas bacterias. Es mas efectivo en un medio menos acido comparado al

benzoato de sodio. Es muy costoso y puede suprimir el sabor de la bebida.

Se usa mayormente en bebidas a base de té.

Dicarbonato dimetil (E242): se considera una esterilizante frio. Se lo inyecta

en el producto inmediatamente al ser embotellado, elimina microorganismos

que pueden estar en los contenedores. Se Io usa mayormente en bebidas

énergizantes

_ A ' , 14 �030 é



- Los Saborizantes estén presentes en todas las bebidas gaseosas. Se

obtienen de fuentes naturales o arti}401ciales.Se usan para proporcionar un

aspecto més amplio de sabores.

o Los Colorantes permiten_ que el producto final sea visualmente més

agradable. Corn'ge Ias variaciones naturales de color durante el procesado 0

el almacenamiento y da Ia caracteristica propia de color de cada bebida.

Tienen efectos adversos en ni}401oscon hiperactividad. Uno de los colorantes

més utilizados es el color caramelo.

- Sodio: el contenido de sodio esta en el rango de 20 mg-100 mg por cada 240

ml, dependiendo de| fabricante y del sabor.»

3.2. TECNICAS ANALITICAS V

3.2.1. CROMATOGRAFIA DE GAS

3.2.1.1. GENERALIDADES

La cromatografia de gasses una técnica analitica que consiste en un proceso

de separacién de dos 6 ma's componentes y que mediante la introduccién de|

analito a través de| inyector a la columna permite su separacién. Luego al �030

ingresar al detector |os componentes del analito serén reconocidos y

}401nalmenteser registradas.

Para ingresar a este campo se indicaré Ios aspectos fundamentales que se

lndica a continuacion.

. 15 .
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FIG. N° 01

EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE GASES

_ 1

_ | 7 g

. O O 3
\ /

. uni -�024 _

Fuente : Cromatografia de gases. Harold M. McNair. O.E.A. 1981

1 : Gas portador 5 : Homo

2 : Manémetro 6 : Detector

3 : lnyector 7 : Registrador

4 : Columna

3.2.1.2. FASE MOVIL �030

La fase mévil es un gas y el objetivo es transportar los componentes volatiles

de la muestra a través de la columna siendo ei gas de natura|eza inerte.

El gas portador deberé ser el adecuado medio que in}402uyeen la separacién de

los analitos como en la velocidad del proceso analitico. Tenemos como gases

portadores: al nitrégeno, al helio, al hidrogeno entre otros. Ver }401g.N° 02

16 _ E



FIG. N�03502 '

VELOCIDAD DE GAS VS ALTURA EQUNALENTE DE

UN PLATO TEORICO (AEPT)

�030 -.4 �031 _ _ _ Cuando se desea optimizar la
,2 . V"""�030�034�034velocidad del anélisis se debe
' - - ~ �030 . �030 elegir un gas portador ligero como
"° ' _, el He 0 el H2

E u.-.-. . - b _�030 También es importante que el gas
g. cm . . » _ _ portador sea de alta pureza,

at .,,..... puesto que las impurezas (
' �034~"*~�030*�034: oxigeno, agua)-
�035 puedan alterar quimicamente

' ,0 m Iafasey por ende modificar '
�031 "*�031?�030*"*"-"'"�030"='*'*-�031 el tiempo de retencién.

Fuente : Cromatografia de Gases. '
Mc Nair H. 1981

3.2.1.3. FASE ESTACIONARIA

Es una pelicula delgada de material liquido que recubre la pared interna de

una columna capilar o a las particulas de un soporte sélido en las columnas

empacadas. Es aqui donde se produce la separacién de los analitos,

puesto que su funcién es la retencién de estas sustancias en grados

diferentes, contn'buyendo a una buena separacién de los anaIitos..

' 17 }402



3.2.1.4. SISTEMA DE INYECCION

La muestra es colocada en el inyector por una micro jeringa atravesando el �030

septum y la pasar el gas portador (fase mévil) caliente a esa zona hace

ingresar a la muestra vaporizada para ser arrastradas hacia Ia columna.

- En ciertos casos la muestra debe ser calentada permitiendo su répida

vaporizaoién e ingreso a la columna. Dependiendo del tama}401ode la .

muestra se utilizara una columna sin relleno (desde 1 ug) e incluso hasta

nivel de gramos cuando estamos ante un nivel de escala preparativa %

1 TABLA N° 02

TIPOS DE COLUMNA �024VOLUMENES DE MUESTRA

TIPO DE COLUMNA TAMANO DE MUESTRA
Gaseosa Liquida

1. Preparativa
2.5 cm DE, 20% liquido 0.05 -1 I 0,02 -1 ml

4. Analitica regular
0,6 cm DE, 10% Iiuido 0,5 �02450 ml 0,02 �02420 ul _

0,3 cm DE, 2 % Iiuido 0,1 -1 ml 0,01 -2 ul
6. Capilar (sin relieno)

. 0,15 cm DE, 5,0 um 0,1 -10 ul 0,001 �0240,5 ur ,

Fuente : Cromatografia de Gases. Mc Nair H. 1981

9 o Estos tama}401osde muestra, generalmente son obtenidos por

determinados métodos de separacién.
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3.2.1.5. JERINGAS A

Las partes basicas de una jeringa: aguja, el cilindro y el émbolo, en el cual

la aguja es de acero inoxidable y esta�031pegado con epéxido al cilindro. El

cilindro es a base de vidn'o de borosilicato y el émbolo también de acero

inoxidable y que es ajustado al cilindro. La punta de la aguja es biselada a

}401nde penetrar conlfacilidad al diafragma. �030

3.2.1.5.1. Llenado de la jeringa

AI llenar la jeringa con el analito es necesario en pn'mera instancia eliminar

el aire, para ello se debe introducir Ia jeringa en el liquido y expulsar su

contenido varias veces dentro del liquido. Cuando el liquido es viscoso éste

debera ser diluido con un solvente adecuado.

3.2.1.5.2. Método de Iimpiado de la jeringa

Si se utilizara analitos de alto punto de ebullicién deberé lavarse la jeringa

I con un solvente volétil como por ejemplo el metanol, acetona etc. El émbolo

V se puede Iimpiar con papel suave y se vuelve a reinsertar. También se

puede |impiar_ las jeringas en forma adecuada con un Iimpiador de jeringas.

