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PROLOGO

La Quimica Analitica es una disciplina que posee una importante vertiente experimental, ya
que su principal objetivo es |a caracterizacion cualitativa, cuantitativa y/o estructural de la ma-
teria. Por ello, las asignaturas de laboratorio juegan un papel crucial en su ensefianza.

Los grados en Quimica, Farmacia, Ciencias Medioambientales o Ingenieria Quimica in-
cluyen diferentes asignaturas de laboratorio relacionadas con la Quimica Analitica y en ellas,
los estudiantes se enfrentan a problemas reales que deben resolver aplicando, tanto procedi-
mientos basados en métodos clasicos de analisis, como procedimientos analiticos que utilizan
diferentes técnicas instrumentales.

Este manual se ha centrado en el laboratorio de analisis instrumental ya que, aunque la
utilidad de las volumetrias y gravimetrias es indiscutible, actualmente son las técnicas instru-
mentales las que permiten resolver la mayoria de los problemas con los que se enfrenta un
laboratorio de analisis quimico. En las clases de laboratorio es donde los estudiantes deben
poner en practica los conocimientos adquiridos en las clases tedricas y ademas, es el lugar
donde, al enfrentarse a problemas reales, asimilan la metodologia de trabajo y aprenden a
planificar experiencias y tomar decisiones.

Por ello, el laboratorio docente no debe ser el lugar donde simplemente se reproduzcan
protocolos previamente disefiados, sino que los estudiantes deben participar activamente
en el disefio y planificacion de las experiencias, la seleccion del material necesario para
llevarlas a cabo, la preparacion de las disoluciones patrén y reactivos necesarios, la opti-
mizacion de variables instrumentales... De este modo, podran adquirir los conocimientos
necesarios para enfrentarse a problemas reales en el mundo laboral. Por ello, las experien-
cias estan disefiadas con la intencion de que el estudiante pueda participar activamente y
para ello, se ha obviado el material comun necesario asi como el procedimiento a seguir
para la preparacién de las disoluciones patrén, de reactivo, disoluciones para la obtencién
del calibrado...

La formacion en el laboratorio debe incluir ademas |la adquisicion de conductas respetuo-
sas con el medio ambiente y de acuerdo con las normas de seguridad e higiene en trabajo
que conlleva el manejo de productos quimicos. Por ello, en todas las experiencias llevadas a
cabo se deben consultar las fichas de seguridad de los compuestos quimicos manipulados,
considerar la necesidad de recoger los residuos generados y por supuesto, prever la cantidad
de reactivos que se deben preparar con el fin de minimizar los residuos generados y disminuir
el coste del analisis.

El manual incluye experiencias relacionadas con las técnicas instrumentales mas habitua-
les como son los métodos opticos, los métodos electroanaliticos, y los métodos comatografi-
cos y electroforéticos. Ademas, se han incluido practicas destinadas a la optimizacién de los
parametros instrumentales de las diferentes técnicas o tratamientos previos a realizar, asi
como procedimientos para la validacion del método analitico. Se ha intentado seleccionar las
muestras objeto de estudio de tal manera que cubran los diversos campos en los que la Qui-
mica Analitica posee una innegable importancia como son el Analisis Clinico, Agroalimentario,
Industrial y Medioambiental.

El manual esta dirigido a estudiantes y profesores de las asignaturas relacionadas con
el Analisis Instrumental, tanto de cursos basicos como de cursos avanzados. Para ello, en
las experiencias se indica el nivel de dificultad y la duracién estimada. Algunas experiencias
incluyen los resultados obtenidos en el laboratorio con el fin de facilitar la comprension y asi-
milacién de los contenidos. Ademas, el manual se complementa con un CD-Rom que contiene
material multimedia y ejercicios de autoevaluacién.



Aunque se trata de un material recomendado para asignaturas de laboratorio, cada uno
de los capitulos incluye, de forma sintética, el fundamento de las diferentes técnicas instru-
mentales con el fin de refrescar los conceptos basicos que el estudiante debe conocer para
interpretar de forma correcta los resultados obtenidos en las experiencias.

Este libro es el fruto de la experiencia acumulada durante nuestros afios de docencia en la
Universitat de Valéncia. A lo largo del tiempo, hemos podido constatar que en el laboratorio es
donde los estudiantes asimilan los conocimientos tedricos y corrigen algunos errores concep-
tuales y son ellos, los que con sus preguntas e inquietudes nos han animado a elaborar este
manual docente.

A todos ellos, GRACIAS.

Las autoras



Estudiar sin pensar es engafioso. Pensar sin estudiar es peligroso
(Confucio)
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EL PROCESO ANALITICO



Adela Mauri, Marla Llobat y Rosa Herréez

Gran parte de la actividad de los laboratorios de andlisis quimico, ya sean de control de
calidad, de I+D o docentes, consiste en la puesta a punto y aplicacién de procedimientos
analiticos.

Estos procedimientos describen de forma detallada todas las operaciones a realizar
para la obtencién de un resultado mediante aplicacién de un determinado método analitico
y, una vez validados, constituyen los procedimientos normalizados de trabajo o PNT. Por
tanto, particularizan a un problema analitico concreto el protocolo de trabajo inherente a un
método analitico que, a su vez, implica el empleo de una técnica analitica determinada.

Resolucién Procedimiento analitico
problema analitico (PNT)

Método analitico

I

Técnica analitica

En definitiva, los procedimientos analiticos marcan las pautas para el desarrollo del
denominado proceso analitico, entendido éste como el conjunto de etapas sucesivas que,
realizadas mediante operaciones previamente establecidas, permite la caracterizacion
parcial o total de una muestra.

