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RESUMEN 

Este trabajo describe un ejercicio de laboratorio útil para un curso de análisis instrumental. En el ejercicio se aplica un método 

alterno para efectuar el análisis cuantitativo de una mezcla binaria a partir de datos espectrofotométricos UV. Para tal propósito 

se preparó una mezcla de concentraciones conocidas de ácido 4-aminobenzóico y ácido nicotínico, se registraron sus 

absorbancias a diferentes longitudes de onda en el intervalo de 242 a 330 nanómetros, y los datos producidos se sometieron al 

procedimiento alternativo. En éste se realiza una sencilla transformación de la ecuación de absorbancia de la mezcla para 

obtener una relación lineal a partir de la cual se calcula las concentraciones de sus componentes. Pese a su sencillez, el método 

produce una muy buena concordancia entre las concentraciones calculadas y las reales de los componentes, errores menores 

del 2% han sido encontrados. El ejercicio provee una interesante alternativa al procedimiento convencional que habitualmente 

se enseña en un curso de análisis instrumental. 
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ABSTRACT 

This work describes a laboratory exercise useful for an instrumental analysis course. In the exercise, an alternative method is 

applied to carry out the quantitative analysis of a binary mixture from UV spectrophotometric data. For this purpose, a mixture 

with known concentrations of 4-aminobenzoic acid and nicotinic acid was prepared, its absorbances at several wavelengths in 

the interval of 242 to 330 nanometers were recorded, and the resulting data were subjected to the alternative procedure. In this 

one, a simple transformation on the absorbance equation of the mixture is applied to obtain a linear relationship from which 

the concentrations of the components are calculated. In spite of its simplicity, the method produces a very good agreement 

between the calculated concentrations and the actual ones, errors within 2% have been found. The exercise provides an 

interesting alternative to the conventional procedure customarily taught in an instrumental analysis course. 

Keywords: Instrumental analysis, mixtures analysis, UV spectrophotometry. 

 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 

La determinación de las concentraciones de los 

componentes de una mezcla es un tópico de gran 

importancia en las actividades de laboratorio de un curso 

de análisis instrumental. Comúnmente, el análisis 

cuantitativo de mezclas requiere el empleo de 

espectrofotometría UV (Afkhami & Baharam, 2005; 

Turabik, 2008; El-Bardiciy, Lofty, El-Sayed, & El-Tarras, 

2008; Parmar & Sharma, 2016; Attia, Nassar, El-Zeiny, & 

Serag, 2016; Hassan & Abdel-Gawad, 2018). En este tipo 

de espectroscopía, una muestra de materia se expone a 

radiación electromagnética UV. Esta radiación transporta 

un rango de energías capaz de equiparar a la diferencia de 

energía requerida para provocar una transición electrónica 

en las moléculas presentes en la muestra. Tal fracción de 

energía es absorbida por las moléculas para promover a 

algunos de sus electrones a estados de energía superior. 

Un espectrómetro registra la intensidad de absorción de la 

radiación a diferentes longitudes de onda y el grafico 

resultante de absorbancia (A) versus longitud de onda () 

se denomina el espectro de absorción UV de la muestra. 

En las transiciones electrónicas asociadas con la 

espectroscopia UV participan electrones de enlaces 

simples (), de enlaces dobles () y electrones libres (n). 

Cuatro tipos de transiciones son posibles, a saber: (i) un 

electrón en un orbital de enlace  se promueve a un orbital 

de antienlace *, (ii) un electrón n se transfiere a un orbital
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de antienlace *, (iii) un electrón n se transfiere a un 

orbital de antienlace *, y (iv) un electrón en un orbital 

deenlace  se promueve a un orbital de antienlace *. Las 

dos primeras transiciones ocurren en la región del UV 

vacío, por lo que no son de utilidad práctica. Las 

transiciones (iii) y (iv) ocurren en la región del UV 

cercano, la cual corresponde a un rango de longitudes de 

onda de 190 nanómetros a 360 nanómetros. Tales 

transiciones ocurren en moléculas que poseen enlaces 

múltiples y/o heteroátomos con pares de electrones libres. 

Estos grupos funcionales se denominan cromóforos y son 

los responsables de las absorciones registradas en los 

espectros UV de moléculas orgánicas. 

El procedimiento para el análisis de mezclas involucra la 

medición de la absorbancia total de la mezcla, la cual es 

igual a la suma de las absorbancias de sus componentes. 

La ecuación que se utiliza es: 

 

𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 =  𝑏 ∑ 𝜀𝑖𝑐𝑖 (1) 

 

donde, 𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎  es la absorbancia registrada para la 

mezcla, b es el camino óptico (ancho de la celda), 𝜀𝑖 es el 

coeficiente de extinción molar del componente i de la 

mezcla, y 𝑐𝑖  es su concentración. La ecuación (1) asume 

la validez de la ley de Lambert-Beer y la actividad de las 

absorbancias (Gazdaru & Iorga, 2002; Bashford, 1983; 

Perkampus, 1992). 

