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4 RESUMEN 

 

En este trabajo se  evaluó un método analítico que permita cualificar y cuantificar 

amoniaco del aire utilizando burbujeadores que contienen una disolución 

absorbedora de ácido que atrapa el amoniaco como amonio, con el propósito de 

que sea utilizado posteriormente con fines educativos.  

El método analítico utilizado es conocido como azul de indofenol el cual hace uso 

de la reacción de Berthelot que en presencia de amoniaco desarrolla una 

coloración azul a causa de la formación del indofenol que permite ser analizada 

por la técnica de espectrofotometría de UV-visible.  

Una vez establecido el método analítico se realizó  su  verificación efectuando 

pruebas experimentales  para evaluar la linealidad, límite de detección y 

cuantificación,  repetibilidad, reproducibilidad y sesgo, los cuales son mejor 

conocidos como parámetros de desempeño del método. 

Los resultados obtenidos concluyen que el método es exacto y tiene precisión 

intermedia,  por lo que puede ser utilizado con  fines académicos permitiendo 

cuantificar concentraciones de amoniaco en disolución mayores a 0.15 ppm y 

detectarlo a partir de 0.07 ppm.  
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5 OBJETIVOS   

 

5.1 GENERAL  

Implementar el método azul de indofenol en el espectrofotómetro del laboratorio 

de Protección Ambiental de la Facultad de Química de la UNAM, para la 

determinación de amoniaco en aire ambiente. 

 

5.2 PARTICULARES 

 Realizar la verificar del método analítico azul de indofenol. 

 Determinar y realizar la experimentación de los parámetros de desempeño 

que debe incluir la verificación de un método.  

 Obtener resultados que indiquen que se puede utilizar el método en un 

análisis de rutina a nivel educativo.  

 

5.3 ACADÉMICO 

Demostrar que el método analítico azul de indofenol puede ser usado por alumnos 

de la carrera de ingeniería química para realizar un análisis químico que les 

permita identificar y cuantificar amoniaco capturado del aire por el método de 

burbujeadores. 

 

 

Alcance 

En este trabajo entiéndase por “verificación” la confirmación y suministro de 

evidencia de que el método analítico cumple con el uso previsto, que es identificar 

y cuantificar el amoniaco. 
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6 JUSTIFICACIÓN 

 

Para complementar las actividades de docencia en el laboratorio, se realizó la 

implementación del método azul de indofenol, así como la verificación de que es 

útil para la determinación de amoniaco capturado del aire ambiente, con la 

finalidad de que sea utilizado por  alumnos del curso experimental de la asignatura 

de Protección Ambiental I que se imparte dentro del currículo de la carrera de 

Ingeniería Química en la Facultad de Química de la UNAM. El método analítico 

propuesto permitirá que los alumnos conozcan y realicen un análisis químico por 

espectrofotometría de UV-visible, por lo que se debe demostrar que el método 

permita cuantificar amoniaco.  
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7 ANTECEDENTES 

 

El aire de la atmósfera es una mezcla de gases muy estable, que hasta una altura 

de 80 Km a partir de la superficie terrestre la proporción en las que se encuentra 

cada gas atmosférico permanece prácticamente constante.  

En el aire podemos encontrar a los principales contaminantes atmosféricos, que 

son sustancias las cuales ejercen un efecto perjudicial sobre animales, plantas o 

materiales, los cuales se producen de forma natura además de ser generados por 

el hombre (Ayora Cañada, 2006). Los contaminantes atmosféricos se clasifican 

como partículas en suspensión (polvo y niebla) y contaminantes gaseosos (gases 

y vapores). Estos pueden ser liberados a la atmósfera en puntos muy concretos 

(fuentes de emisión) y pueden dispersarse, el cual es un conjunto de procesos que 

tiene lugar en la atmósfera y cuyo resultado es la disminución de la concentración 

de los contaminantes respecto a la que existe en el momento de la emisión, ya 

que los contaminantes se ven influenciados por las variaciones  en el clima, en el 

espacio de las emisiones y la dinámica de dispersión en la atmósfera, que origina 

importantes variaciones diarias y anuales. Dado lo anterior es importante vigilar la 

calidad atmosférica, que implica la medición sistemática de los contaminantes 

atmosféricos para evaluar la exposición de receptores vulnerables, por ejemplo 

personas, animales, plantas, obras de arte  y/o evaluar las fuentes de 

contaminación atmosférica.  

Existen numerosos procedimientos de muestreo y técnicas de análisis de 

contaminantes gaseoso o de partículas suspendidas en el aire. Es usual que se 

usen diferentes técnicas y métodos analíticos para determinar el mismo 

compuesto. Elegir cual nos conviene más dependerá de diferentes criterios como 

el instrumento a utilizar, el tipo de muestra que se va a analizar, los recursos 

económicos, la exactitud y precisión que deseamos y el compuesto que se desea 

identificar y/o cuantificar.  

Ya que para este trabajo es de interés cuantificar el amoniaco en el aire, la Tabla 1 

enlista diferentes métodos analísticos existentes que son útiles para cumplir este 

objetivo, cada uno con ventajas y desventajas.  
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Tabla 1. Características de las diferentes técnicas para la medición de 

amoniaco (Y. Kim, L. Choi, & N. Kim, 2004). 

Técnicas Ventaja Desventaja 

Espectroscopía 

UV-visible 
- Alta exactitud y precisión 

- Costo medio 

- Limitado si el periodo de 

muestreo no es adecuado 

Cromatografía 

Iónica 
- Alta exactitud y precisión 

- Costo Alto 

- Limitado si el periodo de 

muestreo no es adecuado 

Detector 

de tubos 

- Conveniente, económico y 

rápido 

- Límite en el rango de trabajo 

(no menor a 1 ppm) 

- Poca precisión 

Química seca 

absorción en ácido 

- Simple, económica, seguro y 

sustentable para bajas 

concentraciones de amoniaco 

en el aire 

- Alta exactitud y precisión 

- Básicamente no continuo 

Fluorescencia 
- Simple y económico 

- Corto tiempo de muestreo 
- Poca exactitud 

Cromatografía 

de gases 

- Muy preciso 

-Puede detectar bajas 

concentraciones 

- Costoso 

- La técnica requiere habilidad 

Infrarrojo no 

dispersivo 
- Relativamente exacto 

- No es completamente 

selectivo para amoniaco 

- Requiere de corrección de 

temperatura y presión 

Tubos denuder - Alta exactitud y precisión - Procedimiento complejo 

Celdas 

electroquímicas 
- Simple y rápido - Poca precisión y exactitud 

Quimioluminiscencia - Alta exactitud 
- Requiere cuidado, calibración 

frecuente 
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A continuación se describe de forma general algunas técnicas y métodos 

analíticos utilizados para la determinación de amoniaco en aire.  

Cromatografía iónica 

El principio de este método es detectar y cuantificar iones amonio (NH4
+), en el 

cual el amoniaco es capturado en una disolución de ácido sulfúrico 0.1 N 

obteniendo así el amonio.  

La cromatografía de intercambio iónico (CI) se basa en la separación y 

determinación de iones con el uso de columnas de intercambio iónico. Cada 

analito es eluido de la columna con diferentes tiempos de retención permitiendo su 

identificación cualitativa y el área de los picos obtenidos corresponde a la 

concentración en disolución. Usualmente se usa un detector de conductividad, 

aprovechando la capacidad de los iones en disolución de transmitir una corriente 

eléctrica. Los principales interferentes en  CI, son otros iones que eluyen dentro 

del tiempo de los iones de interés, y la determinación de iones traza en presencia 

de altos niveles de concentración de otras especies iónicas sigue siendo el más 

difícil de los análisis (E. Jackson, 2000). 

Espectrofotometría UV-Visible  

El principio básico de la espectroscopia UV-Visible para la medición de amoniaco, 

es la captura del gas en una solución acida de ácido sulfúrico o hipoclorito de 

sodio obteniendo el amoniaco en su forma iónica como amonio, al cual se le 

adiciona el reactivo de Nessler´s que es una disolución alcalina de iodomercuriato 

de potasio (K2HgI4).  

El método consiste en que el amonio disuelto reacciona con el reactivo de 

Neesler´s elevando el pH del medio, por el cual se obtiene amoniaco, lo que 

produce una coloración gradual de amarillo a pardo con una ancha banda de 

absorción entre 400 y 425 nm. Cantidades del orden del mg de NH3, absorben 

fuertemente a 550 nm y la ley de Lamber- Beer se cumple hasta 1.25 ppm, 

midiendo la absorbancia a 580 nm en celdas de 1.0 cm de paso óptico, pero estas 

disoluciones no son muy estables y precipitan al cabo de 15 ó 20 min (Pino Perez 

& Perez Bendito, 1983).  
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Otro método conocido es la reacción de Berthelot (indofenol), que es el más útil 

para las mediciones de amoniaco atmosférico. Se encontró que es el método 

estándar de la American Public Health Association (APHA) que proporciono los 

resultados más confiables (Key, et al., 2011). El método implica la reacción de 

amoniaco, hipoclorito y fenol, catalizados por nitroprusiato de sodio para formar 

moléculas de indofenol que tiene una coloración azul intensa. 

Detector de tubos  

El método de detector de tubos para el análisis de amoniaco está compuesta por 

un vial de vidrio a escala que contiene un químico absorbente sobre gránulos de 

soporte inertes. El mecanismo básico del método es que el químico absorbente 

reaccione con el amoniaco en el aire extraído por la bomba de mano, el producto 

químico es el cambio de color, y el grado de cambio de color indica la 

concentración de amoníaco (Y. Kim, L. Choi, & N. Kim, 2004).  

El detector de tubos es muy simple, fácil de usar y más económico que la 

espectrofotometría de UV-Visible y cromatografía iónica.  

Quimioluminiscencia  

Es un método rápido, barato y preciso para la determinación de amoniaco en el 

aire. El amoníaco y el vapor de agua quedan atrapados simultáneamente en un 

tubo de muestreo de gas enfriado por nitrógeno líquido. Posteriormente, el 

amoníaco reacciona con o-ftaldialdehído (OPA) y se determina mediante 

detección de fluorescencia. El método de OPA está basado en la reacción de NH3-

OPA-Na2SO3.   El límite de detección de amoníaco en una muestra gaseosa es de 

aproximadamente 1 nmol por litro de gas. Se sugiere que este método se pueda 

usar para la determinación de amoníaco volátil y otros compuestos en el aire 

durante el monitoreo ambiental y biológico en la investigación (G. Westra, et al., 

2001). 
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8 MARCO TEÓRICO 

 

8.1 EL AMONIACO 

 

Es un compuesto químico que en su conformación contiene un átomo de nitrógeno 

y tres de hidrogeno unidos por enlaces covalentes que presentan un hibridación 

tipo sp3, por lo que la unión es de tipo sigma indicando que es una sustancia 

estable. La molécula no es plana, sino que presenta una forma tetraédrica (ver 

Figura 1) con un vértice vacante en el cual se distribuye el par de electrones no 

enlazantes.  

 

 

Figura 1. Geometría molecular del amónico (QuimiTube, 2012). 

 

Es un gas incoloro con olor característico, más ligero que el aire y muy soluble en 

agua. A pesar de ser clasificado como un gas no inflamable, el amoniaco, puede 

arder en fase vapor y el riesgo de fuego aumenta en presencia de materiales 

combustibles.   