La resolucién de un problema analitico implica la aplicacion del proceso analitico
adecuado y por tanto, la seleccién del método a aplicar una vez definido el problema.

Son varios los factores a considerar a la hora de seleccionar el método adecuado.
Entre ellos, la complejidad de la muestra, el nivel de concentracién esperado, la exactitud
requerida, el tiempo y medios disponibles, etc.

Una vez seleccionado el método, se aplica el proceso analitico que consta de las
siguientes etapas:

Muestreo.

Preparacion de la muestra.

Calibrado y medida de la sefial.
Obtencién y evaluacion de resultados.
Elaboracion del informe.

1. Muestreo

Con la etapa de muestreo se persigue la obtenciébn de una muestra de laboratorio
representativa, es decir, que reproduzca fielmente la composicién del material objeto de
analisis ya que, de lo contrario, el resultado del analisis no tendra ninguna validez. En este
sentido, es necesario llevar a cabo un disefio de muestreo cuya complejidad depende de la
naturaleza de la muestra y del grado de heterogeneidad esperado. Este disefio debe
establecer caracteristicas del muestreo tales como cantidad de muestra, lugar o lugares de
muestreo, numero de muestras, tiempo de muestreo y dispositivo a utilizar para la
recoleccion de la muestra.

El disefio de muestreo proporciona la denominada muestra bruta que, tras su
homogenizacion y reduccién, constituye /a muestra de laboratorio y por tanto, la porcién de
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El proceso analitico

muestra que debe ser remitida al laboratorio para ser sometida al resto de las etapas del
proceso analitico.

En este punto, cabe resaltar la importancia que poseen las condiciones en las que se
transporta y almacena la muestra. Asi, debe prestarse especial atencion a la posibilidad de
que se produzcan pérdidas de componentes volatiles, procesos de oxidacion, reacciones
fotoquimicas o interacciones con el recipiente utilizado para el transporte y almacenaje. De
modo general se recomienda transportar y mantener las muestras bajo refrigeracion,
protegidas de la luz y debidamente etiquetadas. En cualquier caso, es aconsejable realizar
los andlisis lo antes posible tras el muestreo.

2. Preparacion de la muestra

La etapa de tratamiento de la muestra suele implicar, en el caso de muestras sdlidas, la
disolucion parcial o total de la misma, ya que la mayoria de las técnicas instrumentales de
analisis se aplican sobre muestras en disoluciéon. Para la disolucién de la muestra puede
recurrirse a distintas estrategias:

= Tratamiento con acidos minerales o mezclas de ellos, en ocasiones, utilizando
horno de microondas.

= Transformacion en sales solubles mediante fusion con distintos fundentes.
Tratamiento con disolventes organicos.
Procesos de combustion.

La seleccion de la estrategia adecuada depende tanto de la naturaleza de la muestra y
analito como del objetivo del analisis.

A menudo no resulta necesario disolver la muestra sino que basta con extraer el
componente o componentes a determinar. El proceso mediante el cual se produce esta
disolucién parcial recibe el nombre de lixiviacién, y puede llevarse a cabo utilizando el
disolvente adecuado en ocasiones con la ayuda de calefaccién, agitacién mecanica,
sonicacion, presurizacion, etc.

Para muestras gaseosas, y dependiendo del procedimiento de muestreo utilizado,
puede ser necesario proceder a la desorcién de los analitos ya que, frecuentemente, éstos
se encuentran adsorbidos sobre un soporte sélido tras el muestreo. Esta desorcion se
realiza mediante tratamiento térmico o con disolventes de distinta polaridad dependiendo,
tanto de la naturaleza del analito y adsorbente utilizado, como de la técnica instrumental que
vaya a ser utilizada posteriormente.

Una vez obtenida la disolucién que contiene los componentes a determinar, en
ocasiones es necesario proceder a la eliminacién de las posibles interferencias.

Existen distintas estrategias para la separacion fisica o enmascaramiento de los
posibles interferentes. La separacion fisica puede llevarse a cabo mediante destilacion,
precipitacion de los interferentes, extraccion liquido-liquido o mediante extraccion en fase
solida. Cabe destacar que la extraccion en fase sélida permite, ademas de la eliminacién de
interferentes, la preconcentraciéon de los analitos, por lo que constituye un tratamiento previo
de gran utilidad en el analisis de trazas.

Una vez eliminadas las interferencias puede ser necesario ajustar el medio o
derivatizar el analito con objeto de que se encuentre en la forma adecuada para
proporcionar una sefial medible mediante la técnica de analisis seleccionada. Estas
operaciones constituyen el tltimo paso dentro de la etapa de preparacion de la muestra.
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Adela Mauri, Maria Llobat y Rosa Herrdez

3. Obtencidén de seiiales

Tras la preparaciéon de la muestra, se procede a la obtencion de la sefal analitica que
posteriormente sera transformada en contenido.

Son muchas las técnicas instrumentales de andlisis disponibles. Su clasificacion
suele realizarse en funcién del tipo de interaccién energia-materia que da lugar a la sefial.
Asi, los métodos Opticos de andlisis implican una interaccién energia electromagnética-
materia que puede suponer absorcion o emisién de radiacion y en menor medida
modificacién en la trayectoria de propagacion de la luz incidente. Trabajando en las
condiciones adecuadas, la magnitud de la interaccion puede ser relacionada con la
presencia o contenido del analito en la muestra mediante la construccién de un calibrado.