3.2.1.5.3. Vélvulas mostradoras de gases

Este método permite introducir una muestra gaseosa que es a base de una

V vélvula de muestree. En �034a"la muestra es introducida en forma continua a

través de un espiral hasta que se llene. El volumen de esta espiral se

controla mediante Ia longitud y el diametro del tubo de que esta hecha. Se

utilizan espirales desde 1 ul hasta 100 ml.

' 19 //



FIG. N° 03 : VALVULA MUESTREADORA DE GASES

' W ; , a : Posicién para llenar
b : Posicién para vaciar

�031.
I t........,........ .,.�024.»-.......z -.._... ....................,J

Fuente : Cromatografia de Gases. Mc Nair H. 1981

3.2.1.5.4. MUESTREO DE LIQUIDOS

A Considerando el Ia alta capacidad expansiva de un liquido al sufrir una

vaporizacién permite trabajar con tama}401ode muestras sumamente

peque}401os,para ello se dispone de jeringas cuya capacidad es del orden de

los microlitros. (se usa frecuentemente 5, 10, 25 ul).

FIGURA N° 04 : JERINGA HAMILTON

FIGURA N° 05 :

TERMINALES DE LAS JERINGAS

�024~~�024«-~

AGUJA FIJA AGUJA REMOVIBLE A. TEFLON ENGARZADO

Fuente : Analytical columns and supplies . Hewlett Packard. 1994/1995

20



3.2.1.5.5.MUESTREO DE SOLIDOS . '

Los analitos de natura|eza sélida al ser disueltos en un solvente adecuado

son manipulados en la jeringa de inyeccién sea manual 0 automética.

También existen mostrédores autométicos.

FIG. N° 06

INYECTOR AUTOMATICO DE UN
. CROMATOGRAFODE GAS

A. , V , 1

Fuente : Publication 43-5952-6968. .
Hewlett Packard Company. 1989 _

TEMPERATURA DE LA COLUMNA

La columna presenta un termostato que permite la separacién de los

analitos. La temperatura deberé ser Io necesariamente alta a fin de que se

efectue Ia separacién en un tiempo adecuado y también deberia ser lo

suficientemente baja, permitiendo una mejor separacién.

21
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3.2.1.6. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL TIEMPO DE '

ANALISIS Y LA RESOLUCION

En la mayoria de las muestras cuando la temperatura es més _

baja mejor es la separacién (ver }401g.07). �030

FIG. N° 07
MUESTRAS DE HIDROCARBURO EN

CONDICIONES SIMILARES

ca_' _ .�030b _�030 I

c.o _ *75°c - - ' -
- cu v -- _ , .

. 5�030.~iV-é�030_u'z �030u's.�0302b" »�031

C.a\> V I �030 ' CIO �030 cu �030 > ».

�030 C�035C�035 I. - _ C3 C12

 V. '3 c V V
s.'2.'as.'o 6&4}: " �030

Fuente : Cromatografia de Gases. Mo Nair H. 1981

TEMPERATURAISOTERMICA - TEMPERATURA PROGRAMADA

, Temperatura isotérmica signi}401caanélisis cromatogréfico a una sola

temperatura y temperatura programada signi}401caaumento lineal de la

temperatura de la columna en el tiempo.

22
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La temperatura isotérmica Iimita el ana'|isis en cromatografia de gases a

una muestra con punto de ebullicion poco amplio, puesto que los picos

iniciales que representan |os componentes de bajo punto de ebullicion y

que al salir algunos picos se superponen, mientras que los picos de �030

mayor punto de ebullicion salen con retraso y como picos anchos o a

veces salen eluidos en un anélisis posterior como ruido.

�030 FIG. N° 08

CROMATOGRAMA A TEMPERATURA ISOTERMICA Y
A TEMPERATURA PROGRAMADA

AqI:fJ; W"�031i�030"s�030s""�035_v'o+o?"

I In II I: | u

�030¢�0301c' C C" c :

 %."

Fuente : Cromatografia de Gases. Mc Nair H. 1981

Con la temperatura programada, la temperatura inicial es baja

entonces |os picos iniciales presentan mejor resolucién y al aumentar

Ia temperatura cada componente de mayor punto de ebullicion es

eluido y sale més pronto y de mejor resolucion, por consiguiente el

tiempo total de anélisis es més corto

23 F
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TABLA N° 03 .

COMPARACION ENTRE LA TEMPERATURA ISOTERMICA Y LA

A TEMPERATURA PROGRAMADA

Aspecto Ieotérmica Ptogkamada

Intervalo de ebu11i.ci6n do la linitaao hasta 100�030C80�031�024400'C
muestra �030

Inyeccidn de la muestra debe ser ripida no necesita ser
ripida

}401aseestacionaria amplia seleccién seleccién
zeatrlngida

Puroza del gas portador no critics esencial la alta

pureza

Hotnos separados para columna conveniente esencial
y detector

Control de caudal euflciente prasién se requiere

constante requlador
diferencial.

de caudal

Fuente : Cromatografia de Gases. Mo Nair H. 1981

3.2.1.7.COLU MNAS

En la columna se rea|iza_|a separacién de los analitos y es una parte

muy importante en la cromatografia de gas.

FASE LIQUIDA

Es aquella que debe presentar Ia capacidad de disolucién diferencial,

permitiendo separar |os analitos de una mezcla.

SOPORTE SOLIDO .

El objetivo de este soporte es mantener una pelicula delgada y uniforme de

la fase Iiquida debiendo poseer ciertas cualidades que se indica a

continuaciénz
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* Una amplia super}401ciede 1 a20 m2 lg.

* Un diémetro de poro de| orden de 10 micras o menos.

*Con minima capacidad de interaccién quimica y adsortiva a la

_ muestra.

* Particulas de tama}401ohomogéneo permitiendo un relleno

eficiente. '

Existe como materia pn'ma para la mayoria de soportes de cromatografia �030

de gases a la diatomita (tierra de diatomeas o kieselguhr) que es

�030 fundamentalmente silice hidratada y microamorfa. Existen varios tipos de

Chromosorb y que se indica a continuacion :

* Cromosorb A, (para escala preparativa)

* Chromosorb G para compuestos polares.

* Chromosorb P Principalmente para hidrocarburos

* Chromosorb T principalmente para separar compuestos polares como

el agua, halégenos, diéxido de azufre.

* Chromosorb W para separar compuestos polares.