Desde el punto de vista químico, el amoniaco se comporta como una base fuerte, 

combinándose con todos los ácidos. Se disuelve fácilmente en agua donde genera 

el ion amonio (NH4
+) y forma disoluciones alcalinas a causa del hidróxido de 

amonio (NH4OH). El ion amonio no es gaseoso y no se capta por el olor en el 

ambiente. La forma iónica y neutra del amoniaco permanece en equilibrio en la 

disolución y por tanto dichas disoluciones, aún a bajas concentraciones, generan 

vapores de olor irritante (ver hoja de seguridad en el anexo 13.7). 
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Sus fuentes de emisión pueden ser antropogénicas o naturales. Las fuente 

agrícola como los desechos de animales (abono) y fertilizantes, son considerados 

como la principal contribución (el 90% o más). Las fuentes antropogénicas de 

amoniaco incluyen industrias, humanos, mascotas, tiradero de residuos, productos 

de casa y combustión de automóviles, mientras que las fuentes naturales son 

proporcionadas por animales salvajes, quema de biomasa en ecosistemas 

naturales, bosques y plantas.  

En la toxicología del amónico resulta ser un gas irritante con propiedades similares 

a la de cualquier compuesto básico, clasificado como una sustancia que causa 

daños severos a la salud. Dado su alta solubilidad en agua favorece la agresividad 

para los tejidos y las mucosas.  

A niveles de concentración superiores a 20 ppm, se tiene la primera  percepción 

del olor y se informa que el amoniaco es peligroso, causando dolores de cabeza, 

náuseas y quemaduras severas (Laboratorio de Química del Medio e Industria, 

1994).  

 

8.1.1 Aplicaciones y usos  

El amoniaco es una de las sustancias de mayor interés en la industria química por 

su gran variedad de aplicaciones. Resulta ser el segundo producto sintético 

producido a nivel mundial, lo cual se realiza por la reacción entre los gases 

nitrógeno e hidrogeno en condiciones de presión, temperatura y catalizador, 

denominado este proceso como Haber-Bosch, el cual permite obtener un mayor 

rendimiento en la producción de amoniaco. En la actualidad el 80% del amoniaco 

producido en el mundo se utiliza para la fabricación de fertilizantes. 

Los usos del amoniaco pueden ser como: 

 Fertilizante solo o en forma de compuestos como sulfato de amonio 

(NH4)2SO4, nitrato de amonio NH4NO3 y urea (NH2)2C=O. 

 Fabricación de fibras sintéticas y plásticos (nylon, resinas-formaldehído, 

uretano y melanina). También se usa en la producción de fibras acrílicas, 

particularmente en la polimerización de acrilonitrilo, en el cual el amoniaco 
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actúa como un disolvente y cede uno de sus protones para que se lleve a 

cabo la reacción.  

 Producción de ácido nítrico que se puede hacer por oxidación de amoniaco 

con aire a óxido nítrico que también se oxida y produce dióxido de nitrógeno 

el cual se absorbe en agua produciendo ácido nítrico, y que es utilizado en 

los abonos, colorantes, explosivos, fabricación de ácido sulfúrico, 

medicamentos y grabado de metales. 

 Explosivos. El amoniaco es usado en la fabricación de nitrato de amonio el 

cual se usa para preparar explosivos ANFO (Ammonium Nitrate), que es la 

combinación de nitrato de amonio con hidrocarburos que resulta tener una 

alta potencia.  

 Minería como disolución amortiguadora para aumentar el porcentaje de 

extracción de metales principalmente en la extracción de zinc y cobre. 

 Producción de hidracina, aminas, amidas y otros compuestos orgánicos 

nitrogenados que sirven como intermediarios en la industria farmacéutica 

(Petróleos Mexicanos [PEMEX], 2016).  

 Productos de limpieza, se usa como agente limpiador y desengrasante, 

aprovechando su propiedad básica que ayudan a eliminar grasas. Tiene el 

mismo efecto que el hipoclorito de sodio o fenol.  

 

8.1.2 Comportamiento en la atmósfera  

El amoniaco es el gas alcalino más predomínate en la atmósfera, como 

consecuencia juega un importante rol en la neutralización de ácidos 

antropogénicos. La emisión a la atmosfera de NH3 puede experimentar una 

conversión en  amonio aerosol (NH4
+). La velocidad de esta reacción, la cual aún 

es desconocida, tiene una importante relación con la región de emisión de 

amoniaco. La conversión NH3 a NH4
+ aerosol depende de la concentración de 

ácidos en la atmósfera. Las siguientes reacciones de la Figura 2 en fase gas (g), 

liquido (l) o solido (s) resume la producción de amonio (B. McCulloch, et al., 1998). 

El amoniaco una vez reaccionado con las sustancias ácidas para producir 

aerosoles amoniacales, puede sufrir deposición por vía seca o vía húmeda. 
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Además el amoniaco se puede “lavar” del aire rápidamente con ayuda de las 

lluvias, por su alta compatibilidad en este disolvente. 

 

 

Figura 2. Reacciones de neutralización en la atmósfera (B. McCulloch, et al., 

1998).  

 

A causa de las reacciones anteriores, el amoniaco libre tiene una corta duración 

(menor a 5 días) en la atmósfera, sin embargo una transformación a amonio 

aerosol, tiene una duración alrededor de 10 días (Nhu-Thuc, et al., 2013). 

Normalmente el amoniaco está presente en el aire en concentraciones que 

dependen del área de análisis, en zonas urbanas la concentración de amoniaco 

puede estar entre 9 a 48 ppbv; en áreas rurales la concentración puede ir entre 3 a 

12 ppbv (Solórzano García, 2014). 

 

8.1.3 Normatividad 

En México existe la propuesta de la Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-1994 

que limita las emisiones máximas permisibles de emisión a la atmósfera de 

amoníaco proveniente de la fabricación del mismo, la cual no está publicada en el 

diario oficial de la federación y no es obligatorio su cumplimiento.  

Esta propuesta indica que la emisión máxima permisible de amoniaco por 

chimenea de gases residuales del proceso expresado como (NH3) por tonelada de 

producto base 99.9% de pureza, se muestra en la Tabla 2. 

 

 

NH3 (g) + H2O (l)                        NH4
+ + OH- 

NH3 (g) + H2SO4 (l)                       NH4HSO4 (l) 

NH4HSO4 (l) + NH3 (g)                      (NH4)2SO4 (l,s) 

NH3 (g) + HNO3 (g)                      NH4NO3 (s) 

NH3 (g) + HCl (g)                      NH4Cl (s) 
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Tabla 2. Emisiones máximas permisibles de amoniaco. 

 Máximo por día Promedio 30 días de evaluación 

Plantas existentes 0.1875 Kg/ton producto 0.0625 Kg/ton producto 

Plantas nuevas 0.1100 Kg/ton producto 0.0550 Kg/ton producto 

 

El límite máximo permisible de emisión de amoniaco fuera del límite del predio de 

la empresa no debe ser superior a 350 µg/m3 promedio 8 horas, a nivel de piso.  

 

Actualmente sólo existen la Norma Oficial Mexicana NOM-010STPS-1999  la cual 

establece las condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde 

se manejen, transporten, procesen o almacenen sustancias químicas capaces de 

generar contaminación en medio ambiente laboral. La norma define: 

 LMPE-PPT: Límite máximo permisible de exposición promedio ponderado 

en tiempo, es la concentración promedio ponderada en tiempo de un 

contaminante del medio ambiente laboral para una jornada de ocho horas 

diarias y una semana laboral de cuarenta horas, a la cual se puede exponer 

la mayoría de los trabajadores.  

 LMPE-CT: Límite máximo permisible de exposición de corto tiempo, es la 

concentración máxima del contaminante del medio ambiente laboral a la 

cual los trabajadores pueden estar expuestos de manera continua durante 

un periodo máximo de quince minutos, con intervalos de al menos una hora 

de no exposición entre cada periodo de exposición y un máximo de cuatro 

exposiciones en una jornada de trabajo y que no sobrepase el LMPE-PP. 

 CAS: son las iniciales del nombre en inglés del servicio de información de 

compuestos químicos de los Estados Unidos de América (Chemical 

Abstract Service).  

 

En la Tabla 3 se enlistan los valores establecidos en la NOM-010-STPS-1999 para 

los límites máximos permisibles antes citados, para condiciones normales de 

temperatura y presión.   
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Tabla 3. Límites máximos permisibles de exposición para el 

caso de amoniaco. 

No. Sustancia No. CAS LMPE-PPT LMPE-CT 

   ppm mg/m3 ppm mg/m3 

66 Amoniaco 7664-41-7 25 18 35 27 

 

No existe una norma internacional que regule la concentración o la emisión de 

amoniaco en el aire ambiente, pero algunos países han establecido los límites 

máximos de exposición en el aire especificando que sea únicamente en ambiente 

laboral, y las concentraciones van de 18 a 35 mg/m3. La URSS es el único país 

que indica los límites máximos de exposición en el aire ambiente que es de 0.04 

mg/m3 de concentración promedio diario y 0.12 mg/m3 concentración pico por día 

(Organisación Mundial de la Salud [OMS], 1996). 

 

Existe un reporte titulado Acute Exposure Guideline Levels for Selected Airborne 

Chemicals, en el cual se identifica, revisa e interpreta datos toxicológicos y otros 

datos científicos relevantes para desarrollar niveles de referencia de exposición 

aguda (Acute Exposure Guideline Levels, abreviado AEGL), para productos 

químicos altamente tóxicos y de alta prioridad. Los AEGL representan los límites 

de exposición del umbral para el público en general y son aplicables a periodos de 

exposición de emergencia que varían de 10 minutos a 8 horas. Se desarrollan tres 

niveles, cada uno con cinco periodos de exposición (10 min, 30 min, 1h, 4h y 8h) y 

se distinguen por diversos grados de gravedad de los efectos tóxicos. Los tres 

AEGL son definidos de la siguiente manera (Committee on Acute Exposure 

Guideline Levels, Committe on Toxicology, Board on Environmental Studies and 

Toxicology, 2008): 

 

 AEGL-1: Concentración en el aire expresada como ppm o mg/m3, de una 

sustancia por encima de la cual se predice que la población en general, 

incluidos los individuos susceptibles, podrían experimentar incomodidad, 
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irritación o ciertos síntomas sin sentido. Los efectos no son incapacitantes, 

son transitorios y reversibles al cesar la exposición.  

 AEGL-2: Concentración en el aire expresada como ppm o mg/m3, de una 

sustancia por encima de la cual se predice que la población en general, 

incluidos los individuos susceptibles, podrían experimentar efectos 

adversos irreversibles u otros efectos de salud graves y duraderos. 

 AEGL-3: Concentración en el aire expresada como ppm o mg/m3, de una 

sustancia por encima de la cual se predice que la población en general, 

incluidos los individuos susceptibles, podrían experimentar efectos en la 

vida que pongan en peligro la salud o provocar la muerte.  

 

En la Tabla 4, su muestra un resumen de los límites de exposición evaluados para 

amoniaco de acuerdo a Committee on Acute Exposure Guideline Levels, Committe 

on Toxicology, Board on Environmental Studies and Toxicology (2008). 

 

Tabla 4. Resumen de los niveles de exposición aguda (por sus siglas en 

ingles AEGL) evaluados para amoniaco. 

Clasificación 10 min 30 min 1 h 4 h 8 h Referencia  

AEGL-1 

30 ppm 

21 

mg/m3 

30 ppm 

21 

mg/m3 

30 

ppm 

21 

mg/m3 

30 ppm 

21 

mg/m3 

30 

ppm 

21 

mg/m3 

Ligera irritación 

AEGL-2 

(incapacitar) 

220 

ppm 

154 

mg/m3 

220 

ppm 

154 

mg/m3 

160 

ppm 

112 

mg/m3 

110 ppm 

77mg/m3 

110 

ppm 

77 

mg/m3 

Irritación: ojos y 

garganta. Ganas 

de toser 

AEGL-3 

(letal) 

2,700 

ppm 

1,888 

mg/m3 

1,600 

ppm 

1,119 

mg/m3 

1,100 

ppm 

769 

mg/m3 

550 ppm 

385 

mg/m3 

390 

ppm 

273 

mg/m3 

Letal  
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8.2 LA ESPECTROFOTOMETRÍA DE UV-VISIBLE 

 

Los métodos espectrométricos son un grupo de métodos analíticos que se basan 

en la espectroscopía atómica y molecular. El término espectroscopia es un término 

general para la ciencia que trata con las interacciones de las formas de energía y 

la materia para obtener información sobre esta última. Los métodos que más se 

usan se basan en la radiación electromagnética, que es un tipo de energía que 

adopta varias formas. Así, la espectrofotometría es el conjunto de procedimientos 

que utilizan la luz (una región de la radiación electromagnética) para medir 

concentraciones químicas (Harris, 2007).  