Las técnicas electroanaliticas constituyen también un conjunto de herramientas
analiticas de gran utilidad en la resolucién de problemas analiticos. En este caso, la
inclusién de la muestra en un circuito eléctrico determina el comportamiento de éste
afectando a variables eléctricas tales como intensidad de corriente, voltaje, resistencia
eléctrica... Las sefiales analiticas obtenidas son, por tanto, de naturaleza eléctrica.

Aungue también se han descrito técnicas analiticas basadas en la interaccion de la
materia con otros tipos de energia como por ejemplo, los métodos térmicos, en los que la
energia involucrada es térmica, los métodos 6pticos y eléctricos son, sin lugar a dudas, los
de mayor interés dado su amplio campo de aplicacion y versatilidad.

Por otra parte, los métodos cromatogréficos constituyen un conjunto de métodos de
enorme interés analitico ya que implican la separaciéon y deteccion simultanea de los
componentes de una muestra. La separacion se produce como consecuencia de las
diferencias de velocidad con las que los solutos migran a través de una fase, denominada
fase estacionaria, arrastrados por una fase moévil. Bajo las condiciones adecuadas, los
solutos abandonan la fase estacionaria de forma independiente alcanzando un detector que
proporciona una sefial cuya magnitud es proporcional al contenido de soluto en la muestra
inicial. Estas diferencias de velocidad surgen como consecuencia de distintas interacciones
analito-fase estacionaria y analito-fase movil, las cuales pueden ser de distinta indole
(reparto, adsorcién, intercambio i6nico...).

Finalmente, en las técnicas electroforéticas la separaciéon de los analitos se produce
en virtud de su diferente velocidad de migracién en el seno de un campo eléctrico.

4. Calibracion

Independientemente de la técnica analitica empleada, la transformacion de la sefial en
contenido se realiza mediante la construccion de un calibrado.

Un calibrado convencional relaciona las sefales obtenidas para una serie de
disoluciones patron de concentracion variable con el contenido en analito. Bajo condiciones
previamente establecidas, la curva de respuesta presenta, en la mayoria de los casos, un
intervalo lineal que, una vez establecido, se selecciona como intervalo de trabajo. La
interpolacién de las sefiales obtenidas para las muestras en dicho calibrado permite el
calculo del contenido de analito en la disolucién de medida.

Para la obtencion de resultados validos mediante calibracion convencional es
necesario garantizar la ausencia de interferencias directas y también la del denominado
efecto matriz. Se entiende por efecto matriz la influencia que sobre el factor de respuesta del
analito pueda ejercer cualquier sustancia presente en la disolucién de la muestra.

En presencia de efecto matriz, la interpolacion de la sefial de la muestra en un
calibrado convencional es, légicamente, incorrecta. En estos casos, la determinacién del

contenido en analito en la muestra debe llevarse a cabo utilizando un calibrado de adicion
de patron.
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El proceso analltico

Un calibrado de adicion de patron se obtiene a partir de una serie de disoluciones
que contienen un volumen fijo de disolucién de muestra y cantidades conocidas y variables
de una disolucion patrén de analito en un volumen final fijo y preestablecido. Las sefales
proporcionadas por cada una de estas disoluciones se representan frente al contenido de
analito adicionado obteniéndose una recta de ecuacién:

S=(aic )y +aicp

siendo a; el coeficiente de respuesta del analito en presencia de matriz, c; el contenido de
analito aportado por la alicuota de muestra presente y ¢, el contenido aportado por cada una
de las adiciones de patrén.

Por tanto, el cociente entre la ordenada en el origen y la pendiente de la recta
obtenida proporciona el contenido de analito en la muestra diluida. Teniendo en cuenta el
factor de dilucion aplicado en la preparacion de las disoluciones de medida se obtiene la
concentracion en la muestra.

Mediante este tipo de calibracion se corrige el posible efecto matriz ya que la sefial
correspondiente a los distintos patrones es medida en presencia de matriz y por tanto, se
puede suponer que el factor de respuesta para el analito en la muestra y en los patrones es
idéntico.

Ademas, la obtencién de un calibrado de adicién de patrén permite evidenciar la
existencia de efecto matriz ya que, en ausencia del mismo, las pendientes obtenidas para el
calibrado convencional y el calibrado de adicion de patrén son significativamente iguales.

Finalmente, por lo que respecta a la etapa de calibracion cabe indicar que, en
algunas técnicas analiticas, pequefias modificaciones en las condiciones de trabajo suponen
cambios apreciables en la magnitud de las sefiales por lo que resulta habitual la obtencién
de calibrados de muy baja precision. En estos casos, es recomendable utilizar para la
calibracion el método del patrén interno.

Los calibrados de patrén interno se obtienen a partir de disoluciones que contienen
cantidades variables y conocidas del analito a determinar y una concentracion fija del
llamado patrén interno. Se entiende por patrén interno una sustancia quimica de
caracteristicas similares al analito que proporciona sefiales analiticas de magnitud adecuada
en las condiciones de trabajo y sin que estas sefiales interfieran en la medida de las sefiales
debidas al analito.

Para cada una de estas disoluciones se mide la sefial debida al o a los analitos y
también las sefales correspondientes al patrén interno que, en principio, debian ser
idénticas dado que el contenido en patrén interno en todas las disoluciones es el mismo.