3.2.1.7.3. COLUMNAS CAPILARES o RELLENAS.

La columna rellena presenta un diémetro intemo (D.l.) de 0,3 cm(|iquido

10%) y 0,6 cm (liquido 5%), en cambio las capilares S.C.O.T.�030de 0,05 cm u

otra de pared recubierta de 0.025 cm de D.|. El diémetro externo (DE) de

las columnas analiticas esténdar es de 0,3 y 0.6 cm. En las columnas

capilares el DE es de 0,15 cm y el DI de 0,025 0 0,05 cm.
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3.2.1.8. DETECTOR

Es un dispositivo que mide Ia concentracién de cada uno de los analitos de

una muestra y genera una se}401aleléctrica proporcional a dicha

concentracién. D

Hay diversos tipos de detectores como: Detector de ionizacién de llama

~ (F|D),Detector de captura electrénica (ECD). Detector de fésforo, nitrégeno

(NPD).

3.2.1.8.1. DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA (FID) _

H La conductividad eléctrica es directamente proporcional a la concentracién de

las particulas cargadas dentro de| gas. Cuando un componente orga�031nico

I A entra en la llama, se quema y se forman particulas cargadas, cuyo aumento

.. hace que }402uyacorriente. Esta corriente produce una se}401alque es

ampli}401caday se observa como un pico sobre un registrador.

EL FID (}401g.09) responde a los compuestos orgénicos, pero existen

sustancias que no dan respuesta como: el aire, el agua, gases inertes,

4 . monéxido de carbono, dioxido de carbono, disulfuro de carbono, anhidrido

sulfuroso, monéxido de nitrégeno. El. comportamiento de| FID depende de la

seleccién

apropiada de la velocidad de| }402ujogaseoso. Por lo general se utiliza una

relacién de relativa de }402ujode 1:1:10 de hidrégeno/gas portadpr/aire.
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FIG. N° 09 DETECTOR FID

mccnmmoll

.':-==-.:,=~'»-:':."-..

Mm p
Hr - -T .» �034Wu!mf:n::;:u:H ; M T

Fuente : Fuente : Cromatografia de Gases. Mo Nair H. 1981

3.2.1.8.2. DETECTOR DE NITROGENOIFOSFORO (NPD) 6 DNF

�030Tambiéndenominado termoiénico en el que al a}401adirseen la punta una

cantidad peque}401ade bromuro de cesio y aumenta Ia selectividad con

respecto a los compuestos fosforados y nitrogenados. (}401g10).

CARACTERISTICAS DE UN NPD

Determinacién cuantitativa minima 10'" (Parathion)

Respuesta Muy selectiva para compuestos

de nitrégeno y fésforo.

Linealidad 10'�034

Estabilidad �031 Regular

Temperatura 300°C

Gas portador Nitrégeno o helio
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FIG. N° 10 DETECTOR NITROGENOIFOSFORO

' I znzcrnono
_ COLECTOR

, .~.-. xi�031.;'-'-

,
ENCENDEDOR l�030-5333�030°�030

1

vwmo POROSO*

=l\-' EFLUENTE DE
H2�031 ' A �030LACOLUMNA

Fuente : Cromatografia de Gases. Mc Nair H. 1981

' 3.2.2. ESPECTROFOTOMETRIAINFRARROJA

GENERALIDADES

Actualmente se utilizan dos tipos de espectrofotometros IR. Que si

bien es cierto presentan el mismo fundamento,236sea utilizan una '

fuente de luz IR al emitir una radiacién, que disminuye de

intensidad al pasar a través de la muestra. La disminucién esté en

funcién de la frecuencia y que a su vez corresponde a las

vibraciones moleculares producidas por la excitacién de la

sustancia. La radiacién residual se mide en un detector y se

_ transforma electrénicamente en un espectro.

El detector més conocido es el DTGS, sulfato de triglicina
deuterado.
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Fuente : Catalogo Shimadzu IR prestige �02421
. Columbia. U.S.A.

�030 3.2.2.1. ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA cLAsIcA DE

BARRIDO,

Opera de acuerdo al principio de doble haz, lo que nos indica un

separador de haz (chopper) que divide Ia radiacién continua de la

fuente de luz en dos haces de luz de igual intensidad. Uno de los

haces se dirige a través de la muestra, el otro sirve de radiacién de

referencia y atraviesa generalmente el aire, aunque en soluciones

también puede atravesar una celda con solvente puro. Luego en el

fotémetro se reuni}401candichos haces. El monocromador, prisma 0

red de difraccién descompone la radiacién resultante, de tal forma

que se puede registrar el espectro con el detector en funcién a la

longitud de onda (barrido) por lo que se registra en una unidad de

tiempo una unica longitud de onda. Seguidamente de la



ampli}401caciénde la se}401alestas son registradas en un gréfico. Este

espectro es registrado en aproximadamente diez minutos.

_ 3.2.2.2. ESPECTRO INFRARROJO DE TRANSFORMADA DE

FOUR|ER.-

Se basa en el registro simuIta'neo de todas las frecuencias de|

espectro IR. Y que se realiza en un periodo de tiempo sumamente

corto en relacién al método �034clésicode barn'do�035;esto es posible si

la luz polioromatica de la fuente lqminosa del IR con la misma_

V intensidad y banda de frecuencias, se transforma en un �031

interferograma, gracias al uso de| interferometro que signi}401caque

no es en funcién de la frecuencia sino del tiempo, ésea Ia

transformacién del dominio de frecuencias, al dominio de| tiempo.

Luego del paso de la radiacién asi obtenida a través de la muestra

se vuelve a convertir el interferograma en un espectro mediante el

recurso matemético, la transformada de Fourier.

Esta tecnologia requiere del interferometro de Michelson, en que la

radiacién se dirige at interferometro a través de una placa de KBr 0

de Csl (recubierto con Ge) que funciona como separador de haz. La

mitad del haz luminoso incide en un espejo }401jo,la otra mitad incide

sobre el espejo mévil, cuya distancia al espejo mévil se puede

variar. Ambos espejos reflejan la radiacién hacia la placa, donde se

produce Ia interferencia. La se}401alproducida es comparada con la
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informacién obtenida con un emisor de radio de una determinada

frecuencia de transmisién . Como la radiacién IR es policromética,

el interferograma obtenido es una superposicién o suma de

inteferogramasn correspondientes a todas las frecuencias

individuales. Luego Ia radiacion modulada atraviesa la muestra,

V 9 donde se absorbe selectivamente de acuerdo a las vibraciones de|

analito. El detector registra la luz IR emergente como

interferograma, transforma |as se}401alesépticas en eléctricas y las

almacena en la computadora y a través de la transformada de

' Fourier se obtiene el espectro IR para su interpretacién.