La radiación electromagnética se describe por medio de un modelo ondulatorio 

que incorpora características como longitud de onda (λ), frecuencia (ν), velocidad 

y amplitud (A). Este fenómeno ondulatorio no requiere medio de soporte para su 

transmisión, por tanto pasa con facilidad por el vacío.  

La Figura 3 muestra la radiación electromagnética polarizada, que se propaga a lo 

largo del eje x de una sola frecuencia. En a) el campo electromagnético oscila en 

un plano perpendicular al campo magnético, y b) se muestra la oscilación del 

campo eléctrico. 

 

 
Figura 3. Radiación electromagnética de una sola frecuencia (Skoog, Holler, & 

Crouch, 2008). 
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Desde el punto de vista de  energía, es más conveniente concebir la radiación 

electromagnética como partículas, llamadas fotones. Cada fotón transporta la 

energía, E, dada por la Ecuación 1. 

 

𝐸 = ℎ𝑣 =
ℎ𝑐

𝜆
 

 

Donde: 

 h = es la constante de Planck (igual a 6.62618x10-34 J s). 

v = frecuencia (s-1) que corresponde al número de oscilaciones completas de una 

onda en un segundo. 

c = velocidad de la luz (2,998 x 108 m/s en el vacío). 

λ = longitud de onda.  

 

En la Figura 4 se muestra el espectro electromagnético el cual abarca una enorme 

gama de longitudes de onda y frecuencia (y, por tanto, de energías). También se 

muestra las regiones espectrales principales, las cuales se basan en los métodos 

usados para generar y detectar las distintas clases de radiación.  

 

 
Figura 4. Regiones en el espectro electromagnético (Scientific Committee on 

Emerging and Newly Identified Health Risks, 2008). 

 

Ecuación 1 
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La espectroscopía de absorción molecular en las regiones ultravioleta y visible del 

espectro electromagnético (longitud de onda de 190 a 800 nm), se usa 

ampliamente en la determinación cuantitativa de una gran cantidad de especies 

inorgánicas, orgánicas y biológicas. Dicha región del espectro electromagnético es 

el estudio de interés para fines de este trabajo. 

 

8.2.1 Interacción de la radiación y la materia  

Todos los átomos o moléculas poseen un número discreto de niveles de energía. 

A temperatura ambiente la mayoría de las especies se encuentran en su nivel 

energético más bajo denominado estado fundamental o basa. De acuerdo a la 

Ecuación 2,  la absorción de radiación ultravioleta o visible por una especie 

atómica o molecular M consiste en una excitación electrónica, en la que un 

electrón de la especie M es promovido a un estado de energía más elevado, del 

cual el producto de la absorción del fotón hv por M es una especie excitada 

electrónicamente M*.  

 

 

 

El proceso de relajación ocasiona que M* salga del estado de excitación y regrese 

a su estado fundamental. La relajación puede ocurrir por la conversión de la 

energía de excitación en calor, por un proceso fotoquímico que es la 

descomposición de M* para dar lugar a nuevas especies, la fluorescencia o 

fosforescencia.  

Es importante mencionar que el tiempo de vida de la especie excitada es breve 

(10-8 a 10-9 s), por lo que su concentración en cualquier momento es insignificante. 

La cantidad de energía térmica desarrollada en la relajación es también muy 

pequeña, por lo que en las mediciones de absorción perturban al mínimo el 

sistema en estudio, a excepción de la descomposición  fotoquímica. Con lo 

anterior, es posible adquirir información relacionada con el analito al medir la 

radiación electromagnética emitida cuando regrese a su estado basal o al medir la 

cantidad de radiación electromagnética absorbida como resultado de la excitación 

M   +  hv                   M* Ecuación 2 
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(Skoog, Holler, & Crouch, 2008). En general, cuando se obtienen espectros de 

UV-visible, sólo se desea que ocurra la absorbancia.  

 

8.2.1.1 Absorción de la radiación  

La luz es una forma de energía, la absorción de la luz por la materia causa que 

aumente el contenido de energía de las moléculas o átomo. La energía potencial 

total de una molécula, generalmente se representa como la suma de energías 

electrónicas, vibracionales y rotacionales (ver Ecuación 3), siendo la energía 

electrónica la de mayor valor (ver Ecuación 4). 

 

𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑛𝑖𝑐𝑎 + 𝐸𝑣𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 + 𝐸𝑟𝑜𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 
 

La cantidad de energía que una molécula posee en cada forma no es un continuo, 

sino una serie de niveles o estado discretos. 

 

𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑛𝑖𝑐𝑎 > 𝐸𝑣𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 > 𝐸𝑟𝑜𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙                        
 

En algunas moléculas y átomos, los fotones de luz UV y visible tienen suficiente 

energía para causar transiciones entre los diferentes niveles. La longitud de onda 

de luz absorbida es aquella que tiene la energía requerida para mover un electrón 

desde un nivel  de energía inferior a uno superior. Sin embargo en las moléculas, 

los niveles de energía vibracional y rotacional están superpuestos sobre los 

niveles de energía electrónica, por tanto pueden ocurrir muchas transiciones con 

diferentes energías. 

La Figura 5 muestra el diagrama de los niveles de energía, S1 y S2 representan los 

distintos niveles electrónicos de una molécula de nivele energético fundamental 

S0. También se observa los estados vibraciones para cada nivel  energético, 

donde las diferencias entre los estados vibracionales son menores que entre 

niveles de energía. Además, cada estado vibracional está a su vez asociada a 

varios niveles rotacionales.  

Como estas diferencias de energía son únicas para cada especie, el estudio de las 

frecuencias de radiación absorbida proporciona un medio para caracterizar los 

Ecuación 3 
 

Ecuación 4 
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constituyentes de una muestra. Con este objeto, se determina en forma 

experimental una gráfica de absorbancia en función de la longitud de onda y se 

pueden correlacionar los tipos de enlaces de la especie en estudio. Por tanto, la 

espectroscopía de absorción molecular es valiosa para identificar grupos 

funcionales en una molécula (Skoog, Holler, & Crouch, 2008). Pero más 

importante es la aplicación en la determinación cuantitativa de compuesto que 

contienen grupos absorbentes. 

 

 
Figura 5. Transiciones electrónicas y espectros UV-visible en moléculas (Owen, 

2000). 

 

La absorción de radiación ultravioleta y visible corresponde a la excitación de los 

electrones externos de átomos y moléculas, para lo cual hay tres tipos de 

transiciones electrónicas que involucran: 

1. Electrones π, σ y n 

2. Electrones d y f 

3. Electrones de transferencia de carga 

Para efectos de este trabajo, el interés solo se enfoca en el primero caso, ya que 

los otros dos corresponden a metales e iones de la serie de transición y 

compuestos de coordinación.  

Las moléculas orgánicas distribuyen sus electrones en diferentes niveles 

electrónicos llamados orbitales moleculares, los orbitales de menor energía son 
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los σ y le siguen los orbitales π. Estos niveles electrónicos se disponen en la 

región de enlace del diagrama. Si en la molécula existen átomos con pares 

electrónicos libres (oxígeno, azufre, nitrógeno, halógeno) tendremos la región de 

no enlace simbolizado con la letra n. En la región de antienlace se encuentran los 

orbitales moleculares π* y σ*. 

Una molécula en su estado fundamental tiene ocupado los orbitales de enlace y 

no enlace,  y desocupados los orbitales de antienlace, por tanto las transiciones 

electrónicas posibles se muestran en la Figura 6. La energía de excitación 

asociada de n electrones no enlazantes hacia σ* es lo suficientemente alta para 

que su absorción quede restringida a la región conocida como ultravioleta vacío 

(λ<180 nm).  

Un electrón en el orbital σ es excitado al orbital de antienlace σ* y π* requieren 

una alta energía, siendo que su absorción máxima no se observa en el espectro 

típico UV-visible (200-700 nm). 

 

 
Figura 6. Cinco tipos de transiciones electrónicas. Estos ocurren de los orbitales 

de enlace y no enlace a los de antienlace (Fernández, s.f.).  

 

La mayoría de las aplicaciones de espectroscopia de absorción en compuestos 

orgánicos se basan en transiciones de los electrones n y π al estado excitado π* 

porque la energía requerida para estos procesos lleva las bandas de absorción 

hacia dentro de la región ultravioleta-visible (200-700 nm). Las transiciones 𝑛 → 𝜋∗ 

y 𝜋 → 𝜋∗requiere la presencia de un grupo funcional no saturado que aporte los 
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orbitales π. Moléculas que contiene dichos grupos funcionales y son capaces de 

absorber la radiación UV-visible se les denomina cromóforos (ver Tabla 5). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2.2 Ley de Lambert-Beer 

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz disminuye. La 

potencia radiante, P, es la energía del haz de luz por unidad de tiempo y de área. 

La luz se hace pasar a través de un monocromador para seleccionar una longitud 

de onda, mejor conocida como luz monocromática. Dicha luz, con una potencia 

radiante Po incide en una muestra de longitud b, la potencia radiante del haz que 

emerge por el lado opuesto de la muestra es P, porque la muestra puede haber 

absorbido algo de luz, P ˂ Po (Harris, 2007) tal como se muestra en la Figura 7. 

Tabla 5. Longitudes de onda de máxima absorción de los 

principales grupos cromóforos. 

Cromóforo Transición λmax (nm) 

R-OH 𝑛 → 𝜎∗ 180 

R-O-R 𝑛 → 𝜎∗ 180 

R-NH2 𝑛 → 𝜎∗ 190 

R-SH 𝑛 → 𝜎∗ 210 

R2C=CR2 𝜋 → 𝜋∗ 175 

R-C≡C-R 𝜋 → 𝜋∗ 170 

R-C≡N 𝑛 → 𝜋∗ 160 

R-N=N-R 𝑛 → 𝜋∗ 340 

R-NO2 𝑛 → 𝜋∗ 271 

R-CHO 
𝜋 → 𝜋∗ 

𝑛 → 𝜋∗ 

190 

290 

R2CO 
𝜋 → 𝜋∗ 

𝑛 → 𝜋∗ 

180 

280 

RCOOH 𝑛 → 𝜋∗ 205 

RCOOR´ 𝑛 → 𝜋∗ 205 

RCONH2 𝑛 → 𝜋∗ 210 
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Figura 7. Atenuación de un haz de radiación mediante una solución absorbente 

(Skoog, Holler, & Crouch, 2008). 

 

La relación directa entre P y Po se denomina transmitancia T (ver Ecuación 5), que 

es la fracción de la luz incidente que pasa a través de la muestra.  