Considerando que la influencia que ejercen pequenas variaciones en las condiciones
de trabajo afectan del mismo modo a analitos y patrén interno, es evidente que el cociente:

Sefia Ianaltto
Seﬁa Ip atrén

anula o al menos compensa esta influencia, por lo que los calibrados de patrén interno se
construyen mediante representacion de estos cocientes frente a la concentracién de analito
siempre que la concentracién de patrén interno adicionada sea idéntica en todas las
disoluciones de calibrado.

Obtenido el calibrado, la determinacion del contenido en analito en las muestras se
realiza mediante interpolacién del cociente de sefiales correspondiente a las mismas en el
calibrado anterior. Por tanto, las muestras deben contener idéntica cantidad de patrén
interno que los patrones por lo que antes de llevar a cabo las medidas debe adicionarse
patrén interno a las muestras.
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Alternativamente, la representacion del calibrado puede realizarse como cociente de
sefiales frente al cociente de concentraciones analito-patrén interno. En este caso se podria
interpolar en la recta de calibrado el cociente de sefiales obtenido para muestras en las
cuales la adicion de patrén interno no sea idéntica a la utilizada en los patrones de calibrado.
El calculo del contenido en las muestras se realiza, en este caso, multiplicando el resultado
de la interpolacion por el contenido en patrén interno adicionado a las muestras.

5. Obtencion y evaluacion de resultados

El proceso analitico finaliza con la obtencién y evaluacion de resultados y la elaboracién del
informe.

Para la obtencién del resultado final basta con considerar todas las diluciones a que
ha sido sometida la muestra inicial y a partir del contenido obtenido en la disolucién de
medida realizar los calculos pertinentes. En principio, si el proceso analitico ha sido
desarrollado de forma adecuada, el resultado puede considerarse exento de errores
sistematicos y por tanto, correcto. Sin embargo, es necesario considerar que todo proceso
de medida lleva implicita una incertidumbre asociada y en este sentido, nunca puede
afirmarse que el valor encontrado corresponda al valor buscado con una seguridad del
100%. Esta incertidumbre surge como consecuencia de la imposibilidad de controlar todas
las variables que influyen en el proceso analitico y por tanto, el resultado obtenido debe ser
considerado como una estimacion del valor buscado.

Puesto que las fluctuaciones que afectan al resultado de la medida se producen al
azar, cuanto mayor sea el numero de observaciones realizadas, mayor sera la seguridad en
la estimacion si se considera como resultado la media de las observaciones realizadas.

Asi, considerando una distribucién gaussiana, se puede afirmar que el maximo de la
distribucién corresponde al valor buscado, valor que, ademas, seria el obtenido
experimentalmente como media de infinitas réplicas.

Ante la imposibilidad de realizar un numero infinito de réplicas todo resultado
experimental debe ir acompafiado de su imprecisién, parametro que estima el intervalo de
valores en el que existe una probabilidad prefijada de que se encuentre la media estadistica
0 maximo de la distribucion.

La imprecision de un resultado experimental puede evaluarse a partir de la
desviacion estandar definida del siguiente modo:

donde x; representa cada uno de los valores experimentales, X el valor medio y n el numero
de medidas realizadas.

En este punto cabria indicar que los valores de x; considerados para el calculo de o
deben pertenecer a la distribucion. Por tanto, cualquier valor discrepante obtenido como
resultado de alguna operacién incorrecta debe ser eliminado del calculo. Para discernir si un
determinado valor debe ser considerado discrepante existen una serie de herramientas
estadisticas. Entre ellas, el test de Dixon esta especialmente recomendado para series de
pocos datos.

Una vez obtenido el valor de o se puede afirmar que existe una probabilidad del
66,7% de que la media estadistica de la distribucion se encuentre en el intervalo de valores
comprendido entre X - 0y X + 0. Por otra parte, |la t de Student permite ampliar el nivel de
confianza ampliando, légicamente, el intervalo de valores. Para ello, la imprecision se evalta
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como el producto t o siendo el valor de t el tabulado para un determinado nimero de grados
de libertad y un nivel de confianza establecido.

Desde el punto de vista practico y atendiendo a criterios de tiempo y coste, el nimero
de réplicas en un analisis oscila entre 3 y 5, por o que n es un valor muy pequefio. En estas
condiciones, la estimacion de la desviacion estandar se realiza utilizando una expresion

ligeramente modificada:

; ; o 18
y, una vez estimado el valor de s, el resultado analitico debe expresarse como X * A
n

7t = sise desea ampliar el intervalo de confianza.

vn

Oftro parametro muy utilizado para evaluar la precision de un resultado es el coeficiente de
variaciéon definido como la desviacion estandar relativa en % y que, por tanto puede ser

calculado mediante la siguiente expresién:

. L, » s
coeficientede variacion = % 100

Por tanto, la obtencién de un resultado analitico valido conlleva la necesidad de utilizar un
procedimiento que incluya un muestreo y tratamiento de la muestra adecuado a las
caracteristicas de la muestra y el analito, que considere la posible existencia de
interferencias y su eliminacién, que incluya una calibracion adecuada y la realizacion de al
menos tres réplicas del proceso analitico en su totalidad con objeto de valorar la precision

del resultado.
En ocasiones, la imprecisién de un resultado puede ser estimada de forma teérica sin

disponer de series de datos experimentales con los que calcular la desviacion estandar.
Esta posibilidad consiste en valorar con la ayuda de la estadistica como repercute en la
imprecision del resultado final la imprecision de cada una de las operaciones realizadas para

la obtencion del resultado.
Asi, si se supone un resultado obtenido a partir de una expresiéon matematica que
incluye distintas medidas experimentales:

R=f(a,b,c,...)

la imprecision o desviacion estandar asociada puede calcularse mediante la expresion:

o = J[g—“] 6P o B) o B e v

6. Elaboracién del informe

La finalizacién de un andlisis implica la elaboracion de un informe final que recoja todos los
datos de interés respecto al resultado obtenido.
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Entre los datos que deben figurar en el informe se encuentran los siguientes:

Tipo de muestra
= Debe especificarse la naturaleza del material objeto de analisis. Por ejemplo
agua residual, tierra de cultivo, preparado farmacéutico, producto alimentario

(leche, acelgas, mermelada...), acero, material de construccién, atmésfera
laboral...