Por lo que esta nueva técnica permite una serie de Ventajas en -

�030 relacién a la técnica convencional de barrido :

1. Ahrnrro signi}401cativode tiempo en los anélisis.

2. Una mejor se}401al/ruido

3. Alta precision en el numero de bandas.

31
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I FIGURA N° 11

ESQUEMA BASICO DE UN IR DE RED (IZQ) y DE IR TF (DER)

  :

 

 M translormacidn de Fourier �030

 

Fuente : Métodos Espectroscépicos en Quimica Orgénica I
Hesse et al. 2005
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3.2.2.3. TECNICA POR REFLECTANCIA TOTAL
ATENUADA (ATR).

El componente principal en los aparatos. de ATR�030°es el

componente de re}402ectanciainterna, que es generalmente un

prisma 0 un material que transmita en el infrarrojo con un alto

indice de refraccion. La luz se _foca|iza en una de las caras del

prisma y penetra en el material. La luz llega con un angulo tal que

impida la re}402exiénde la luz, de modo que llega a la interface con

un éngulo predeterminado (qi). Se denomina qc al angulo critico.

Donde qc es:

qc=sen-1(n2/n1) (n1>n2)

' n2: indice de refraccion de alrededor de| medio

n1: indice de refraccién de| material.

Cuando qc<qi Ia re}402exiéninterna ocurre de forma completa y se

puede decir que |a luz esta�031atrapada en el interior del prisma;

después de un numero de re}402exionesla luz deja el prisma.

Aunque en alguna de estas re}402exionesinternas algo de luz puede

salir del prisma al medio e interaccionar con ese medio, de manera

que se-produce una atenuacién de la luz re}402ejadacuando ocurre

la absorcién. Este es el mecanismo por el cual el ATR se utiliza �031

para generar un espectro infrarrojo. V
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La longitud de paso efectiva para cada celda de ATR depende de

la profundidad de penetracién de cada re}402exién(I) y de| numero de

dichas re}402exiones.La ultima es determinada por qi y las

dimensiones de| prisma. -

vemos que hay una dependencia de la longitud de penetracién

con los indices de refraccién lo que da Iugar a diferencias entre el

método de ATR y los espectros de transmisién.

Los valores més frecuentes para la longitud de paso estén entre

0.25 y 4 mm, por lo tanto la celda de ATR equivale a una celda de

transmisién con una longitud de paso muy peque}401a.

Una paso importante para obtener un buen espectro de ATR es

que debemos favorecer el contacto fisico entre la muestra y el

cristal. Aquellos materiales maleables o que estén humedos o

incluso liquidos dan muy buenos espectros. Sin embargo Ias

muestras en forma de polvo o }401namentedivididas no dan buenos

resultados.

En cualquier caso la intensidad absoluta de| espectro dependeré

del contacto entre la muestra y el cristal, por ello aparecerén -

problemas a la hora de la reproducibilidad, ya que es muy dificil

34
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3.2.2.4. MATERIALES DEL PRISMA

La eleccién del material del prisma es crucial para el buen

desarrollo de| método. Se requiere uno que tenga un alto indice de

refraccién y el material debe ser inerte desde el punto de vista

quimico y que presente buenas propiedades mecanicas.

Para la mayoria de las aplicaciones la resistencia al agua es muy

importante.

MUESTREO Y GEOMETRiA DE LOS ACCESORIOS DE ATR.

SOLUCIONES.

Las. soluciones deben ser preparadas usando una variacién

denominada Re}402ectanciainterna cilindrica (CIR) de cuya forma Ia

celda toma el nombre de celda circular. El prisma presenta

terminaciones cénicas y se monta de modo que la solucién rodea

al cristal. La luz se focaliza mediante lentes de modo que llegue a

las terminaciones cénicas.

Estas celdas se usan para tama}401osde muestra que van desde

5ml a 120ml, usando para ello un prisma peque}401o.

Esta técnica (CIR) que presenta una longitud de paso muy

pequa}401aes utilizada muy frecuentemente para soluciones

acuosas.
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PASTAS Y SEMI-SOLIDOS;

. Estas muestras se examinan utilizando lo que se denomina ATR

A horizontal (HATR). El prisma es ahora un paralelogramo con

espejos en las terminaciones. La muestra se extiende sobre el

cristal y se obtiene el espectro. La muestra se quita fécilmente con

un trapo.

La muestra se }401jaal prisma por una serie de léminas. Hay algunos

instrumentes poseen un mayor numero de Iéminas para aumentar

Ia presién de la muestra sobre el prisma y a la vez mejorar el

contacto. Esto es usado generalmente para muestras }401namente

divididas.

VARIACIONES EN LA LONGITUD DE PENETRACION.

Como Ia longitud de penetracién depende del éngulo de

incidencia(qi), podemos variar la esta distancia variando el éngulo.

Esto se puede Ilevar a cabo con un accesorio que nos permite

variar el éngulo entre 30 y 60 grados. Para ello se utilizan espejos

situados verticalmente de hay que también se denomine ATR

' vertical.
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DESVENTAJAS.

T Aunque estas técnicas son muy }402exiblespresentan una serie de

desventajas:

a) No tienen mucho éxito con muestras en forma de polvo.

�031b)Es muy sensible al contacto e}401cientemuestra-cristal, lo que da

Iugar a que no se utilice ampliamente para trabajos cuantitativos.

3.2.2.5. TECNICAS DE PREPARACION DE MUESTRAS POR .
REFLECTANCIA DIFUSA.

La técnica de re}402ectanciadifusa se ha convertido en una de |as

mas utilizadas para el anélisis de solidos y de muestra divididas en

forma de particulas, y es generalmente no requiere preparacion de

muestra o esta es minima. Sin embargo el espectro producido

puede exhibir picos inusuales cuando se compara con los

espectros de transmision. En ciertos casos el espectro de puede

estar tan distorsionado que sea imposible determinar |os

componentes de la muestra. Para comprender estos fenomenos

- es necesario conocer en que se basa esta técnica.

Consideremos un rayo de luz que llega a la super}401ciede un medio

- particular.