 

𝑇 =
𝑃

𝑃𝑂
 

 

Por tanto, T puede valer de 0 a 1 y la absorbancia se define como:  

 

𝐴 = −𝑙𝑜𝑔10 (
𝑃

𝑃𝑂
) = − 𝑙𝑜𝑔 𝑇 

 

En el caso de la radiación monocromática, la absorbancia es directamente 

proporcional a la longitud b de la trayectoria a través de un medio y la 

concentración c de la especie absorbente, (ver Ecuación 7) 

 

𝐴 = 𝜖𝑏𝑐                                        

𝐴 = 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝑎𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙) 

𝑐 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (
𝑚𝑜𝑙

𝐿
= 𝑀) 

𝑏 = 𝑃𝑎𝑠𝑜 ó𝑝𝑡𝑖𝑐𝑜, 𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎 (𝑐𝑚) 

𝜖 = 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟 𝑜 𝑐𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑖𝑐𝑖ó𝑛 (𝑀−1𝑐𝑚−1) 

 

Ecuación 7 
 

Ecuación 5 
 

Ecuación 6 
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La relación anterior expresa la ley de Lambert-Beer, la cual sienta las bases del 

análisis cuantitativo tanto para las mediciones de la absorbancia atómica como la 

molecular (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).  

La absortividad molar considerada en la ley de Lamber- Beer es característica de 

cada  especie y nos dice cuánta luz absorbe a una longitud de onda determinada. 

Este parámetro puede ser calculado al reordenar la ecuación (ver Ecuación 8) que 

representa la ley.  

𝜖 =
𝐴

𝑏𝑐
  

 

8.2.2.1 Limitaciones de la ley 

Existen algunas desviaciones que son fundamentales y representan limitaciones 

propias a la ley, mientras que otras son resultado de la forma en que se realizan 

las mediciones de absorbancia o como consecuencia de cambios químicos. A 

continuación se mencionan a detalle las limitaciones a esta ley y sus causas. 

 

1) Concentración del analito 

La ley de Lambert-Beer es restrictiva ya que únicamente describe el 

comportamiento de absorbancia de un analito a concentraciones bajas (≤ 0.01 𝑀). 

El grado de interacción soluto-solvente, soluto-soluto, o los puentes hidrógeno 

pueden afectar el ambiente del analito y su capacidad de absorción. Es decir, al 

aumentar la concentración del analito, la distancia promedio entre moléculas y/o 

iones responsables de la absorción disminuye hasta el punto en que cada 

partícula altera la distribución de cargas de las moléculas vecinas, modificando la 

capacidad de absorción de la especie. Así la magnitud de la interacción entre 

moléculas depende de la concentración.  

 

2) Desviaciones químicas aparentes 

Estas desviaciones es causa de la disociación, asociación o reacción del analito 

con el disolvente para originar un producto con un espectro de absorción diferente 

al de la especie de interés, por ejemplo, las disoluciones acuosas de los 

indicadores ácido/base son característicos de este comportamiento.  

Ecuación 8 
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3) Desviaciones instrumentales 

La ley de Lambert- Beer se cumple en forma rigurosa cuando las mediciones se 

efectúan con radiación monocromática. Sin embargo, la relación entre la 

absorbancia y la concentración deja de ser lineal cuando se realiza mediciones 

con radiación policromatica (a varias longitudes de onda) ya que la absortividad 

molar de una especie en particular difiere entre sí a diferentes longitudes de onda. 

En la Figura 8 se observa la desviación de la linealidad a medida que se 

incrementa la diferencia entre los valores de absortividad molar del analito ɛ´ y ɛ´´ 

para dos longitudes de onda λ´ y λ´´. Si las absortividades molares son iguales a 

las dos longitudes de onda, la ley de Lambert-Beer se cumple. 

 

 
Figura 8.Desviaciones de la ley de Lambert-Beer con radiación policromática 

(Skoog, Holler, & Crouch, 2008).  

 

Si las bandas de longitud de onda seleccionada para mediciones 

espectrofotométricas corresponden a una región del espectro de absorción en el 

que la absortividad molar del analito es en esencia constante, las desviaciones 

respecto a la ley de Beer son mínimas. Es recomendable seleccionar una banda 

de longitud de onda cercana a la longitud de onda de absorción máxima (ver 

Figura 9 inciso a), en la cual la absortividad del analito cambia poco y con ello 

obtener una buena linealidad (ver Figura 9 inciso b). 



Página | 22  
 

a)         b)  

 

Figura 9. Desviaciones a la relación lineal de la ley de Lambert-Beer al no elegir la 

longitud de onda de máxima absorbancia (Skoog, Holler, & Crouch, 2008). 

 

8.2.3 Instrumentación 

Los instrumentos para medir la absorbancia de radiación UV o visible constan de 

una fuente, selector de longitud de onda, recipiente para muestra, transductor de 

señal y procesador de señal.  

Un ejemplo de la instrumentación se observa en la Figura 10, en a) es un 

espectrofotómetro de haz sencillo, donde se debe alternar la medición del blanco y 

la muestra y b) es un espectrofotómetro de doble haz, donde la luz pasa 

alternadamente por las celdas de la muestra y el blanco a causa de la rotación de 

un espejo cortador. 

 

8.2.3.1 Fuente 

Para mediciones de absorción molecular es necesario disponer de una fuente 

continua cuya potencia radiante no cambie en un intervalo considerado de longitud 

de onda.  

a. Lámparas de deuterio e hidrógeno 

La excitación electrónica del deuterio o hidrógeno a baja presión produce un 

espectro continuo en la región ultravioleta.  

 

                      

 

D2   +  Ee              D2*            D´ + D´´ + hv 

 

Ecuación 9 
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En este tipo de lámparas se debe usar celdas de cuarzo, ya que la absorción del 

vidrio es muy fuerte a longitudes de onda menores de 350 nm.  

 

 
 

 

 

Figura 10. Diagrama de un espectrofotómetro. 

 

b. Lámparas de filamentos de tungsteno.  

Son la fuente más común de radiación visible y del infrarrojo cercano, ya que 

proporciona longitudes de onda comprendida entre 350 y 2500 nm.  

La lámpara de tungsteno, contienen una pequeña cantidad de yodo dentro de la 

envoltura de cuarzo en la que se aloja el filamento de tungsteno. El yodo 

reacciona con el tungsteno gaseoso formado por sublimación, produciendo el 

compuesto volátil WI2. Cuando las moléculas de dicho compuesto chocan con el 

filamento, se produce su descomposición y el tungsteno se vuelve a depositar.  

 

a) 

b) 

Fuente 

de luz
Espejo Monocromador

Espejo

Semiespejo

Espejo

Espejo

Referencia

Muestra

Detector 1

Detector 2

Po

P
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c. Diodos emisores de luz (LED, por sus siglas en ingles).  

Son dispositivos que al llegar a tener polarización directa producen energía 

radiante. Son comunes los diodos fabricados con arseniuro de aluminio y galio, 

fosfuro de arsénico y galio, fosfuro de galio, y nitruro de galio e indio. Las mezclas 

de estos compuestos se usan para desplazar el máximo de la longitud de onda a 

cualquier lugar en la región de 375 a 1000 nm o más. Estos diodos producen un 

espectro continuo en un intervalo angosto de longitudes de onda. 

 

d. Lámparas de arco de xenón 

Producen una radiación intensa al pasar la corriente a través de una atmósfera de 

xenón. El espectro es continuo en un intervalo comprendido entre 200 y 1000 nm. 

 

8.2.3.2 Selectores de longitud de onda  

La mayor parte de análisis espectroscópicos requieren radiación que consiste de 

un grupo de longitud de onda limitadas, angostas y continuas llamadas bandas.  

Una banda angosta intensifica la sensibilidad de las medidas de absorbancia, 

puede proporcionar selectividad y se le requiere para obtener una relación lineal 

entre la señal óptica y la concentración. Idealmente, la salida de radiación desde 

un selector de longitud de onda sería de una sola longitud de onda o frecuencia, 

pero ningún selector de longitud de onda real se aproxima a esta idea. 

Hay dos tipos de selectores de longitud de onda: 

 

a. Filtros 

Existen filtros de interferencia los cuales dependen de la interferencia óptica para 

proporcionar banda angosta de radiación. Los filtros  de absorción, se usan 

ampliamente para la sección de bandas en la región visible y su función es 

absorber porciones seleccionadas del espectro.  

 

b. Monocromadores 

Estos dispersan la luz en las longitudes de onda que la compone y selecciona una 

banda estrecha de longitud de onda, que es la que pasa por la muestra o llega al 
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detector. Los monocromadores están compuestos por una ranura que proporciona 

una imagen óptica rectangular, una lente o espejo colimador que produce un haz 

paralelo de radiación, una red que dispersa la radiación en las longitudes de onda 

que se compone, un enfoque que reforma la imagen de la ranura de entrada y la 

enfoca sobre una superficie plana (plano focal) y una rendija de salida en el plano 

focal que aisla la banda espectral deseada (ver Figura 10 inciso a). 

 

8.2.3.3 Recipiente para la muestra 

Las celdas o cubetas en las que se coloca la muestra y el disolvente deben ser de 

un material que deje pasar la radiación de la región espectral de interés. Para 

espectroscopía en la región ultravioleta se requieren celdas de cuarzo o sílice 

fundida, las cuales también son transparentes en la región visible. Aunque, en esa 

región pueden utilizarse celdas de vidrio de silicato. 

Las mejores celdas tienen ventanas perfectamente perpendiculares a la dirección 

del haz para reducir al mínimo las pérdidas por reflexión. La longitud de celda más 

común es de 1 cm. A veces se emplean las cubetas cilíndricas pero se debe poner 

especial cuidado en repetir la posición de la cubeta respecto al haz, ya que las 

variaciones en la longitud de la trayectoria y en la perdida por reflexión en 

superficies curvas pueden causar errores importantes. 

La calidad de las medidas de absorbancia depende en gran medid del uso y 

mantenimiento que se hagan a las cubetas. Las huellas dactilares, la grasa u otras 

señales sobre las paredes de las celdas alteran el paso de la radiación incidente a 

la muestra. Las cubetas calibradas no deben secarse mediante la acción del calor 

ya que puede causar daños físico o cambios en la longitud de trayectoria. Las 

celdas se deben calibrar regularmente entre sí con una solución absorbente. 

 

8.2.3.4 Transductor de radiación 

Los transductores o también conocidos como detectores, convierten la energía 

radiante en una señal eléctrica. El transductor ideal debe tener una alta 

sensibilidad, una alta relación señal-ruido y una respuesta constante a un amplio 

intervalo de longitudes de onda. Además debe tener un tiempo de respuesta 
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rápido y una señal de salida cero si no hay iluminación. La señal eléctrica 

producida por el transductor ideal debe ser directamente proporcional a la potencia 

radiante.  

Existen dos tipos generales de transductores, de fotones y de calor, de los cuales 

el primero se usa ampliamente en las mediciones de radiación UV y visible.  

Todos los transductores de fotones, también conocidos como detectores 

fotoeléctricos, tienen una superficie activa que absorbe la radiación. En algunos, la 

energía absorbida causa emisiones de electrones y hace que se produzca una 

corriente fotoeléctrica, en otros la radiación impulsa a los electrones a las bandas 

de conducción, por lo que la detección se basa en la conductividad. 

 

8.2.3.5 Procesadores de señal y dispositivo de lectura 

Un procesador de señal es un dispositivo electrónico que amplifica la señal 

eléctrica proveniente del transductor ejecutando operaciones matemáticas con la 

señal, como derivaciones, integraciones o conversiones a un logaritmo para 

hacerla más adecuada en el funcionamiento de los dispositivos de lectura. Se 

pueden encontrar diferentes tipos de dispositivos que desplieguen la información 

en los instrumentos modernos de tal forma que pueda ser interpretada. 

 

8.2.4 Tratamiento de la muestra 

Las mayores fuentes de error en espectroscopía UV-visible están relacionadas 

con el tratamiento y la química de la muestra. Varios factores, que incluyen el 

disolvente utilizado, la concentración, pH y temperatura de la muestra, pueden 

afectar la posición e intensidad de las bandas de absorción de las moléculas. 

