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0OBJETIVO

El propdsito de este trabajo es demostrar que con el empleo de
‘soluciones indicedoras es factible verificar la exactitud de -
longitud de 6nda y la linearidad fotométrica en espectrorotémg

tros de uso quimico clinico.



I  INTRODUCCION

Turante muchos afios el principal medis de medir una reaccién fotoquf
mica ha sido la colorimetrfa. £Esto protublemente se debe a que el primer f‘n_s.
trumento confiable para medir la conceniracién de un compueste fue el colorf-
metro de Dubosg en 1835%.

Este hecho impuls$ de maners asombrosa el empleo de téenicen espece—
troscépicas en la quimica, a tal grado, que hoy en dfa constituyen una herra-
mienta de trabajo indispensable, sin la cual, es diffcil imaginar los proble-
mas que enfrentar{a el qufnico al realizar una determinacién.

)

Estas técnicas no solo facilitaron el trabajo cotidiano del quimica,
sino que con la ayuda de ellas, se pudieron efeatuar mediciones e identifica-
ciones nunca antes imaginadas., Fodemcs establecer la estructura de compues—-
tos, anflisis de mezclas, determinacibn de pureza en forma ripida y aencilla,
As{ también; podemos determinar la concentracién de un "analito" o la activi-
dad de una enzima en forma confiable, segura y exacta.

Los espectrofotémetros y fotémetros bAsicamente esthn compuestos de
dos partes fundamentales:

1) ¥ espectrémetro, que tiene como funcién producir energfa radian
te y seleccionar la longitud de onda adecuada, de acuerdo a la -
muestra que se mida y a la reaccién que &sta produzca.

2) la otra parte es el sistema de deteccién de los cambios energéti
cos ¢ sea el fotémetiro propiamente dicho,

En base a estos principios que forman a un espectrofotémetro es nsce
sario jue el usuario se familiarice con cada parte, con ¢l fin de poder en un
momento dedo detectar alguna falla.

Jeade que se desarrollaron los primeros espectrofotémetros, a fines
de los 30's y principion de los 40's, hubo necesidad de verificar su funciona
miento. A medida que iban surgiendo nuevas técnicaa para 1a deterninacién de



sustinciea fue desarrolléndese tanto los instruzentos cono los métodos para -
rantener en §ptinas condiciones los instrumentos de medicidn.

En 1963, un comité compuesto por miembros de la Sociedad Americann -
de Fruebas de Materiales (ASTH-American Society of Testing Materials), repre-
sentada por académicos y quimicos industriales as{ como fabricantes de instry
meatos, desarrollaron una serie de recomendaciones para ser precbadas en cada
espectrofotémetro, las cuales fueron adoptadas y han xrecultado uno de los es=
tandares mAs importantes en 1l industria (38, 39, 2). Un segundo paso nota—
ble fué el que tom§ la ilational Bureau of Standards (NBS), cuando introdujo -
dos patrones de exactitud fotométrica, de acusrdo a las recomendaciones del —
conité ASTM.

i'umerosos reportea han sido publicados con respecto a las téenicas ~
de conrrobacibu o verificacién de los espectrofotémetros, lo cual habla mucho
de la importancia que presentan dichos aparatos, as{ como su debido control -
que tiene que llevarse.

Las estadfsticas nos deruestran que el 95:% de los estudios clinicos
realizados se hacen por medio de mediciones espectrofotométricas y el 904 de
los espectrofotémetros empleados no llevan un debido control de su funciona-
miento.

2s8tas cifras significativas nos hacen reflexionar acerca de la impe-
riopa necesidad de llevar un programa de controel de calidad instrumental bési
co, en donde se cubren los parfmetros mds importantes que nos permitzn detec—
tar cualquier anormalidad, y de ésta forma el espectrofotémetro siempre cum——
pla con sus especificaciones adquiridas al salir de la fébrica.

Todo esfuerzo se debe hacer con el fin de aumentar la comunicacidn -
entre quien lo construye, lo distribuye, las sociedades profesionales y el -
personal de laboratorio, MNuestro objetivo debe aser el proveer los medios ra-
ra comprobar y mantaner en §ptimas condiciones los instruuentsa, a fin de que
1z calidad en el cuidado de la salud se mejore en este tlempo y en el venidero.