Lugar de procedencia y fecha de muestreo
= Estos datos resultan indispensables en muestras que pueden presentar
elevada heterogeneidad o sufrir transformaciones durante el transporte y
almacenamiento.
Naturaleza y aspecto de la muestra remitida al laboratorio
= Debe indicarse el estado fisico de la muestra. Para muestras sélidas puede
sefialarse el grado de agregacion, el aspecto pulvurento o cristalino, el color,
la presencia de humedad, etc. Para muestras liquidas, la existencia de
turbidez, el color o la viscosidad.
Sustancia o sustancias analizadas
= En este punto se especifica si se realiza un analisis cualitativo o cuantitativo y
los analitos a identificar o determinar. En caso necesario se indica si el
resultado hace referencia a contenido total y si incluye especiacion.
Fecha de la realizacion del anélisis
Técnica y método analitico utilizado
w Si el procedimiento analitico utilizado corresponde a un método oficial de
anadlisis se incluye la referencia.
Instrumentacién empleada
w  Se detallan las especificaciones de los equipos utilizados.
Resultados obtenidos en el anélisis de las distintas réplicas
w Puede resultar de interés indicar el procedimiento de calibracién empleado,
aportando ademas datos respecto al patrén de calibracién e intervalo de
concentracion considerado.
Célculo de la precisién
w» Valor de la desviacion estandar y coeficiente de variacién en su caso,
especificando el nivel de probabilidad para el que han sido obtenidos.
Resultado final
= Debe expresarse junto al intervalo de confianza asociado indicando
claramente las unidades y con el nimero de cifras significativas adecuado.
Observaciones
= Se informa acerca de cualquier circunstancia o incidencia ocurrida durante la
realizacion de los analisis que pueda tener repercusion sobre el resultado
obtenido.
Firma del responsable
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El laboratorio es el lugar donde, una vez obtenida la muestra de laboratorio, se desarrollan
cada una del resto de las etapas del proceso analitico. Todo laboratorio quimico debe reunir
unas condiciones minimas que garanticen que su actividad puede realizarse con éxito.
Aunque el equipamiento disponible puede ser desde muy modesto hasta muy sofisticado,
cabe destacar que, en cualquier caso, la limpieza y el orden son imprescindibles para la
obtencién de buenos resultados.

Particularmente, en un laboratorio de analisis quimico donde muy a menudo es
necesario realizar determinaciones a nivel de trazas, la necesidad de limpieza y orden es
absolutamente incuestionable.

Ademas, el material debe manipularse de la forma adecuada y la instrumentacién
debe mantenerse en condiciones operativas, lo que incluye la calibracién periédica.

En este sentido, a continuacién se indican pautas generales de trabajo que deben
ser observadas en un laboratorio de analisis quimico.

1. El laboratorio de analisis quimico

La infraestructura minima en un laboratorio de analisis incluye elementos comunes a todo
laboratorio quimico como son: mesa o banco de trabajo provista de pila para la limpieza del
material, vitrina con sistema de extraccién, conexién a corriente estabilizada, suministro de
distintos gases como aire o nitrégeno, mobiliario para el almacenamiento de material o
reactivos y diversos elementos de seguridad, como ducha, lavaojos o manta ignifuga.

En cuanto al equipamiento especifico cabe destacar la presencia de pequefia
instrumentacién entre la que se encuentran balanzas analiticas, agitadores magnéticos,
centrifugas, bafios termostatizados, bafios de ultrasonidos, hornos de microondas, pH-
metros... y la presencia de distintos equipos analiticos que permiten la obtencion y
tratamiento de las sefiales correspondientes a las distintas técnicas analiticas.

En este espacio, como ya se ha indicado, se llevan a cabo las distintas operaciones
que conducen a la obtencion de un resultado analitico y que comienzan con la planificacion
de las experiencias.

2. Planificacién de las experiencias

El protocolo de trabajo o procedimiento operativo debe estar perfectamente establecido
antes del inicio de las experiencias. Es indispensable disponer de un cuaderno de
laboratorio donde deben detallarse cada una de las operaciones realizadas e incidencias
que puedan producirse durante el transcurso de las experiencias y en el que, ademas,
deben figurar todos aquellos calculos previos referentes a la preparacién de muestras,
patrones y disoluciones de reactivos.

Estos calculos deben contemplar el orden de magnitud de los contenidos esperados
en las muestras y también el nimero de analisis a realizar con el fin de preparar el volumen
de disoluciones de reactivos necesario, sobre todo en el caso de reactivos de estabilidad
limitada, toxicos o de elevado precio. En cualquier caso, debe ajustarse el volumen a las
necesidades previstas con objeto de disminuir el consumo de reactivos y la cantidad de
residuos generada.

Una vez realizados los calculos pertinentes se selecciona el material necesario que
se dispone sobre la mesa de trabajo en las condiciones adecuadas para su utilizacién, es
decir, limpio y preferentemente seco.