I ' En la interface las caras de los cristales estén puestas al azar,

luego hay un gran numero de éngulos de incidencia del rato con
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I las caras. Algunos rayos llegaran con un éngulo tal que se

produzca Ia re}401exiénen la super}401cie(r1); lo més signi}401cativoes

- que este rayo no tiene interaccién con la muestra. Otro rayo (r2)

H llegaré con un éngu|o_ta| que se produzca Ia refraccién y por tanto

entre en el cnstalito. Este rayo puede salir o que se produzcan

sucesivas refracciones en el interior. En general el rayo seré -

re}402ectadoy refractado en varios cnstales antes de salir del sélido.

El éngulo de salida puede tomar cualquier valor. Son estos rayos

los que interaccionan con la muestra y contienen por lo tanto

informacién espectral. Es necesario tener en cuenta que aunque el

éngulo de salida es igual al éngulo de entrada, esto es solo .

cuando la super}401cieson perpendiculares al rayo,{sino se produce

esto no tiene porqué cumplirse esta Iey. .

Esta mezcla de rayos que se reflejan y otros que se refractan no

puede ser separados, y siempre se va a producir. Por lo tanto Ia

energia que mide el detector sera�031Ia suma Ia suma de los energia

de los rayos que han sido reflejados y aquellos que si han

interaccionado con la materia.

La presencia de| efecto especular que es producido por la re}402exién

tiene importantes consecuencias en el espectro, y aunque se

cuente con filtros no siempre se puede discnminar |os rayos
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re}402ejadosde los refractados. Aunque en ciertas circunstancias se

puede mejorar Ia informacion espectral.

La re}402ectanciadifusa di}401erede la transmisién en que la luz

re}402ejadaen la super}401cieno vuelve a incidir de nuevo y la

informacién espectral depende de la dispersién de la luz por la

muestra.

DESVENTAJAS.

Ademés de los problemas de la re}402exiénen la super}401cienos

encontramos con otros problemas:

Esta Iimitada principalmente a muestra en polvo.

�024SiIa muestra contiene agua y debido al calentamiento producido

por el rayo de luz infrarrojo, esta se puede evaporar dando Iugar a

vapor de agua que causa fuertes interferencias en el espectro.

El llenado de la celda es poco reproducible sobre todo cuando se

quiere trabajar en anélisis cuantitativo.
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FIGURA N° 12

ESPECTROFOTOMETRO IR - FT
PRESTIGE 21

' , ". ' ."/�030x Nm""

' �031%zJ§(;~___...-�030 I .L'"�034""_�034;* *1

-7�030 ..- > . 1/ �031

., . ~_,N\___�030__�034___.J}402�030_,

Fuente: Catalogo Shimadzu IR
Prestige - 21 Columbia. U.S.A.

MICROSAMPLING HORIZONTAL
INTERNALISPECULAR

REFLECTANCE SYSTEM (HATR)

3 ~ . ».:1�030

_..,._k \.

\.

Fuente : Catalogo Shimadzu IR
Prestige �02421 Columbia. U.S.A.
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FIGURA N° 1 3

DEL INTERFEROGRAMA AL ESPECTRO IR
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

- : �030 - interferograma
' (dominio de tiempos)

E .

Desplazamiento del espejo (mmls)

[1 Trasformacién de Fourier

» ' ' \ espectro IR
2%: �030 �030 (dominio de frecuencias)

E; _ _

' V ' I �030 mime-rt; me arma v u:m-- j M I

Fuente : Métodos Espectroscépicos en Quimica Orgénica
Hesse et al. 2005 _
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3.2.3 ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

La espectroscopia ultravioleta-visible�034o espectrofotometria uItravioIeta- -

visible (UVNIS) es una espectroscopia de emisién de fotones La

H espectrofotometria utiliza radiacién electromagnética (luz) de las regiones visible,

ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (NIR) de| espectro electromagnético ,

I es decir, una longitud de onda entre 380nm y 780nm.

La radiacién absorbida por las moléculas desde esta region de| espectro provoca

diversas transiciones electrénicas que A pueden ser cuanti}401cadas

La espectroscopia UV-visible se utiliza para identi}401caralgunos grupos funcionales

de moléculas, y ademés, para determinar el contenido y fuerzha de una sustancia.

Se utiliza de manera general en la determinacién cuantitativa de los componentes

de soluciones de iones de metales de transicién y compuestos oréanicos

conjugados.

Se utiliza extensivamente en Iaborato}401osde quimica y bioquimica para determinar

peque}401ascantidades de cierta sustancia, como las trazas de metales en

aleaciones o la concentracién de cierto medicamento que puede Ilegar a ciertas

partes de| cuerpo. ,
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INTRODUCCION

Una diferencia obvia entre ciertos compuestos es su color. Asi, la quinona es

amarilla; Ia clorofila es verde; los 2,4-derivados de| dinitrofenilhidrazona de

aldehidos y de cetonas se extienden en color de amarillo brillante a de color rojo

oscuro, dependiendo de la conjugacién de| enlace doble; y la aspirina es

descolorida.

- Longitud de onda: se de}401necomo la distancia entre los picos adyacentes y

puede ser medida en metros, centimetros, o nanometros.

- Frecuencia: es el numero de ondas por ciclos usualmente sus unidades

estén dadas en Hertz que son ciclos por segundos (Hz).

La luminiscencia ocurre debido a la emisién de luz por una sustancia determinada

y esto ocurre cuando un electrén regresa a su estado inicial después de haber

sido excitado 'y libera una energia como un fotén. Podemos encontrar tres tipos de

nombres para la espectroscopia de Iuminiscencia, para diferentes técnicas:

- Espectroscopia de fluorescencia molecular

' . Espectroscopia de fosforescencia molecular

- Espectroscopia de quimiluminiscencia
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PRINCIPIOS Fisicos

El principio de la espectroscopia ultravioleta-visible involucra la

absorcion. de radiacién ultravioleta visible por una molécula, causando Ia

promocion denun electron un estado basal a un estado excitado, iiberéndose el

�030 . exceso de "energia en forma de calor. La longitud de onda (A) comprende entre

190 y 800 nm. �030 '

I . La luz visible 0 UV es absorbida por los electrones de Valencia, éstos sori

promovidos a estados excitados (de energia mayor). Al absorber radiacion

electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una transicion desde uno de

estos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias entre energias varian entre los�030 4

_diversos orbitales. Algunos enlaces, como |os dobies,-provocan coloracion en las

i moléculas ya que absorben energia en el visible asi como en el UV, como es el

caso oel [3�024caroteno. _

" b Cuando un haz de radiacion UV�024Visatraviesa una disolucion conteniendo

un analito absorbente, Ia intensidad incidente de| haz (lo) es atenuada hasta I. _