Estos parámetros deben controlarse para asegurar máxima precisión y para poder 

comparar espectros medidos bajo diferentes condiciones (Owen, 2000).  

El disolvente ideal para la preparación de muestras sería aquel que disuelva todos 

los tipos de compuestos, debe ser no inflamable y no tóxico, además de 

completamente transparente a todas las longitudes de onda. También la polaridad 

de un disolvente puede modificar el entorno electrónico de un cromóforo 

absorbente.  
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La concentración, normalmente solo afecta la intensidad de las bandas. A 

concentraciones altas, las interacciones moleculares pueden causar cambios en la 

posición de la banda de absorbancia, lo que afecta la linealidad de la 

concentración en relación con la absorbancia, y llevar a resultados cuantitativos 

inexactos.  

Los efectos del pH sobre los espectros de absorbancia pueden ser muy grandes y 

ser resultado principalmente por variaciones del equilibrio entre dos formas 

diferentes. Si el espectro de la muestra se afecta por el pH, debe utilizarse una 

disolución reguladora para controlar este parámetro.  

 

8.3 FUNDAMENTO DEL MÉTODO  

 

La determinación de amoniaco  por espectrofotometría está basada en la reacción 

de amoniaco disuelto en un medio acuosa con fenol e hipoclorito de sodio 

produciendo la molécula indofenol, el cual tiene un color azul intenso en un medio 

alcalino (pH= 8-11) y que pueda ser catalizada por nitroprusiato de sodio. 

Se considera amonio disuelto tanto al amoníaco libre (NH3) como a los iones 

amonio (NH4
+) presentes en disolución. Si este tiene un pH superior a 9.2 la 

concentración de amoniaco tiende a incrementar, y si el pH llega a ser menor al 

mencionado, la concentración de amoniaco disminuye y la de amonio aumenta 

(ver Figura 11). 
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Figura 11. Porcentaje de NH4
+ y NH3 en función del pH (Illinois State Water 

Survey, 2004). 

 

Obtener la molécula indofenol a partir de amoniaco procede de varias etapas. La 

primera etapa es la reacción entre el amoniaco e hipoclorito de sodio para dar 

como primer producto la monocloroamina (NH2Cl), que es un compuesto oxidante 

menos fuerte al hipoclorito. Esta primera reacción puede formar tres tipos de 

cloroaminas inorgánicas diferentes (NH2Cl, NHCl2, NCl3) dependiendo del valor del 

pH, el cual debe ser de 8.4 o mayor para obtener únicamente la monocloroamina 

que es el compuesto principal que se desea obtener, y la proporción ideal de 

hipoclorito:amoniaco debe ser de 6:1, ya que si hay mayor cantidad de amoniaco 

se suele formar las dicloroaminas y tricloroaminas. La segunda  

La segunda etapa es la reacción de la monocloroamina y el fenol en presencia de 

hipoclorito para formar p-benzoquinona-N-cloroimina en presencia de nitroprusiato 

de sodio como catalizador. La quinona formada reacciona con otra molécula de 

fenol y forma el indofenol. La reacción de formación de indofenol se muestra en la 

Figura 12. 

El cambio de color del indofenol está asociado al valor de pH del medio (ver 

Figura 13), razón de ser necesario el uso de un buffer que mantenga un pH básico 

para solo obtener la especie química disociada del indofenol. 
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OH

+ NH2Cl

O

N

Cl

ClO- + 2H2O    +     HCl

Fenol

p-benzoquinona-N-cloroimina

OH

N

-O O

Indofenol

NaClO Na+        +      ClO-

ClO-     +    NH3 NH2Cl      +        OH-

Monocloroamina

+

[Fe(CN)5NO2]4-

+   OH-

+    HCl

 

Figura 12. Reacción de Berthelot. Secuencia de reacciones para la formación de 

indofenol en un medio alcalino. 

 

 

N O

OH

N O

-O

H+
+

Color amarillo en disolución
pH = 6.3

Color azul en disolución
pH = 12.3  

 

Figura 13. Molécula de indofenol en equilibrio acido-base. 

 

El pH del medio de reacción resulta ser el parámetro más crítico para la 

determinación de amoniaco con el método azul de indofenol. A un valor de pH 

inferior a 8, la reacción no comienza (M. Tzollas, et al., 2010). El requerimiento de 

un orden de adición de los reactivos se explica con base a las reacciones 
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propuestas. En el medio de reacción se debe colocar primero un buffer que 

permita tener condiciones alcalinas, posteriormente se adiciona el hipoclorito de 

sodio al amoniaco antes del fenol para poder formar la monocloroamina. Si el fenol 

se adiciona primero y posteriormente se agrega el hipoclorito la producción de 

monocloroamina se reduce, ya que el fenol resulta ser una sustancia sensible a 

agentes oxidantes. La disociación del átomo de hidrógeno perteneciente al grupo 

hidroxilo del fenol, forma el radical feniloxilo que es estabilizado por resonancia. El 

radical así formado puede continuar oxidándose con facilidad y conllevar a la 

formación de productos tales como dihidroxibenceno, trioxibenceno y/o quinonas. 

El hipoclorito al ser un compuesto químico fuertemente oxidante reacciona con el 

fenol, antes de poder formar la monocloroamina.  

 

El nitroprusiato de sodio, también conocido como nitroferricianuro de sodio y en 

este texto abreviado como NF es generalmente incorporado como un reactivo en 

procedimiento de análisis para la determinación de amoníaco por la reacción de 

Berthelot. Dado que este reactivo aumenta la velocidad de reacción, se conoce 

generalmente como catalizador.   

Se reveló que en la reacción de Berthelot, el NF se convierte rápidamente a 

nitritopentacianoferrato de sodio en disolución alcalina. Después de esta reacción 

inicial, se establece un equilibrio entre NF y acuopentacyanoferrato de sodio 

(AqF), tal como se muestra en la Figura 14. 

Hay evidencia de que AqF es el catalizador real para la reacción de Berthelot, que 

es responsable de una mayor sensibilidad. 

 

[Fe(CN)5NO]2-
+   2OH- [Fe(CN)5NO2]4- +   H2O [Fe(CN)5H2O]3- +  NO2

-

NF AqF  
Figura 14. Equilibrio en disolución acuosa del nitroprusiato de sodio. 

 

8.4 IMPLEMENTACIÓN DEL MÉTODO 

 

Para este trabajo fue necesario hacer una verificación del método, azul de 

indofenol, lo cual consiste en confirmar por la provisión de evidencia objetiva de 
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que se cumple los requisitos para el método. La verificación consiste en evaluar el 

desempeño del método para demostrar que cumple con las características para el 

uso previsto. Se debe contar con la técnica  para realizarlo adecuadamente 

tomando en consideración las propias instalaciones, equipo y persona.  

Lo parámetros de desempeño son la evidencia objetiva que caracterizan al 

método e indican que tan bueno es para el propósito que se desarrolló. Por tanto, 

los parámetros recomendados para un método que incluye mediciones por 

espectrometría de ultravioleta-visible se mencionan a continuación con su 

respectiva definición. 

 

8.4.1 Intervalo de trabajo 

Intervalo comprendido entre las concentraciones superior e inferior (incluyendo 

dichas concentraciones) y para las que se ha demostrado que el analito es 

cuantificado con un nivel satisfactorio de repetibilidad, recuperación y linealidad 

(Vega Rodriguez, 2011). El intervalo de trabajo es generalmente más amplio que 

el intervalo lineal. 

 

8.4.2 Linealidad 

Es la capacidad del método para obtener resultados proporcionales a la 

concentración del analito en las muestras, dentro de un determinado rango.  

La relación entre la respuesta del instrumento con la concentración no tiene que 

ser perfectamente lineal para que un método sea efectivo, pero la curva debe ser 

repetible (Eurachem, 2005). 

 

8.4.3 Límite de detección 

La menor concentración del analito en una muestra que puede detectarse, pero no 

necesariamente cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la prueba 

(Centro Nacional de Metrología [CENAM], 2008).  

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad 

relacionada, como en el análisis de trazas, es importante saber cuál es la 

concentración más baja del analito que se desea detectar confiablemente por el 
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método. Normalmente es suficiente proporcionar un indicativo del nivel al cual la 

detección resulta problemática.  

 

8.4.4 Límite de cuantificación  

Es la concentración más baja del analito que puede determinarse con un nivel de 

incertidumbre aceptable. Debe establecerse empleando materiales de referencia o 

muestras apropiadas.  

Algunas convenciones toman el límite de cuantificación como 5, 6 o 10 veces la 

desviación estándar de la medición del blanco (Centro Nacional de Metrología 

[CENAM], 2008).  

 

8.4.5 Repetibilidad 

Grado de concordancia entre resultados analíticos individuales, cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente por un solo analista, usando los mismos 

instrumentos, mismo lugar y método en intervalos cortos de tiempo. 

 

8.4.6 Reproducibilidad  

Proximidad de la concordancia entre los resultados de las mediciones del mismo 

mensurando haciendo variar las condiciones de medición. Para lo cual es 

necesario especificar las condiciones que se hacen variar,  las cuales pueden ser: 

el principio de medición, el método de medición, el observador, el instrumento de 

medición, el patrón de referencia, el lugar, las condiciones de uso o el tiempo.  

 

8.4.7 Sesgo  

Es la diferencia entre el valor promedio obtenido de los resultados de prueba con 

respecto a un valor de referencia aceptado o conocido.  

Existen tres formas de evaluarlo: 

 Uso de material de referencia o material de referencia certificado 

Material o substancia en el cual uno o más de los valores de sus 

propiedades son suficientemente homogéneos y bien establecidos como 

para ser utilizados en la evaluación del desempeño de un método.  
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 Uso de métodos de referencia  

Comparación de resultados del método a prueba con los obtenidos por un 

método normalizado, que puede utilizar una técnica analítica diferente.  

 

 Experimentos de recobro 

Porción de la cantidad de analito presente en la muestra o adicionado a 

esta (fortificar), que debe ser cuantificada efectivamente por el método de 

ensayo.  

Es una forma de evaluar la eficiencia del proceso de preparación e 

interferencia que puedan existir para detectar todo el analito presente en 

una muestra al aplicar el método. 
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9 METODOLOGÍA  

 

En esta sección se describe el procedimiento que se siguió para realizar las 

pruebas experimentales de los parámetros de desempeño que caracterizan al 

método. La lista de materiales, equipo y reactivos utilizados se enlistan en los 

anexos 13.1 y 13.2.  

 

La evaluación del método se limita a obtener evidencia de que se puede 

cuantificar la concentración de amónico que haya sido capturado en disolución del 

aire además de la fortificación que se pueda realizar a las muestras (adición de 

una concentración conocida del analito), ya que las concentraciones de amoniaco 

más altas esperadas capturar del aire ambiente en disolución están alrededor de 

0.28 ppm, equivalente a una concentración de 0.3 ppm de amonio, de acuerdo a la 

relación de la Ecuación 10. Se debe tener presente que el amoniaco se captura del 

aire en una disolución ácida contenida en burbujeadores y con el uso de una 

bomba que arrastra aire hacia la disolución.  

 

[𝑁𝐻3] = [𝑁𝐻4
+] ∗ (

17
𝑔

𝑚𝑜𝑙
 𝑁𝐻3

18
𝑔

𝑚𝑜𝑙
 𝑁𝐻4

+
) 

 

Hay que recordar que este método consiste en cuantificar amoniaco por medio de 

la reacción de Berthelot, las muestras obtenidas contendrán el amoniaco como 

amonio ya que la disolución en la cual se captura es acida, razón de que se 

implemente el método usando disoluciones patrón de amonio para imitar las 

condiciones en las que estarán las muestras.  