3. Limpieza y manejo del material de vidrio

La limpieza del material de vidrio se realiza habitualmente con agua y jabén. En ocasiones
puede ser necesario emplear acidos, bases o disolventes organicos para la eliminacién total
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de los residuos. Una vez limpio se enjuaga un minimo de tres veces con agua desionizada
utilizando cada vez un volumen de agua bastante inferior a su capacidad y mediante
agitacion manual para bafar todas las superficies. Si se observa que el material queda
engrasado, se mantiene durante 24 horas sumergido en una mezcla etanol-clorhidrico y
posteriormente se vuelve a enjuagar.

Es recomendable realizar la limpieza del material inmediatamente después de su uso
y almacenarlo perfectamente limpio ya que, de esta forma, siempre se dispone de material
limpio y seco.

Este material debe ser utilizado Unicamente para realizar las operaciones para las
que ha sido disefiado. Asi, las pipetas, bien sean graduadas o aforadas, han de utilizarse
para verter volumenes que deben ser medidos con la maxima precision mientras que, en
caso contrario, esta indicado el uso de probetas. Para aspirar y verter reactivos se deben
emplear siempre propipetas. La adicion de pequefios volimenes de reactivos que no sea
necesario conocer con precision puede realizarse simplemente con cuentagotas, mientras
que las micropipetas deben ser utilizadas cuando se impone una elevada precision.

Los matraces aforados estan calibrados para contener volumenes conocidos con un
alto grado de precision. Por tanto, se utilizan para la preparacion de muestras y patrones. En
algun caso pueden estar también indicados en la preparaciéon de disoluciones de reactivos
aunque generalmente, basta con llevar a un volumen aproximado en vaso de precipitados.
En los matraces aforados no deben introducirse sustancias sélidas para su posterior
disolucion. Ademas, al tratarse de material calibrado no deben introducirse en la estufa ni
almacenar a bajas temperaturas.

Para disolver se utilizan los vasos de precipitados. Ademas, las disoluciones
preparadas con la ayuda de calefaccién no se deben pipetear ni introducirse en matraces
aforados hasta que alcancen la temperatura ambiente. Por otra parte, si las caracteristicas
del analito lo requieren puede ser necesario proteger de la luz o guardar bajo refrigeraciéon
hasta el momento de su utilizacién.

Especial precaucién debe tenerse con el uso de las varillas agitadoras. En caso de
ser utilizadas no deben extraerse de la disolucién antes de finalizar la operacién para la cual
estan siendo utilizadas, y siempre tras su lavado con el disolvente adecuado.

Para el andlisis de trazas metalicas deben tomarse precauciones especiales. En
estos casos el material debe ser lavado en primer lugar con agua y jabén, y después de
enjuagarlo convenientemente con agua, tratado con HNO; 1:1 durante unas horas. Por
ultimo, antes de ser utilizado se enjuaga con agua ultrapura.

4. Preparacion de muestras, patrones y reactivos

La preparacién de muestras sélidas comienza por la pesada de la cantidad de muestra de
laboratorio que ha de someterse al tratamiento posterior y que constituye la muestra de
analisis. Esta debe establecerse atendiendo al contenido esperado y caracteristicas del
procedimiento de medida seleccionado. Habitualmente se realizan tres réplicas y la pesada
se realiza en balanza analitica con una precisién de décimas o centésimas de miligramo.

Para llevar a cabo la disolucién de la muestra o la lixiviacion de los analitos se
emplean vasos de precipitados o reactores si el tratamiento se realiza en horno de
microondas y finalmente, la disolucién obtenida se lleva a volumen en matraz aforado. La
preparacion de la muestra puede incluir una serie de operaciones que merecen especial
atencion.

Asi, la disolucién de muestras sélidas suele requerir calefaccion. La calefaccion debe
siempre iniciarse de forma lenta y cubriendo parcialmente el vaso de precipitados con un
vidrio de reloj para evitar salpicaduras. Como norma general es aconsejable utilizar las
condiciones menos drasticas que garanticen una recuperacién maxima de los componentes
de la muestra a determinar.
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La muestra, una vez disuelta, se deja enfriar y se trasvasa al matraz aforado
lentamente con la ayuda de un embudo de vidrio o directamente haciéndola fluir por las
paredes del matraz que se mantiene ligeramente inclinado.

Una vez finalizado el trasvase, el vaso se enjuaga diversas veces con pequefias
cantidades de disolvente que se adicionan al matraz antes de proceder al aforo del mismo
con disolvente limpio.

Si el tratamiento de la muestra se ha llevado a cabo en horno de microondas y
mediante el empleo de reactores, éstos no pueden abrirse hasta que se encuentren a
temperatura ambiente y para su trasvase al aforado en su caso, se trabaja de modo analogo
al indicado anteriormente.

Es posible que la preparacion de la muestra incluya una filtracion. Esta operacion
debe también realizarse con sumo cuidado para evitar pérdidas. Si se utilizan embudos de
vidrio y filtros de papel es importante colocar el filtro en el embudo sin que se formen bolsas
de aire que dificultaran la filtracion, por lo que es conveniente humedecer el filtro una vez
introducido en el embudo para que quede perfectamente acoplado a las paredes del mismo.

El recipiente de recogida debe situarse préximo al vastago del embudo y la muestra
debe introducirse en el embudo poco a poco y con la ayuda de una varilla que ha de
mantenerse dentro del vaso mientras dure el proceso de filtracion. El nivel de disolucién en
el embudo debe permanecer en todo momento como minimo a un centimetro
aproximadamente por debajo del borde del filtro. Una vez filtrada la muestra, se lava varias
veces el vaso y las aguas de lavado se introducen tambien en el embudo.