Para el caso más sencillo, una mezcla binaria, la ecuación 

adopta la siguiente forma: 

 

𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 =  𝜀1𝑏𝑐1 + 𝜀2𝑏𝑐2 (2) 

 

Habitualmente, a los estudiantes se les enseña a calcular 

las concentraciones 𝑐1 y 𝑐2 utilizando el método de las 

ecuaciones simultaneas (Vijayalakshmi, Abdul Feroz, 

Naga Masa, & Jaswanthi, 2017; Lofty, Hegazi, Rezk, & 

Omram, 2015). En tal método se registra las absorbancias 

de la mezcla y los coeficientes de extinción molar de los 

componentes a dos diferentes longitudes de onda y se 

construye un sistema con dos ecuaciones y dos incógnitas 

a partir del cual se obtienen las concentraciones de interés. 

En este trabajo se ilustra un procedimiento alternativo, el 

cual se basa en una sencilla transformación de la ecuación 

(2) para convertirla en una relación lineal y a partir de ella 

calcular las concentraciones de los componentes usando 

múltiples valores de absorbancia de la mezcla, en un rango 

particular de longitudes de onda de la región UV, 

mediante un análisis de regresión lineal utilizando la 

técnica de mínimos cuadrados. Por su naturaleza, este 

método es bastante simple de aplicar y entender por parte 

de los estudiantes, y además permite obtener resultados 

con un alto grado de exactitud. 

 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El método bosquejado en el párrafo anterior fue 

desarrollado originalmente por K. A. Connors y J. Eboka, 

y ha sido empleado extensivamente en investigaciones en 

las que se efectúan análisis cuantitativos de mezclas 

(Connors, 1976, 1977; Connors & Eboka, 1979; Coello de 

Escobar & Zimnoch, 2014; Ghasemi & Mandoumi, 2008; 

Naud, 1996; Gonzalez, Pablos, & Asuero, 1991; Coello de 

Escobar, Dallegrave, Lasarin, & Zimnoch, 2015). En el 

método se divide los términos de la ecuación (2) para 𝜀1𝑏 

la cual se transforma en: 

 

𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎  

𝜀1𝑏
=  𝑐1 + 𝑐2

𝜀2 

𝜀1
 (3) 

 

En la ecuación (3) se observa la existencia de una relación 

lineal entre las cantidades Amezcla / ε1 b y ε2 / ε1, esto es, la 

ecuación corresponde a una línea recta cuyo intercepto en 

el eje de ordenadas es 𝑐1 y cuya pendiente es 𝑐2. Aplicando 

el método de regresión de mínimos cuadrados sobre un 

conjunto de datos Amezcla / ε1 b versus ε2 / ε1 recolectado en 

un rango apropiado de longitudes de onda, es posible 

calcular los parámetros de regresión, que a su vez proveen 

las concentraciones de los componentes de la mezcla. El 

método alterno difiere del método convencional en que 

éste emplea las absorbancias de un buen número de 

longitudes de onda, lo cual puede conducir a un mayor 

grado de exactitud de las concentraciones calculadas. 

Para ilustrar la aplicación del método, se preparó una 

mezcla 1:1 en volumen de ácido 4-aminobenzóico y ácido 

nicotínico a partir de soluciones patrón de concentraciones 

11 mg L-1 y 22.4 mg L-1, respectivamente, de tales ácidos 

combinando 25 mL de cada solución. Corrigiendo para 

dilución, las concentraciones reales de los ácidos en la 

mezcla son de 5.5 mg L-1 y 11.2 mg L-1, respectivamente. 

Los espectros UV de la mezcla y las soluciones patrón en 

el intervalo de longitudes de onda de 242 a 330 

nanómetros fueron registrados en un espectrofotómetro 

Shimadzu UV-1601 de doble haz con dos celdas de cuarzo 

equiparables de 1 cm de camino óptico. Este instrumento 

garantiza un alto desempeño con un equipamiento que 

facilita una fácil operación. Los datos de absorbancia 

fueron tabulados y tratados usando el procedimiento 

descrito en la sección anterior con el objeto de calcular las 

concentraciones de los componentes de la mezcla. La 

Tabla 1 recoge los valores de absorbancia de la mezcla a 

varias longitudes de onda en el intervalo de 242 a 330 

nanómetros y las respectivas transformaciones requeridas 

para aplicar el método. 

 

 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

El análisis de regresión por el método de mínimos 

cuadrados de los datos obtenidos para Amezcla / ε1 b versus 

ε2 / ε1 proporciona la ecuación (3). 

 

𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎  

𝜀1𝑏
=  4.12  10−5 + 8.92  10−5

𝜀2 

𝜀1
 (3) 

 

De la ecuación se recaban los parámetros de regresión, 

esto es, el intercepto en el eje de ordenadas y la pendiente; 

que a su vez corresponden a las concentraciones de los 

componentes de la mezcla. 