 

9.1 PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACIÓN DEL MÉTODO. 

 

En esta sección se describe a detalle cómo se realizó la experimentación de cada 

parámetro de desempeño. En todos ellos se debe tener en cuenta el siguiente 

procedimiento para revelar el color de las disoluciones estándares de amoniaco o 

Ecuación 10 
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de alguna muestra, el cual consiste en añadir 2.0 mL de la disolución buffer, 5.0 

mL de disolución de trabajo de fenol, 5.0 mL de agua destilada o desionizada, 2.5 

mL de la disolución de trabajo de hipoclorito de sodio y se lleva al aforo con agua 

a un volumen final de 25.0 mL. Se debe esperar al menos 30 min para que la 

reacción proceda por completo y revele el color (ver Figura 15). 

Las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 630 nm en 

una celda con un paso óptico de 1 cm. 

La descripción de  la elaboración de disoluciones mencionadas anteriormente se 

encuentra en el anexo 13.3.  

 

 

Figura 15. Ejemplo de disoluciones estándar de amonio una vez desarrollado el 

color. 

 

9.1.1 Intervalo de trabajo y linealidad 

Se realizó una curva de calibración a partir de la disolución de trabajo de amonio 

tal como se muestra en la Tabla 6. El intervalo de trabajar se propuso con base a 

las concentraciones de amonio en disolución que se espera encontrar en las 

muestras. 
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Se repitió la preparación de cada nivel tres veces, leyendo la absorbancia de cada 

nivel seis veces. 

 

  

El blanco que se utilizó se preparó con  2 mL de ácido sulfúrico 0.1 N y la adición 

de las disoluciones mencionadas en la sección 9.1 Procedimiento para la 

evaluación del método. 

 

Se utilizó el método de mínimos cuadrados para determinar la ecuación de la recta 

así como el coeficiente de correlación, el cual indica la linealidad del método.  

Los criterios de aceptación para la linealidad e intervalo de trabajo son: 

 Tener un coeficiente de correlación (r) mayor o igual a 0.98, ya que se está 

analizando concentraciones traza. 

 Valor de pendiente cercano a 1. 

 Error aleatorio en la respuesta del instrumento no mayor al 5%. 

 Gráfica de residuales no debe mostrar tendencia. 

 

9.1.2 Límite de detección y de cuantificación. 

Se hicieron 3 blancos de curva independientes y se realizaron lecturas de 

absorbancia de cada uno por sextuplicado, a partir de lo cual se puede calcular los 

límites de detección y cuantificación. 

Tabla 6. Descripción de la preparación de los estándares NH4
+. 

Nivel  
Concentración NH4

+
 

(ppm) 

Alícuota disolución de 

trabajo NH4
+

 (mL) 

Volumen final 

(mL) 

1 0.08 0.2 25.0 

2 0.2 0.5 25.0 

3 0.4 1.0 25.0 

4 0.8 2.0 25.0 

5 1.2 3.0 25.0 

6 1.6 4.0 25.0 

7 2.0 5.0 25.0 
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El blanco que se utilizo fue el de la curva de calibración, que se preparó con 2 mL 

de ácido sulfúrico 0.1 N y la adición de 2.0 mL de la disolución buffer, 5.0 mL de 

disolución de trabajo de fenol, 5.0 mL de agua destilada o desionizada, 2.5 mL de 

la disolución de trabajo de hipoclorito de sodio y se lleva al aforo a 25.0 mL con 

agua.  

El límite de detección se expresa como la concentración del analito calculado a 

partir de la siguiente formula:  

𝐿. 𝐷. =
�̅� + 3 ∗ 𝑆𝑏

𝑚
 

 

El límite de cuantificación se expresa como la concentración del analito 

correspondiente a: 

𝐿. 𝐶. =
�̅� + 10 ∗ 𝑆𝑏

𝑚
 

 

Donde �̅� es la media de las lecturas de absorbancia del blanco, m es el valor de la 

pendiente obtenido de la regresión lineal de la curva de calibración, 𝑆𝑏  es la 

desviación estándar de las absorbancias del blanco.  

El número 10 y 3 son elegidos de acuerdo al nivel de confianza deseado, el cual 

es de 10% y 3% la desviación estándar relativa del blanco.  

 

9.1.3 Sesgo 

Este parámetro se evaluó utilizando material de referencia certificado y por 

experimentos de recobro.  

El material de referencia que se uso fue un estándar de cloruro de amonio del cual 

se preparó una disolución madre a una concentración de  5 ppm, a partir del cual 

se hicieron tres disoluciones de concentración conocida y a cada una de ella se 

midió la absorbancia por triplicado. Se calculó la concentración de las disoluciones 

utilizando la ecuación de la curva de calibración. Posteriormente se calculó la t de 

student con la Ecuación 13 para determinar si son iguale estadísticamente el valor 

de la concentración esperada con la concentración calculada por el método y si 

existe error sistemático. 

Ecuación 11 
 

Ecuación 12 
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𝑡𝑜 = |
(𝑥𝑜̅̅ ̅ − 𝑥)√𝑛

𝜎
| 

 

𝑥𝑜̅̅ ̅ = 𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 

𝑥 = 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 

𝜎 = 𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 

𝑛 =   𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 

 

Para los experimentos de recobro se usaron muestras a las cuales se prepararon 

de dos formas, fortificadas y sin fortificar. El procedimiento consistió en dividir en 

dos la muestra y a una se le añadió una concentración conocida de cloruro de 

amonio (0.8 ppm), posteriormente ambas partes de la muestra se les preparo de 

forma usual añadiendo la disolución fenol de trabajo, hipoclorito de amonio de 

trabajo y buffer, tal como se preparó la curva de calibración. Una vez obtenidos los 

resultados se usó la Ecuación 14 para el cálculo de recobro. 

 

%𝑅𝑒𝑐𝑜𝑏𝑟𝑜 =
𝐶𝑓 − 𝐶𝑠𝑓

𝐶𝑎𝑑
× 100 

 

𝐶𝑓 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎 

𝐶𝑠𝑓 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 sin 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑟 

𝐶𝑎𝑑 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑎 

 

El criterio de aceptación es obtener un recobro entre 70-110%, ya que se está 

trabajando con concentraciones traza y una muestra del medio ambiente.  

 

9.1.4 Repetibilidad 

Se eligieron dos niveles diferentes de concentración dentro del intervalo de 

trabajo, analizando cada nivel por triplicado por un mismo analista en tres 

diferentes días.  

Ecuación 13 
 

Ecuación 14 
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Se calculó el porcentaje de recuperación de los seis resultados para cada nivel 

con la Ecuación 15, y se determinó la media (�̅�), desviación estándar (𝛿 ) y el 

coeficiente de variación (%CV) de los porcentajes de recuperación. También se 

realiza un análisis de varianza para determinar la existencia de repetibilidad entre 

el porcentaje de recuperación obtenido en los tres días de análisis.  

 

%𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝐶𝑐𝑎𝑙  𝑥 100 %

𝐶𝑒𝑠𝑝
  

 

𝐶𝑐𝑎𝑙 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑚é𝑡𝑜𝑑𝑜 

𝐶𝑒𝑠𝑝 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎 

 

9.1.5 Reproducibilidad 

Se eligieron dos niveles diferentes de concentración dentro del intervalo de 

trabajo, analizando cada nivel por triplicado, por un mismo analista en tres días 

diferentes, utilizando  un espectrofotómetro diferente al utilizado anteriormente.   

Se calcula el porcentaje de recuperación de los resultados para cada nivel 

utilizando la Ecuación 15, y se calculó la media (�̅�), desviación estándar (𝛿) y el 

coeficiente de variación (%CV) de los porcentajes de recuperación para cada 

nivel. Se comparan estos resultados con los obtenidos en la repetibilidad, usando 

la ANOVA para determinar si hay diferencia alguna entre los porcentajes de 

recuperación al utilizar dos diferentes espectrofotómetros. 

 

En el espectrofotómetro que se utilizó para esta prueba, también se tuvo que leer 

las absorbancias de la curva de calibración que se describió en la sección 9.1.1 

Intervalo de trabajo y linealidad. Con los resultados se obtuvo la ecuación de la 

curva de calibración para este espectrofotómetro y con ello se calculó la 

concentración de las disoluciones que  se leyeron en dicho instrumento.  

 

Ecuación 15 
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10 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

10.1 INTERVALO DE TRABAJO Y LINEALIDAD 

 

En la Figura 16 se observa un gráfico que contienen las tres repeticiones de la 

curva de calibración descrita en la Tabla 6, a partir del cual se determinó el 

intervalo de trabajo del método. 

Se observa que la linealidad de método se pierde a partir de la concentración 1.6 

ppm, ya que en las tres repeticiones las absorbancias no caen en valores 

cercanos entre sí, como sucede en las concentraciones menores a 1.6 ppm. Lo 

que coincide con que la  absorbancia comienza a ser mayor de 1 y la linealidad se 

pierda. Por tanto, el intervalo de trabajo para el método se establece en un rango 

de concentraciones de 0.08 ppm a 1.2 ppm del cual se muestra los resultados de 

absorbancia para cada nivel en la Tabla 7. En esta se reporta la media de 

absorbancia, ya que hay que recordar que se hicieron tres repeticiones de la curva 

de calibración leyendo la absorbancia de cada nivel seis veces. También se 

reporta el valor de la absorbancia esperada y el resultado de los residuales, las 

cuales se calcularon utilizando las fórmulas del anexo 13.5. 

 

 

Figura 16. Gráfica de las tres repeticiones de la curvas de calibración del método 

azul de indofenol para la determinación de amoniaco. 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

1.40

1.60

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2

A
B

S
O

R
B

A
N

C
IA

CONCENTRACIÓN NH4
+ (ppm)

CURVA DE CALIBRACIÓN

Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3



Página | 41  
 

Tabla 7. Respuesta del instrumento para la linealidad del método. 

Nivel  
Concentración 

 (ppm) 

Media de la 

absorbancia (yi real)  

Absorbancia 

(yi esperada) 

Residuales 

(yi real - yi esperada) 

1 0.08 

-0.002 -0.023 0.021 

0.023 0.018 0.006 

0.032 0.033 -0.002 

2 0.2 

0.030 0.063 -0.033 

0.100 0.096 0.004 

0.111 0.114 -0.003 

3 0.4 

0.186 0.207 -0.021 

0.212 0.226 -0.014 

0.241 0.249 -0.007 

4 0.8 

0.561 0.494 0.067 

0.489 0.487 0.002 

0.545 0.517 0.027 

5 1.2 

0.748 0.781 -0.033 

0.749 0.747 0.002 

0.771 0.786 -0.015 

 

Una vez establecido el intervalo de trabajo, se hizo un gráfico obteniendo la media 

de la absorbancia de cada nivel reportado en la Tabla 7, así la curva de calibración 

promedio obtenida se observa en la Figura 17 y en la Tabla 8 se resume los 

estadísticos que lo describen. 
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Figura 17. Curva de calibración promedio de la regresión lineal del método azul de 

indofenol a 7 niveles de concentración. 

 

Tabla 8. Estadísticos promedios de la linealidad del método. 

Estadístico Símbolo Resultado Criterio aceptación 

Pendiente m 0.680 Cercano a 1 

Ordenada al origen b -0.045  

Coeficiente de correlación r 0.9966 Mayor o igual a 0.98 

Error aleatorio de la respuesta  Sy/x 0.026 Menor al 5% 

 

El intervalo de trabajo y lineal para el método azul de indofenol tiene un rango de 

concentraciones de 0.08 ppm a 1.2 ppm de amonio, equivalente a 0.08 ppm a 1.13 

ppm de amoniaco en disolución. La ecuación de la curva de calibración queda 

expresada como: 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 =  [𝑁𝐻4
+] ∗ 0.680 − 0.045 

 

Recordando que si se quiere conocer la concentración de amoniaco en la 

disolución se debe usar la relación de la Ecuación 10. 