La preparacion de la muestra puede incluir también otras operaciones como
extraccion liquido-liquido o extraccién en fase sélida con columnas que requieren cierta
manipulaciéon de la misma. En el primer caso, debe garantizarse el establecimiento del
equilibrio de distribucién mediante agitacién enérgica y posteriormente esperar a que la
separacion de las fases sea completa antes de proceder al trasvase de la fase de interés.
Por lo que respecta a la extraccion en fase sélida, las columnas deben activarse y
acondicionarse antes de la introduccién de la muestra y su posterior elucion. Ambas
operaciones deben realizarse empleando una velocidad de flujo que permita que se
produzca tanto la interaccién muestra - fase sélida responsable de la retencién como el
proceso que conlleva la elucion.

Por lo que respecta a la preparacion de disoluciones patrén, las precauciones a
considerar son similares a las indicadas para la preparacién de las muestras. Estas
disoluciones deben prepararse a partir del reactivo sélido de la pureza adecuada mediante
pesada de la cantidad necesaria en balanza analitica, posterior disolucion y diluciéon con
disolvente de elevada pureza empleando siempre material volumétrico. Para analisis de
rutina se suele disponer de disoluciones patron debidamente almacenadas a partir de las
cuales se preparan las disoluciones de trabajo por dilucion. Cabe destacar que estas
disoluciones, si son muy diluidas, presentan una estabilidad limitada por lo que es
aconsejable preparar las disoluciones de trabajo inmediatamente antes de su utilizacion. Las
disoluciones acuosas se preparan generalmente con agua de elevada pureza. Es importante
recordar que toda disolucion preparada por dilucion debe ser adecuadamente
homogenizada por agitacion antes de su utilizacion.

Por lo que respecta a los reactivos, si las cantidades a pesar son elevadas no es
necesario el empleo de balanza analitica y en ocasiones tampoco es necesario el empleo de
matraces aforados. Las disoluciones de reactivos se almacenan en botellas de vidrio o
plastico dependiendo de su composicién, debidamente etiquetadas indicando la fecha de
preparacion, y bajo refrigeracion o protegidas de la luz en caso necesario.
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5. Preparacion de disoluciones de medida

Los métodos instrumentales de andlisis implican generalmente la obtenciéon de curvas de
respuesta o calibrados que permiten la transformacién de las sefiales en contenido. Para
ello es necesario preparar una serie de disoluciones que contenga cantidades conocidas y
variables del analito o analitos a determinar, y que ademas se encuentren en un entorno
quimico lo mas similar posible al de la disolucién de muestra cuya sefial va a ser medida.

Por tanto, estas disoluciones se preparan cubriendo el intervalo de concentracion
previamente establecido y en presencia de los reactivos necesarios para simular en lo
posible la matriz de la muestra.

Puesto que el contenido en patrén debe ser perfectamente conocido, las disoluciones
se preparan por dilucién de una disolucion patrén de mayor concentracion previamente
obtenida.

A este respecto cabe recordar que, atendiendo a la concentracion de la disolucién
patréon de partida, la etapa de planificaciébn de las experiencias incluye el caiculo de los
volumenes de dicha disolucion que deben ser utilizados para la obtencién de las
disoluciones de medida.

Asi, por ejemplo, consideremos la preparacion de patrones de calibrado de 2,4, 6,8y
10 mg L™ a partir de una disolucién patrén de 102,7 mg L™ en matraces aforados de 50 mL.
Como puede observarse en la tabla siguiente los volimenes que deben ser adicionados no
pueden ser faciimente medidos con el material volumétrico habitual.

f Disolucién ! Cdisotucaon medida Vpatrén calculado vpltrdnulbciomdo . cobhnlsla i

. L mgLh) | " (mbL) | (mL) _(mglL”) |
1 | 200 | 0974 | 1,00 ! 2,05 |

2 400 | 1947 | 200 | 411 |

3 | 6,00 | 2021 | 300 | 616

4 | 800 3895 | 400 | 822 |

| 5 10,00 | 4868 | 500 | 1027 |

En estos casos se recomienda utilizar los volimenes mas préximos a los tedricos que
puedan ser medidos con suficiente precision y posteriormente, realizar el calculo de la nueva
concentracién obtenida tras dicha dilucién.

Una curva de calibrado es tanto mas precisa cuanto mayor sea el nimero de puntos
experimentales obtenidos. En este sentido se recomienda preparar series de, al menos,
cinco disoluciones aunque para procedimientos muy contrastados puede bastar con series
de cuatro disoluciones.

Las series de calibrado deben incluir un blanco, es decir, una disolucién idéntica a las
de calibrado pero que no contenga patrén.

Ademas de las disoluciones patrén, deben también prepararse las disoluciones de
medida de la muestra previamente acondicionada. En ocasiones, basta con realizar una
dilucién para que el contenido en analito se sitie dentro del intervalo de concentracion del
calibrado pero habitualmente esta dilucion va acompafiada de la adicion de reactivos para
fijar variables de entorno quimico o la formacién de derivados. Como ya se ha indicado
anteriormente es conveniente realizar al menos tres réplicas de la muestra.