Esta fraccién de radiacion que no he logrado traspasar la muestra es denominada �031

transmitancia (T) (T = I/Io). Por aspectos précticos, se utilizara Ia absorbancia (A)

en Iugar de la transmitancia (A = �024iogT),por estar relacionada linealrnente con�034la

concentracion de l_a especie absorbente segun la Iey cie Lambert & Beer A = e~i-c_(

61 coeficiente de absonividad molar, i: camino optico, c: concentracion de la

especie absorbente). V _ 3 V ' V
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- MODOS DE EXCITACION ELECTRONICA

Cuando un fotén UV�024Visiblede energia adecuada incide en una �030especie _

absorbente, un electrén es promovido desde su estado fundamental a un estado

electrénico excitado En absorcién UV-Visible, pueden observarse |as distintas

transiciones electrénicas:

Transicién 0a'~*�024�030?.c7=sM

)\<150 nm . Este tipo de transiciones se dan sobre todo en hidrocarburos que

unicamente poseen enlaces 0C-H o C�024C.La energia requerida para que tenga

Iugar esta transicién es relativamente grande, perteneciente a la regién espectral

denominada ultravioleta de vacio.

Transicién n~�024-�024�024>0=:s _ 0

)\entre 150-200 nm . Correspondientes a hidrocarburos que poseen étomos con

pares de electrones no compartidos (eiectrones de no enlace). La energia

necesaria para que se produzca esta transicién sigue siendo alta (aunque menor

que en las .o'*~?>»cI=a=) perteneciendo éstas a la regién espectral UV Lejano. 0

Transicién n*=HT=£=y ~1r�034*�034>7T=§=

El A esta�031entre 200-700 nm. La mayoria de las aplicaciones de espectroscopia UV-

Visible estén basadas en transicinones que ocurren en esta zona. Se requiere que

las especies participantes aporten un sistema de electrones 7r(grupos croméforos:
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compuestos con insaturaciones, sistemas aroma'ti<;os multiciclicos, etc.). Las

energias de excitacién en las transiciones 4r*<.>1'r=.&son medianamente altas,

correspondiendo a la regién UV Lejano y Préximo, mientras que las n-->7r=§< son

considerablemente menores, correspondiendo a la regién visible de| espectro.

En espectroscopia UV-Vis se irradia con luz de energia conocida suficiente como

para provocar transiciones electrénicas, es decir promover un electrén desde un

orbital de baja energia a uno vacante de alta energia.

Transiciones electrénicas posibles entre orbitales n: orbital que contiene par

de electrones no compartidos (ejemplo en : O, N, Cl)

Las transiciones més favorecidas son entre el orbital ocupado de energia més alta

(HOMO) y el orbital desocupado de energia mas baja (LUMO)

el espectrémetro UV-Vis registra las longitudes de onda donde se registra

absorcién y cuanti}401caIa absorcion.

El espectro se registra como absorbancia (A) Vs. longitud de onda (A), |as bandas

del espectro UV son anchas por que incluyen la estructura }401nade transiciones

vibracionales y rotacionales de menor energia.

EL ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA-VISIBLE

_ El espectrofotémetro es un instrumento que permite comparar la radiacién

absorbida o transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida

de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.
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Todas las sustancias pueden absorber energia radiante. El vidrio, que parece ser

completamente transparente, absorbe longitudes de onda que pertenecen al

espectro visible; el agua absorbe fuertemente en la region del IR. La absorcién de

las radiaciones UV, visibles e IR depende de la estructura de las moléculas, y es

caracteristica para cada sustancia quimica. El color de las sustancias se debe a

que absorben ciertas longitudes de onda de la luz bianca que incide sobre ellas y

sélo dejan pasar a nuestros ojos aquellas longitudes de onda no absorbida.

Esta espectrofotometria utiliza radiaciones de| campo UV de 80 a 400 nm,

principalmente de 200 a 400 nm (UV cercano) y de luz visible de 400 a 800 nm,

por lo que es de gran utilidad para caractenzar las soluciones en la region 4. �031

ultravioleta-visible del espectro. Se n�030gepor una Iey muy importante: ia ecuacién de '

Lambert & Beer. '

Ley de Lambert& Beer

Una expresién para la ecuacion de Beer�024Lambertes la siguiente: ' '

�030_I£= 6-klc >

In

Do'nde: V

I-Les ei rango de luz captado por el tubo de fotocolorimetria, I
I.

Ines el rango de luz que sale del tubo de fotocolorimetria y que va a llegar a la �031

' celda fotoeléctnca donde es captada y medida kes la capacidad de captacién de| �024

haz de| campo electromagnética, ~ ? I

47 I

/ V



[es la longitud del tubo de fotocolorimetria, en cm.

ces Ia concentracién de la muestra ya ubicada en el tubo de fofocolo}401metria.

La Iey de Beer permite cuanti}401carIa concentracién de una muestra por UV,

también puede ser expresada de la siguiente manera: 7

= EOE

donde:

Aes la Absorbancia T

ees el Coeficiente de extincién (Caracteristico de cada sustancia). �030

les el Largo de| paso de la cuba (cm). %

Ces Ia Concentracién (moles/I).

La zona de longitudes de onda que se registra en un espectro UV-Vis es de entre

200 y 800 nm. En esta zona no absorben dobles ni triples enlaces aislados .

Sélo van absorber enlbaces pi conjugados y heteroétomos con pares de electrones

no compartidos (O, N), como |os grupos croméforos.

Caracteristicas del sistema

- Las muestras en solucién se ponen en una peque}401acelda de Si.

- Se uti}401zandos témparas: una de H o deuterio para la region UV, y una de

WI halégeno para la regién visible

- Se utiliza también una celda de referencia que contiene sélo solvente.
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- La luz pasa simulténeamente por la celda de muestra y la celda de

V referencia.

- El espectrémetro compara la luz que pasa por la muestra con la que pasa

por la celda de referencia.

o La radiacién transm_itida es detectada y el espectrémetro obtiene el

espectro de absorcién al barrer Ia longitud de onda de la luz.

3.2.3.5. TIPOS DE ESPECTROFOTOMETROS

Espectrofotémetro de doble haz: es aquel que cuenta con dos compartimientos

para celdas de muestra que le permite medir simulténeamente Ia cantidad de

energia radiante absorbida por una matriz (blanco) y la energia absorbida por la

muestra compuesta por la matriz y la especie de interés. Espectrofotémetro de

' haz simple: cuenta con un unico compartimiento de celda con Io cual se debe

realizar la medida de absorcién de| �034blanco�035para poder registrar un cero (o

referencia) y luego medir Ia absorcién de la muestra.