Se graficó los residuales (ver Figura 18) calculados de las tres repeticiones de la 

curva de calibración de la Tabla 7. 

 

y = 0.6804x - 0.045
R² = 0.9966
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Figura 18. Gráfico de residuales para la linealidad del método. 

 

En la Tabla 8 se muestra que el intervalo lineal tiene un coeficiente de correlación 

de 0.9966 cumpliendo con el criterio de aceptación, el valor de la pendiente resulta 

no estar cerca del valor propuesto, indicando la baja sensibilidad del método al 

analito de interés. El error relativo respecto a la respuesta del instrumento es 

menor al 5% y el gráfico de residuales (Figura 18) no muestra tendencia, lo que 

indica la no existencia de error sistemático. Por tanto existe linealidad de la 

respuesta del instrumento con respecto a la concentración del analito.  

 

10.2 LÍMITE DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN 

 

Utilizando la Ecuación 11 y Ecuación 12 mencionadas en la metodología para 

calcular los límites de detección (L.D.) y  límite de cuantificación (L.C.) con base a 

los resultados de la lectura del blanco que se muestran en la Tabla 9. Dado que 

los blancos se prepararon de forma independiente, se realizó el cálculo estadístico 

de la media, desviación estándar y límites de detección y cuantificación para cada 

blanco.  
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Tabla 9. Resultados del blanco y valores de los límites del método. 

Blanco  Media 
Desviación 

estándar 

Limite 

detección 

Limite 

cuantificación 

 �̅� 𝑠𝑏 L.D. L.C. 

1 -0.033 0.023 0.05 ppm 0.28 ppm 

2 0.092 0.000 0.14 ppm 0.14 ppm 

3 0.002 0.002 0.01 ppm 0.03 ppm 

  Media 0.07 ppm 0.15 ppm 

 

El L.D. tiene una media de 0.07 ppm, que es menor al primer valor de la curva de 

calibración y el  L.C. fue de 0.15 ppm, resulta ser un valor intermedio entre los dos 

primeros valores de la curva de calibración (ver Figura 17).  

El valor del límite de detección es aceptado ya que es menor al nivel inferior en el 

intervalo de trabajo de acuerdo a lo establecido por la Comisión de control 

analítico y aplicación de cobertura. Criterio para la validación de métodos 

fisicoquímicos (2011). 

El límite de cuantificación es aceptado ya que permite determinar la concentración 

más alta de amonio muestreado en el aire de acuerdo a lo establecido en la 

metodología, además de permitir fortificar las muestras con cloruro de amonio a 

concentraciones mayores o iguales al L.C.  

 

10.3 SESGO 

 

 Evaluación por material de referencia.  

 

Se hicieron tres disoluciones de concentraciones diferentes y conocida de cloruro 

de amonio, del cual está certificado su concentración (material de referencia). A 

estas disoluciones las nombramos como concentración real.  

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos de cada disolución, las cuales se 

leyeron su absorbancia por triplicado y a partir de la cual se calculó la 

concentración de cada una utilizando la Ecuación 16. 
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Tabla 10. Resultados de la concentración calculada de las disoluciones 

estándar. 

Concentración 

real 

(ppm) 

Absorbancia 

Concentración 

calculada 

(ppm) 

Media de la 

concentración 

calculada 

(ppm) 

Desviación 

estándar 

𝒙𝒓𝒆𝒂𝒍   �̅� σ 

0.04 

0.004 0.072 

0.07 0.001 0.003 0.070 

0.004 0.072 

0.1 

0.044 0.131 

0.13 0.001 0.044 0.131 

0.045 0.132 

0.6 

0.360 0.595 

0.60 0.001 0.361 0.597 

0.362 0.598 

 

Se realizó una prueba t de student, usando la Ecuación 13 descrita en la 

metodología, con una confiabilidad del 95%, estableciendo las siguientes 

hipótesis.  

Hipótesis nula (Ho): La media de la concentración calculada es igual a la 

concentración real. 

Hipótesis alterna (H1): La media de la concentración calculada es diferente a la 

concentración real. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 11, se rechaza la hipótesis nula 

para las concentraciones del material de referencia NH4Cl a 0.04 y 0.1 ppm ya que 

la to es mayor a la ti por lo que estadísticamente la concentración real del estándar 

resulta ser diferente a la concentración calculado por el método.  

Para la concentración real de 0.6 ppm del material de referencia de NH4Cl resulto 

ser igual a la concentración calculada, de acuerdo al estadístico t studet ya que el 

valor de to es menos al valor de ti.  
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La existencia de error sistemático para las concentraciones de 0.04 y 0.1 ppm se 

debe a que estas son menores al límite de cuantificación que se estableció a una 

concentración de 0.15 ppm.  

Por otra parte, la concentración de 0.6 ppm del material de referencia utilizado es 

una concentración mayor al L.C, y que está a la mitad de la curva de calibración 

tal como se ve en la Figura 19, razón de que el método si cuantificara sin error 

sistemático dicha concentración.  

 

Tabla 11. Resultados de la prueba t de student. 

Concentración 

real (ppm) 

Media de la 

concentración 

calculada 

(ppm) 

Valor de t 

critica 

(to) 

Valor t de 

tablas al 95% 

(ti) 

Hipótesis 

nula 

0.04 0.07 64.22 4.30 Rechazada 

0.1 0.13 63.74 4.30 Rechazada 

0.6 0.60 3.99 4.30 Aceptada 

 

 

Figura 19. Gráfico de comparación de resultados obtenidos por material de 

referencia y la curva de calibración del método.  
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 Evaluación por experimento de recobro. 

 

Los resultados de las pruebas de recobro se muestran en la Tabla 12 donde la 

concentración se calculó usando la Ecuación 16 de la curva de calibración y para 

el recobro se utilizó la Ecuación 14 mencionado en la metodología.  

 

Tabla 12. Pruebas de recobro. 

 
Muestra 

B1 B2 B3 

Sin fortificar 

Media 

concentración 
0.09 ppm 0.08 ppm 0.11 ppm 

Desviación 

estándar 
0.0015 0.0015 0.0022 

Fortificada 

Media 

concentración 
0.92 ppm 0.90 ppm 0.99 ppm 

Desviación 

estándar 
0.0022 0.0015 0.0022 

Concentración adicionada 0.8 ppm 0.8 ppm 0.8 ppm 

%Recobro 104.5 % 101.8 % 110.1 % 

 

De acuerdo al criterio de aceptación establecido en la metodología el porcentaje 

de recobro debe estar en el intervalo de 70-110%, lo cual se cumple ya que el 

método si cuantifico la concentración con la que se fortifico la muestra que fue de 

0.8 ppm, obteniendo así para las muestras B1, B2 y B3 un recobro de 104.5 %, 

101.8 %, 110.1 % respectivamente 

 

Los resultados obtenidos al usar material de referencia y las pruebas de recobro, 

demuestran que el método permite cuantificar con poco sesgo concentraciones 

mayores o iguales al límite de cuantificación que es de 0.15 ppm hasta 1.2 ppm 

que es el límite superior del intervalo de trabajo del método.  
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10.4 REPETIBILIDAD 

 

Las concentraciones que se eligieron para evaluar este parámetro fueron de 0.2 

ppm y 0.8 ppm, midiendo la absorbancia de cada una por triplicado en 3 días 

diferentes.  

Los resultados se muestran en la Tabla 13 para una concentración de 0.2 ppm y 

en la Tabla 14 para una concentración de 0.8 ppm. Se observa que en ambos 

casos el porcentaje del coeficiente de variación (%CV) tiene valores bajos, lo que 

indica que hay poca variabilidad en el porcentaje de recuperación de cada día, es 

decir que hay homogeneidad entre los resultados obtenidos en un mismo día tanto 

para una concentración de 0.2 y 0.8 ppm.   

 

Tabla 13. Resultado de repetibilidad del método para la 

concentración de 0.2 ppm. 

Día  
%Recuperación 

concentraciones 
Media (�̅�) 

Desviación 

estándar (𝝈) 

Coeficiente de 

variación (%CV) 

1 

54.84 % 

54.84 % 0.0 0.0 54.84 % 

54.84 % 

2 

105.78 % 

105.04 % 1.94 1.85 106.52 % 

102.84 % 

3 

111.91 % 

111.41 % 0.42 0.38 111.17 % 

111.17 % 
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Tabla 14. Resultados de repetibilidad del método para la 

concentración de 0.08 ppm. 

Día  
%Recuperación 

concentraciones 

Media 

(�̅�) 

Desviación 

estándar (𝝈) 

Coeficiente de 

variación (%CV) 

1 

109.97 % 

110.03 % 0.11 0.10 109.97 % 

112.15 % 

2 

97.72 % 

97.76 % 0.11 0.11 97.72 % 

97.91 % 

3 

106.05 % 

111.41 % 0.21 0.20 106.42 % 

106.42 % 

 

Para comprobar que hay repetibilidad entre las medias del porcentaje de 

recuperación obtenidos los tres días de análisis, se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) con una confiabilidad del 0.05, para comprobar que las medias son 

estadísticamente iguales. 

 

Hipótesis nula Ho: �̅�1 = �̅�2 = �̅�3  

Hipótesis alterna H1: �̅�1 ≠ �̅�2 ≠ �̅�3  

 

Tabla 15. Resultados ANOVA para repetibilidad. 

Concentración 
Valor Observado 

Fo 

Valor Fcritica  

(α=0.05) 
Ho 

0.2 ppm 2183.23 5.14 Rechazada 

0.8 ppm 5253.5 5.14 Rechazada 

 

Dado que el valor de Fo es mayor al valor de Fcritica de acuerdo a la Tabla 15, se 

rechaza la hipótesis nula y se afirma que por lo menos una de las medias del 
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porcentaje de recuperación de la concentración 0.2 ppm y 0.8 ppm es diferente 

respectivamente, por tanto se no hay repetibilidad en el método. 

La no existencia de repetibilidad es atribuido a errores sistemáticos que puede ser 

causa del instrumento, ya que puede no haberse usado de forma incorrecta el 

instrumento o cabe la posibilidad de que la lámpara del espectrofotómetro ya no 

estuviese en buenas condiciones.  

 

10.5 REPRODUCIBILIDAD 

 

 Este parámetro se evaluó utilizando dos espectrofotómetros diferentes, el que se 

utilizo fue el de la Facultad de Química (FQ) en el que se realizaron las pruebas 

experimentales de los parámetros de desmepeño anteriormente descritos y el 

segundo espectrofotómetro utilizado está en el Centro de Ciencias de la Atmósfera 

(CCA). En cada espectrofotómetro se analizaron disoluciones con concentración 

de 0.2 ppm y 0.8 ppm de amonio en tres días diferentes pero por el mismo 

analista, obteniendo así los resultados de las Tabla 16 y Tabla 17.  

 

Tabla 16. Resultados de los porcentajes de recuperación 

para una concentración de 0.2 ppm. 

Espectrofotómetro Día 1 Día 2 Día 3 

 

1. CCA 

84.0 % 81.57 % 98.60 % 

84.0 % 73.47 % 98.82 % 

84.0 % 71.66 % 98.56 % 

 

2. FQ 

54.84 % 105.78% 111.9 % 

54.84 % 106.52 % 111.1 % 

54.84 % 102.84 % 111.2 % 
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Tabla 17. Resultados de los porcentajes de recuperación 

para una concentración de 0.8 ppm. 