6. Obtencién de las sefales
Antes de proceder a la medida de las sefiales debe confirmarse que el instrumento o equipo

de medida se encuentra en condiciones 6ptimas de empleo. En este sentido, cabe recordar
que, dependiendo de la técnica analitica empleada, puede ser necesario conectar el equipo
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minutos antes de su utilizacion. Asi, por ejemplo, en técnicas espectroscopicas debe
estabilizarse la fuente de radiacién, lo que puede llevar varios minutos. En técnicas
cromatograficas, concretamente en cromatografia gaseosa, la temperatura de inyector,
columna y detector debe ser adecuada y estable para lo cual pueden ser necesarios
también varios minutos. Ademas, es aconsejable purgar la columna durante bastante
tiempo, bien para su limpieza, bien para garantizar la presencia de la fase mévil de trabajo
en todo el circuito y acondicionar |la fase estacionaria en el caso de la cromatografia liquida.

Con el equipo en condiciones se procede a la medida de sefiales. En primer lugar, se
ajusta el cero con la disolucién del blanco y posteriormente se realiza la medida de las
sefiales correspondientes a las disoluciones de calibrado. Finalmente se miden las muestras
y se comprueba que las sefiales obtenidas se encuentran dentro del intervalo cubierto por
las disoluciones de calibrado. En caso contrario se valora la posibilidad de realizar una
mayor o menor dilucién de la muestra con objeto de obtener sefiales dentro del intervalo de
trabajo. En algunos casos es conveniente realizar medidas adicionales del blanco para
descartar una posible deriva de la linea base.

Una vez realizadas las medidas los equipos deben quedar en perfectas condiciones
para su posterior utilizacién y, por tanto, sin restos de las disoluciones que hayan podido ser
introducidas en el mismo durante el proceso de medida.

Independientemente de estas indicaciones generales, cada técnica analitica o equipo
implica un protocolo especifico de trabajo que debe ser conocido y respetado con el fin de

obtener resultados validos y mantener en buenas condiciones la instrumentacion disponible
en el laboratorio.
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El trabajo en el laboratorio analitico conlleva la utilizacion de numerosos productos quimicos,
instalaciones, equipos y utensilios. Ello da lugar a multiples riesgos que pueden ser de
origen y consecuencias muy variados tales como la inhalacién de sustancias toxicas,
heridas, quemaduras o la exposicién a radiaciones, por citar algunos.

Para eliminar o reducir los riesgos en el laboratorio es necesario, en primer lugar,
respetar unas normas basicas, tales como trabajar con orden y limpieza, llevar ropa
adecuada y gafas de seguridad, o utilizar inicamente los reactivos y cantidades indicados
en los procedimientos de trabajo, tal como se ha resaltado en el apartado anterior. Ademas,
antes de realizar cada experiencia es necesario llevar a cabo una evaluacion de los posibles
riesgos, con especial atencién a la naturaleza de los productos quimicos que vayan a
utilizarse. Asimismo, es necesario identificar los riesgos intrinsecos de la instrumentacion
analitica y del material basico de laboratorio necesarios para realizar la experiencia. Una vez
identificados, se establecen las medidas a adoptar para poder llevar a cabo la experiencia
de una forma segura.

En todo caso, antes de proceder a realizar cualquier tarea experimental en el
laboratorio, es necesario conocer la ubicacién y funcionamiento de los elementos a utilizar
en caso de emergencia (extintores, lavaojos, salidas).

1. Manipulacién de productos peligrosos

En un laboratorio analitico se utilizan de forma habitual productos quimicos muy diversos, y
por ello, de diferente grado de peligrosidad. El conocimiento del grado de peligrosidad es
fundamental para evitar accidentes que pueden variar desde una simple irritaciéon cutanea
hasta una intoxicacién severa.

Para conocer las caracteristicas de peligrosidad de un producto ha de consultarse el
envase en el que es suministrado. El envase de un producto debe estar etiquetado de forma
que, ademas de su composicién y de los datos del productor o del distribuidor, se informe de
su posible peligrosidad. Para ello se utilizan simbolos o pictogramas de identificacién de los
peligros, asi como la descripcion de los riesgos (frases R) y consejos de seguridad (frases
S) en relacién con su uso. Si un producto es no peligroso no llevara ningun simbolo ni frase
R o S. Este sistema de etiquetado se modificara en breve con la ampliacion de los
pictogramas de peligro, la incorporacién de palabras de advertencia, y la inclusién de
indicaciones de peligro o frases H y consejos de prudencia o frases P (anexo |) en
sustitucién de las actuales frases R y frases S, respectivamente'. Este nuevo sistema
entrara en vigor el 1 de diciembre de 2010 para las sustancias, y el 1 de junio de 2015 para
las mezclas.

Para disponer de mayor informacion debe consultarse la ficha de datos de seguridad
del producto, suministrada por la empresa que fabrica o distribuye dicho producto en la
primera entrega. La ficha de datos de seguridad contiene informacion exhaustiva relativa a
la identificacion del producto, peligrosidad, propiedades fisico-quimicas, estabilidad,
reactividad, medidas a adoptar en caso de vertido accidental y de incendio, informacion
toxicolégica, ecolégica, instrucciones para su eliminacién, etc.. Por tanto, la ficha de datos
de seguridad es fundamental para conocer las medidas a adoptar en caso de accidente, y
también, como se abordara en el punto siguiente, para establecer la forma de proceder con
los residuos generados hasta su eliminacién.

La informacién relativa a la peligrosidad de un producto quimico debe conservarse
mientras el laboratorio disponga de dicho producto. Por otra parte, resulta evidente que el
correcto etiquetado tanto de los productos puros como las mezclas preparadas a partir de
éstos es fundamental para minimizar el riesgo asociado a su manipulacién, debiendo

' Reglamento CE 1272/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo.
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