La Figura 1 muestra el diagrama de dispersión de los datos 

junto con la recta ajustada a ellos mediante la técnica de 

mínimos cuadrados. Una rápida inspección de la figura 

permite evidenciar que los datos experimentales 

manifiestan una muy buena concordancia con la recta 

calculada. En efecto, el  valor  de  R2  para  el  modelo  de 
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Tabla 1. Datos para el análisis cuantitativo de la mezcla de ácido 4-aminobenzoíco y ácido nicotínico. 

λ (nm) Amezcla ε1 (L cm-1mol-1) ε2 (L cm-1mol-1) ε2 / ε1 Amezcla / ε1 b (mol L-1) 

242 0.293 3188.42 1746.96 0.548 9.20  10-5 

246 0.366 4222.96 2145.59 0.508 8.60  10-5 

250 0.478 5621.79 2772.15 0.493 8.51  10-5 

254 0.612 7285.54 3538.64 0.486 8.41  10-5 

258 0.730 8942.70 4068.55 0.455 8.17 10-5 

262 0.827 10509.72 4407.08 0.419 7.87  10-5 

266 0.814 11744.29 3785.33 0.322 6.93.  10-5 

270 0.761 12468.87 2880.35 0.231 6.11.  10-5 

274 0.621 12798.71 1306.01 0.102 4.85  10-5 

278 0.555 12811.95 590.5 0.046 4.33  10-5 

282 0.522 12517.88 300.06 0.024 4.17  10-5 

286 0.492 11936.36 178.88 0.015 4.12  10-5 

290 0.452 10986.05 118.29 0.011 4.12  10-5 

294 0.399 9586.49 82.23 0.009 4.17  10-5 

298 0.336 7986.28 60.11 0.008 4.21  10-5 

302 0.269 6318.55 55.30 0.009 4.26  10-5 

306 0.202 4652.15 38.47 0.008 4.34  10-5 

310 0.137 3172.52 29.33 0.009 4.31  10-5 

314 0.085 1923.38 20.20 0.011 4.41  10-5 

318 0.049 1065.01 20.20 0.020 4.58  10-5 

322 0.028 569.60 30.78 0.054 4.83  10-5 

326 0.012 234.46 20.68 0.088 4.99  10-5 

330 0.006 128.49 18.75 0.146 4.98  10-5 

 

Tabla 2. Resultados del análisis cuantitativo de la mezcla ácido 4-aminobenzóico / ácido nicotínico. 

Componente 
Concentración 

calculada (mg L-1) 

Concentración real 

(mg L-1) 
Error de la estima (%) 

ácido 4-aminobenzóico 5.6 5.5 1.82 

ácido nicotínico 11.0 11.2 1.79 

 

regresión es 0.992. Tal resultado indica que el modelo de 

regresión es capaz de explicar el 99.2% de información 

presente en los datos, por lo que la bondad de ajuste de los 

datos al modelo lineal es muy buena. 

 

 

Figura 1. Diagrama de dispersión de los datos y la recta 

ajustada por mínimos cuadrados. 

 

De la inspección de la ecuación (3) se establece que la 

concentración calculada para ácido 4-aminobenzóico (𝑐1) 

es 4.12  10−5 moles L-1 la cual equivale a 5.6 mg L-1; y 

la concentración calculada para el ácido nicotínico (𝑐2) es 

8.92  10−5 moles L-1 la cual equivale a 11.0 mg L-1. La 

Tabla 2 resume los resultados obtenidos y el porcentaje de 

error de la estima. 

De la Tabla 2 se puede observar que los errores en la 

estimación de las concentraciones de los componentes son 

menores del 2% por lo que se concluye que existe un muy 

buen acuerdo entre los valores calculados y los valores 

reales de los componentes de la mezcla. Esto permite 

evidenciar la bondad del método descrito. 

 

 

4. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se ha presentado un ejercicio útil para el 

laboratorio de un curso de análisis instrumental. El 

ejercicio consiste en la aplicación de un método 

alternativo para efectuar el análisis cuantitativo de una 

mezcla binaria a partir de datos espectrofotométricos UV. 

Para obtener las concentraciones de los componentes de la 

mezcla, el método se basa en un análisis de regresión 

lineal mediante la técnica de mínimos cuadrados 

ejecutado sobre un conjunto de datos obtenidos a partir de 

una simple transformación de la relación de absorbancia 

de la mezcla versus concentración de sus componentes. El 

método emplea múltiples valores de absorbancia de la 

mezcla para efectuar los cálculos, es sumamente sencillo 

de entender y aplicar por parte de los estudiantes, y 
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adicionalmente proporciona resultados con un alto grado 

de exactitud. Para ilustrar el método, se efectuó el análisis 

cuantitativo de una mezcla de ácido 4-aminobenzóico y 

ácido nicotínico. Los resultados obtenidos evidencian la 

bondad del procedimiento, ya que se obtuvieron valores 

con errores de estima menores al 2%. El método descrito 

constituye una interesante alternativa al procedimiento 

convencional de las ecuaciones simultáneas. 
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