Espectrofotómetro Día 1 Día 2 Día 3 

 

1. CCA 

117.22 % 89.02 % 124.08 % 

117.24 % 89.60 % 124.11 % 

117. 22 % 86.15 % 124.11 % 

 

2. FQ 

109.97 % 97.72 % 106.05 % 

109.97 % 97.72 % 106.42 % 

110.15 % 97.91 % 106.42 % 

 

De los porcentajes de recuperación obtenidos se calculó la media, la desviación 

estándar y el coeficiente de variación, lo cual se muestra en la Tabla 18.  

 

Tabla 18. Estadísticos de la reproducibilidad del método. 

Concentración 
Espectro-

fotómetro 

Media 

%recuperación 

�̅� 

Desviación 

estándar 

(𝛅) 

Coeficiente 

de variación 

%CV 

0.2 ppm 
CCA 86.00 % 11.71 13.61 

FQ 90.43 % 30.99 34.27 

0.8 ppm 

 

CCA 103.44 % 12.73 17.32 

FQ 95.67 % 18.11 5.99 

 

Los valores del coeficiente de variación expuestos en la Tabla 18 muestra que hay 

poca variabilidad en los datos, a excepción del espectrofotómetro FQ para una 

concentración de 0.2 que es mucho mayor en comparación a los otros %CV, lo 

cual puede deberse a que es una concentración cercana al límite de cuantificación 

determinado para este método en dicho espectrofotómetro.  

Sin embargo, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para determinar si existe 

reproducibilidad entre los instrumentos utilizados en los tres diferentes días.   
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Hipótesis nula Ho: �̅�1 = �̅�2 = �̅�3  

Hipótesis alterna H1: �̅�1 ≠ �̅�2 ≠ �̅�3  

 

Tabla 19.Resultados ANOVA para reproducibilidad. 

Concentración 

Valor 

Observado 

Fo 

Valor critico 

Fcritica 

(α=0.05%) 

Ho 

0.2 ppm 0.065 18.513 Aceptada 

0.8 ppm 0.420 18.513 Aceptada 

 

De acuerdo a los resultados de la Tabla 19, la comparación de la medias del 

porcentaje de recuperación para cada concentración respectivamente con el uso 

de dos espectrofotómetros diferentes resultan ser igual estadísticamente, ya que 

el valor de Fo es menor al valor de Fcritica. Se afirma que existe reproducibilidad en 

el método.  
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11 CONCLUSIONES 

 

Se logró la implementación del método analítico azul de indofenol que permite 

identificar amoniaco en disolución acuosa utilizando la reacción de Berthelot. 

Realizada la  verificación del método se establecio el intervalo de trabajo  que va 

de 0.08 a 1.3 ppm, con linealidad de 0.9966, un límite de detección de 0.07 ppm y 

un límite de cuantificación de 0.15 ppm.  

Se determina que el método tiene poco sesgo, lo que indica que  puede ser 

utilizado para cuantificar amoniaco con veracidad ya que no hay interferentes. 

Además se establece  que tiene una precisión intermedia, dado que se tiene 

reproducibilidad en el método pero no repetibilidad.  

Con base  a los  resultados  se consigue  demostrar que el método puede ser 

utilizado en análisis de amoniaco en disolución de forma práctica a nivel educativo, 

en el que los alumnos puedan realizar  un análisis analítico por espectrofotometría 

para identificar y cuantificar con precisión y veracidad el amoniaco, siempre y 

cuando este dentro del intervalo de trabajo establecido.  
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13 ANEXOS 

13.1 MATERIAL Y EQUIPO 

 

 Balanza analítica, Santorius. 

 Espectrofotómetro, Thermo Cientific, Genesys 10S UV-Vis  

 Espectrofotómetro, GBC, Cintra 101 

 Parrilla de calentamiento 

 Matraz volumétrico 25.0 mL, 50.0 mL, 100.0 mL y 250.0 mL 

 Pipeta volumétrica 15.0 mL, 10.0 mL, 5.0 mL, 4.0 mL, 3.0 mL, 2.0 mL y 1.0 

mL 

 Micropipeta 200-1000 µL 

 Vaso de precipitado 
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13.2 REACTIVOS  

 

 Estándar cloruro de amonio (NH4Cl), 100 µg/mL, High- Purity Standards. 

 Ácido sulfúrico (H2SO4), reactivo 99,2 %, J.T. Baker. 

 Cloruro de amonio (NH4Cl), reactivo 100.2%, J.T. Baker. 

 Fenol (C6H5OH), reactivo 99.9%, J.T. Baker. 

 Fosfato tribásico de sodio decahidratado (Na3PO4•12H2O), reactivo 98.4%, 

J.T. Baker. 

 Hidróxido de sodio (NaOH), reactivo ≥ 97.0%, Labessa. 

 Hipoclorito de sodio (NaClO), reactivo 5 %, Hycel. 

 Metanol (CH3OH), reactivo 99.9%, J.T.Baker.  

 Nitroprusiato de sodio (Na2[Fe(CN)5NO]), reactivo ≥99.0%, Labessa. 

 Agua destilada o desionizada. 
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13.3 ELABORACIÓN DE DISOLUCIONES  

 

a. Disolución de H2SO4. 0.1 N  

Se diluyo 0.7 mL de ácido sulfúrico en 250.0 mL de agua. La disolución 

dura hasta dos meses en refrigeración. 

 

b. Disolución de nitroprusiato de sodio 

Se disolvió  0.2 g de nitroprusiato de sodio en  10.0 mL de agua. La 

disolución se conserva por dos meses en refrigeración.  

 

c. Hidróxido de sodio 6.75 M 

Se pesó 135 g de NaOH y se disolvió en 500 mL de agua destilada. Se 

volatiliza el amoniaco contenido en el reactivo al calentar la disolución 

hasta tener un volumen de aproximadamente 300 mL, se dejó enfriar y 

se llevó a un volumen final de 500.0 mL. Conservar en una botella de 

polietileno.  

 

d. Buffer de fosfatos.  

Se pesó 5.0 g de Na3PO4•12H2O y se disolvió en un poco de agua. Se 

adicionó 7.4 mL de NaOH 6.75 M y se llevó a un volumen fina de 100.0 

mL con agua.  

 

e. Hipoclorito de sodio 0.1 N  

Se tomó una volumen de 6.5 mL hipoclorito de sodio al 5 %  y se llevó a 

un volumen final de 50.0 mL de agua destilada. La disolución se 

conserva por dos meses en refrigeración.  

 

f. Fenol 45 % v/v 

Se pesó 25.0 g de fenol y se calentó a 60° C en baño maría hasta 

tenerlo en estado líquido, el cual se trasvaso a un matraz de 50.0 mL y 
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se diluyo con metanol. Esta disolución se conserva por dos meses en 

refrigeración.  

 

g. Disolución de trabajo hipoclorito de sodio 

Se mezcló 15.0 mL de la disolución de hipoclorito 0.1 N con 15.0 mL de 

la disolución de NaOH 6.75 M y se diluyo con agua en un volumen final 

de 50.0 mL. Se debe preparar el día en que se usara.  

 

h. Disolución de trabajo de fenol 

Se mezcló 10.0 mL de la disolución de fenol 45% v/v y 500.0 µL de la 

disolución de nitroprusiato y se llevó a un volumen final de 50.0 mL. 

Debe prepararse el día en que se usara y solo es estable por 4 hrs.  

 

i. Disolución madre de NH4Cl 

Se preparó una disolución a 1000 ppm de NH4Cl lo cual equivale a 0.94 

mg/mL de NH3. Para lo cual se pesó 0.1479 g de la sal y se disuelve en 

un volumen final de 50.0 mL. Esta disolución se conserva en 

refrigeración hasta dos meses.  

 

j. Disolución de trabajo NH4Cl 

Se tomó una alícuota de 0.5 mL de la disolución madre de NH4Cl y diluir 

en 50.0 mL con la disolución de ácido sulfúrico 0.1 N. Esta disolución de 

trabajo tiene una concentración de 10 ppm de NH4Cl, equivalente a 9.5 

ppm de NH3. 
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13.4 INSTRUCCIONES DEL MANEJO DEL ESPECTROFOTÓMETRO  

 

Procedimiento 

1. Encender el espectrofotómetro con el botón indicando ON/OFF que se 

encuentra en la parte posterior del equipo. 

2. Esperar 15 minutos a que el equipo se estabilice antes de hacer la primera 

medición. 

3. Seleccionar la longitud de onda deseada con la tecla ▼ (ajustar longitud de 

onda. 

4. Insertar el blanco y oprima la tecla ▼ (introducir blanco) para ajustar a cero 

la absorbancia. 

5. Retirar la celda con el blanco. 

6. Introducir en otra celda la muestra, leer y anotar el valor de la absorbancia 

de las muestras. 

7. Apague el equipo con el botón indicando ON/OFF. 

 

 

Figura 20.Espectrofotómetro Genesys 10s vis 
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13.5 FORMULAS Y CÁLCULOS ESTADÍSTICOS 

 

        Media                       Desviación estándar                    Coeficiente de variación 

�̅� =  
∑ 𝑥𝑛

𝑖

𝑛
                                𝜎 =  √

∑(𝑥𝑖 − �̅�)2

𝑛 − 1
                                %𝐶𝑉 =

𝜎

�̅�
× 100 

Pendiente 

𝑚 =
∑(𝑥𝑖 − �̅�)(𝑦𝑖 − �̅�)

∑(𝑥𝑖 − �̅�)2
 

Ordenada al origen  

𝑏 = �̅� − 𝑚𝑥 

Coeficiente de correlación 

𝑟 =
∑(𝑥𝑖 − �̅�) (𝑦𝑖 − �̅�)

√∑(𝑥𝑖 − �̅�)2 ∑(𝑦𝑖 − �̅�)2
 

Respuesta corregida 

�̂� =  𝑚𝑥 + 𝑏 

Residuales  

𝑅 = 𝑦𝑖 − �̂� 

𝑅 = 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜 − 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑜 

Error aleatorio de la respuesta 

𝛿𝑦
𝑥⁄ = √

∑(𝑦𝑖 − �̂�)2

𝑛 − 2
 

ANOVA 

El análisis de varianza se realizando con el uso del programa Excel. En el caso de 

repetibilidad el procedimiento fue: 

 Datos          análisis de datos          análisis de varianza de un factor   

 

Para reproducibilidad el procedimiento fue: 

 Datos          análisis de datos          análisis de varianza de dos factor con una sola 

muestra por grupo 
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13.6 DATOS COMPLEMENTARIOS  

 

Se realizaron tres curvas de calibración de amoniaco las cuales se leyó su 

absorbancia en los espectrofotómetros de la facultad de química y del CCA. De 

cada curva de calibración se determinó la pendiente, ordenada al origen 

coeficiente de correlación y error aleatorio así como la media.  

En el caso de reproducibilidad se usaron la media de de m y b medios respectivos 

a cada instrumento para el cálculo de concentraciones usando la ecuación 14, 

despejando la concentración de amonio.  

 

Tabla 20. Resultados de las repeticiones de la curva de calibración en el 

espectrofotómetro FQ. 

Día 
Pendiente 

Ordenada al 

origen 

Coeficiente de 

correlación 

Error 

aleatorio 

m b r Sy/x 

1 0.718 -0.080 0.9920 0.050 

2 0.651 -0.035 0.9997 0.009 

3 0.672 -0.020 0.9986 0.018 

Media 0.680 -0.045 0.9966 0.026 

 

 

Tabla 21. Resultados de las repeticiones de la curva de calibración en el 

espectrofotómetro CCA. 

Día 
Pendiente 

Ordenada al 

origen 

Coeficiente de 

correlación 

Error 

aleatorio 

m b r Sy/x 

1 0.726 0.052 0.9879 0.091 

2 0.560 0.077 0.9990 0.021 

3 0.649 0.122 0.9859 0.088 

Media 0.652 0.084 0.9909 0.067 
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