Consideraciones generales

La espectroscopia ultravioleta-visible es la més Iimitada para la informacién de

compuestos. Los compuestos que tengan un croméforo o instauraciones son

visibles en esta regic'>n. Un croméforo es cualquier grupo de étomos que absorben

luz independientemente de que presente color 0 no, aunque también puede

presentar un grupo auxocromo que es el que amplia Ia conjugacién de un

croméforo mediante Ia comparticién de electrones de no enlace.
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La ma�031ximaabsorcién se debe a la presencia de croméforos en una molécula.

Este tipo de espectroscopia sirve principalmente para el anélisis de compuestos

arométicos y écidos carbox}402icos(cr y J3) insaturados.

Para el anélisis de catalizadores suele utilizarse una variante de esta

espectroscopia llamada espectroscopia de re}402ectanciadifusa.

3.2.3.6. ESPECTROSCOPIA DE �034REFLECTANClADlFUSA�035(DRIFTS)

La reflectancia difusa tiene Iugar en todas las direcciones como consecuencia de

los procesos de absorcién y dispersion como se muestra en la }401gura,y predomina

cuando los materiales de la super}401ciereflectante son débiles absorbentes a la

longitud de onda incidente y cuando la penetracién de la radiacién es grande en

relacién a la longitud de onda.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL DRIFTS

Ventajas

- Preparacién minima muestra. . *

- Posibilidad anélisis mayoria materiales no re}402ectores,incluyendo materiales

muy opacos o poco absorbentes.

- Anélisis de super}401ciesirregulares y materiales duros.

o Alta sensibilidad (pocos ppm).

y 50
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Desventajas

Ademés de los problemas de la reflexién en la super}401cienos encontramos con

otros problemas:

- Esté Iimitada principalmente a muestra en polvo.

. Si Ia muestra contiene agua y debido al calentamiento producido por el rayo

de luz infrarrojo, ésta se puede evaporar dando Iugar a vapor de agua que

causa fuertes interferencias en el espectro.

- El llenado de la celda es poco reproducible sobre todo cuando se quiere

trabajar en anélisis cuantitativo.

Espectrofotémetro Ultravioleta Visible

,1 �030 > . > x..- �030 . I j; V.�030g,»

.4.�030: > V} - .u �030mni ;3§: - ,1/A�030V4L:::;;�034;-r _ Y .9 �030.. I �030 �030

"�031.- Tc ;3"1*�034"
Cia. Merck Lima - Peru
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. DETERMINACION DEL BENZOATOPOR CROMATOGRAFIA DE

CAPA FINA

4.1.1. FUNDAMENTO

Separacién de los analitos mediante la extraccién liquido �024liquido,

luego su deteccién por comparacién con el Standard

correspondiente.

4.1.2.MATERlALES y�030EQUIPO

* Aro * Fiola de 10 ml

* Tanque cromatogré}401co * Pipeta x 1 ml

* Embudos * Viales

* Papel de }401ltro �030 * Regla

* Pera de decantacién * Capilares

* Soporte universal A * Fiola de 50 ml

- * Vasos x 250 ml * Pu|ven'za_dor

* Balén de nitrégeno * Balanza

* Placas cromatogré}401casde 20 x 20 cm.

_ * Equipo de cromatografia de capa fina . '

4.1.3. SOLUCION DE REFERENCIA (PATRON)

�031 Preparada a una concentracién de 1 mg/ml de una solucién de

Benzoato de sodio.. _
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4.1.4. PREPARACION DE LA FASE MOVIL

Se _han utilizado un sistema de fase mévil con la finalidad de elegir el

solvente adecuado que permita obtener una mejor resolucién de los

analitos a investigar.

* Fase movil : '

Cloroformo : Acetona

(60) (40)

4.1.5. PREPARACION DE LA FASE ESTACIONARIA

Se han utilizado laminas de silicagel HF254 Merckde 20 x 20 cm, para

luego ser activadas mediante el calor a una temperatura de 60°C.

4.1.6. REVELADOR CROMATOGRAFICO

* Reactivo de Tricloruro de fierro_- A base de una solucién a|(5%)

4.1.7. EXTRACCION DELBENZOATOEN LAS MUESTRAS

La muestra de una bebida carbonatada es calentada y Iuego es

concentrada por medio del calor y el residuo es depositado el residuo

en un vial para la siembra correspondiente.

4.2. DETERMINACION DEL BENZOATO POR ESPECTROFOTOMETRIA

INFRARROJA

4 Se utilizé el Espectrofotémetro Infrarrojo con Transformada de Fourier

modelo Prestige 21, mediante la técnica ATR. Luego de la extraccién

del analito y homogenizando se procede a la lectura de| mismo.
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4.2. DETERMINACION DEL BENZOATO POR

ESPECTROFOTOMETRIA UV �024VISIBLE

Se utilizé el Espectrofotémetro marca Varian, modelo Cary 50, en la

sustancia patron de benzoato de sodio y de| extracto de una bebida

gaseosa.

V. RESULTADOS

Se analizaron las muestras de| extracto de La_ bebida gaseosa y

delbenzoato de sodio Standard mediante |os métodos de

cromatografia de capa }401na,espectrofotometria visible, ademés del

método analitico de Espectrofotometria lnfrarroja, y con estos

resultados en conjunto se demostré que la muestra contiene el

benzoato, conforme esta�031expresado en los resultados que se indican

a continuacién :

5.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

5.1.1. REVELADORES CROMOGENlCOS.- d

Con el reactivo de tn'c|oruro de }401errose obtuvieron manchas

de color azulino.

5.1.2 DETERMINACION DEL RF Y RRf

Por este método se establece que el extracto ldela bebida

gaseosa en relacién al Standard benzoato de sodio , y en

b/ase al Rf del Standard, sede termina la presencia de este

analito, con un Rf de 0.74.en St. Y 0.745 en la muestra de

bebida (ver Apéndice N° 01)
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T 5.2. ESPECTROFOTOMETRIA VISIBLE .

Se. determiné que el extracto del benzoato se encontré

_ mediante la comparacién con el standard con un lambda

méximo de 397.9 (Ver Apéndice N° 03) I

5.3. ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJO

Se procedié a la identi}401caciénde| benzoato mediante el uso

vé de un Espectrofotémetro Infrarrojo con transformada de

Fourier, observéndose �034quedicha molécula presenta diversos

picos y entre los més importantes tenemos: a 1647 cm",

' 1o25cm", a 630cm"( Apéndice N° 05). %
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VI. DISCUSION

6.1. La metodologia utilizada ha permitido en el presente trabajo

de investigacién la identi}401caciéndel benzoato procedente del

extracto de la bebida gaseosa al compararse con su Standard

respectivo.

6.2 Dada Ia compleja composicién de la muestra ha sido necesario

realizar el tratamiento de extraccién de| principio activo.

6.3 Una vez separados |os componentes propios de una bebida

carbonatada, se procedié a la separacién del analito utilizando

el método cromatogréfico de capa fina asi como su

identificacién, también la identi}401caciénpor el método de

V espectrofotometria visible y el método de Espectrofotometria

Infrarroja con Transformada de Fourier

6.4.La identi}401caciénde los analitos por el método de cromatografia

de capa }401naha sido mediante el reactivos de tricloruro de

fiérro..

6.5. La identi}401caciéndel Benzoato por el método de

. espectrofotometria visible ha sido mediante Ia determinacion

_ del lambda méximo.

6.6 Mediante el método de Espectrofotometria Infrarrojo, con la v

A técnica ATR se veri}401céque se trata de la estructura
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de| compuesto carboxilico aromético a través de la

interpretacién de sus grupos funcionales fundamentales.

6.7 Asimismo con este resultado también es posible su aplicacién

en la industria y si se tratara de una adulteracién seria �030

aplicada en Criminalistica.
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APENDICE N° 01

CROMATDGRAFIA DE CAPA FINA

Rf. DE LOS STANDARD Y DE LA MUESTRA

% SOLUCIONES FASE MOVIL
jiljjiij

Benzoato sodio St
0,745

Fuente : Q.F. WALTER TAPIA CHACAL TANA
LABORATORIOS QUIMICA �024FIQ -�024UNAC - 2012

Rf : Distancia entre la parte céntrica de la mancha del analito y la Iinea
de base.

RRf: Correlacién entre un Rf patrén y el Rf. de| analito a examinar. '
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APENDICE N° 02

ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE VARIAN

E  f

K - �030 I V-�030'.�030

l  E
. . �030R', �034_:__�030,_7,->:~"""�035�034

3
we '

Fuente : Elaboracién propia /
Lab �024F/Q�024UNAC - 201
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' APENDICE N° 03

ESPECTROGRAMA DEL BENZOATOSODIO STANDARD

ESPECTRO U.V. - VIS DEL BENZOATO DE SODIO

b V Esbecrab u.v.-ms" " "L: T�030 �030 V�030 ' T
_ b DEL BENZOATO DE some 5

0.1 70 /

0.165

(0
.9
< .

0.160

. 0.1 55

. . _ 397.5 398.0 _ . b 398.5 . '
Long. Onda (nm) _

Fuenre : Elaboraciénpropia
LAB. FIQ �024UNAC 2013
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APENDICE N ° 04

ESPECTROFOTOMETRO INFRARROJO PRESTIGE 21
(CON EL ACCESORIO ATR)

�030 . -; (, , j . $7;

. .. .__-.,,, L _. x I

4 '" 9 E % ~ �024 �030 .  

- .,_,, __ n-up

_ �030 �030 _ x A �030" ~""�030-�030V' - "I*'k" " r�031\' L?-1-�034__�030V I

_ W I

Fuente : Elaboracién propia. /
UNAC ~ FIQ�0242009
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APENDICE N° 05

ESPECTRO INFRARROJO FTIR DEL BENZOATO DE SODIO

E i E E E 5 i E .5 .5 .9

' 2 : ; : : : 2 2 '2 3 5; �030é= 5%
2 2 £2 2 3 2 2 2 2 2 2 ; '52 35 �030

'"'_fT_§'jI3§If§L�030ffjT§ffff§I�030f%T§j�030Z'.'jTfiiL'IIIL'iIL�031jTf,'f§EZI'L�031jL"§I712�031.

Fuente : �030E/aboraciénprdpia. I
Laboratorio FIQ-UNAC -2013
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APENDICE N° 06

ESPECTROGRAMA INFRARROJO FTIR BENZOATO
(MUESTRA EXTRACTO ENBEBIDA GASEOSA )

�030 [ ~Iiv|II§I�030I!IiIIII
4009 3760 3500 3254: soon 2150 mu 2250 moo uso moo 1150 man no

Fuente : Elaboracién propia
Lab. �024FIQ -UNAC
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IX. A N E X 0 S

1. I ANEXO N° 01 '

EQU|PO DE CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

2. ANEXO N° 02

BIOTRANSFORMACION DEL BENZOATO '

3. ANEXO N° 03 -

EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE GAS CON INYECTOR

AUTOMATICO '
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ANEXO N° 01

EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

fa; �030

. 1 : '1

.. _§�030�030_/ '- �030 I ., _---.-. �024. . ._,_t,_V'__~._'_?:'-VA ' V�030.\\ M�030 . I

4 i I ,9 _ N A

** -�024-~-~.-. - .4 - �031 �030 -... T {gm

Fuente : Planar Thin Layer Chromatography. Camag. 2003
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_ ANEXO N° 02

. -- BIOTRANSFORMACION DEL BENZOATO

[ coo�031  % 1

�024-�024-�024-�024�024�024�024-�024�024-�024-�024---�024--�024-�024~�024-->- 00- s�024CoA
/"�034"\

| (D coA �024SH <3 �030

NAD NADH2
<9.

3

m �030
 -CONHCH2CO0Hl

Ac. HIPURICO f

Fuente: Universidad de los Andes.
Facultad de Farmacia y Bioanélisis.
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ANEXO N° 03

EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE GAS

CON INYECTOR AUTOMATICO

1 .. . .5 M _ _ _ _. . K
I _ ... - __:_.�031__: 1 '

¢ ,�024~.~ x H \ '

s A �031 �034�030" .

-�034'�034_ 5» O t  .g . �024<�024 _
.5 * > .'g,;j_ ~», ., -

v �035�031==---*- - * �030.:�031-*""�031.17 '-�024'=-�030�030�031--¥:E3323 �034a " .. L E
V" i_�030__H __�030_' V 11'»! i V V ' k�031-7�030 I '�034

Fuente : Publication 43-5952-6968. Hewlett Packard Company.
1989
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