De acuerdo a las recoiendaciines expuestas por el funzl de Ixpertos
an Zsre~troscorfa, e9 nscesario conirolar los siguientes pazémetres: exacti-
tud d» la longitud qe onda, exantitud fotcutrica, precisibn fotométrica, ;a
s0 de “wnda, luz esyiriz « extrara y nivel de ruido.

Je lom cuales nuestra atencién se centrard en la exectitud de la —-
lonzitud de onda, exactitud fotométrica, precisién fotonétrica y luz espurin.
Pcr ser les pardmatros que presentan wayor importancia y que requieren de un
contrul paribdico (semanal), ademfe de presentar dificultades en cuanto a la
técnica, ya que requieren de materiales [filtros, sustancias) demasiado caros
y diffeiles de aiquirir (poco asequibles), por lo que es necesarioc desarro~—
llar téenicas alternativas que cubran dichas desventajas y que resulten tan -
seguras y confiables ccmo las ya comprobadas y recomendadas,

Loxter (29) propuso el empleo de soluciones indicadoras para encon—
trar puntos isosbésticos o de interseccidn y de esta forma nos permita compro
bar la exactitud de la longitud de onda, obteniendo excelentes resultadoa y -
sugiriendo diferentes sustancias aplicables para dicho pardmetro. S6lo que -
todos sus resultados gse comprobaron en un aparato de mayor resolucidén, mayor
sensibilidad, paso de banda estrecho y con empleo de graficador.

Es pues nuestro propésito, comprobar lo proruesto por Hoxter, perc -
en diferentes -paratos, de distinta senmibilidad, paso de banda, cte., deade
los m&s sencillos hasta los mfs sofisticados.

1as goluciones que se utilizaron para la calibracién fueron: naranja
de metilo, rojo congo, azul de bromotizol y K?Crzo.,, adends de muestra biolé-
gica {plasma),

- Con lo que 5o pretende demostrar la utilidad de ellas & base de los
puntos igosbésticos para calibrar los espectrofotémetros y de ecta forma se -
incluya como un método alterrativo y recomendable.

Los resultados obtenidos, us{ como las gréficas, se asemejzr mucho a
los de lioxter. TYor ciro lzdo, 82 pudo comprobar que dichas soluciores al en-



ccntrar sus puntos isosbésticos no rada ras nos da inforuacién de la exactitud
de la longitud de onda, sino que también ncs demuestrs que son tilea para la
precisién fotoubtrice o dicho técnjcamente 1z linearidad de 1a respuesta del
detector, Lo cual el llevar el Control de Calidad instrumental se hace més -

sencillo y mAs r4pido con el eapleo de 2sta solucicnesz indicadores.



I1 GENERALIDADES 5

1.~ Radiacién elsctromagnética y su interaccién con la materia.
2.~ Leyes de absorcién de energfa radiante.
3.~ Instrumentacién para espectroscopia.

4.~ Manteniniento de espectrofotémetros.

I7.1 Radiacibn electromagnética (EM) y su interaccién con la materia.

La mayorfa de los métodos instrumentales de anilisis quimicos, = ~ -
emplean la radiacién EM como un medio para determinar la identidad, eatructu-
ra y cantidad de especies quimicas.

£l ejemplo m4s confin de radiacién MM, es la luz (radiacién visible),
que es un caspo de fuerza en el espacio con una frecuencia, velocidad e inten
ajdad caracterfstica; y por lo tanto, ocupa 86lo una pequefla regifn del espag
tro B1, que cubre aproximad te 15 6xd de magnitud de energfa. As{ en
la trayectoria de un haz de radiacién cualquier partfcula que tenga una carga
eléctrica o un momento magnético se sentird, ya sea atraida o repelida por la
radiacidn,

La fuerza es perpendicular a la direccidén de propagacién de la radia
cidn., La presentacisn de la idea de frecusncia implica:

a) una variedad de frecuenclas y

b) npaturaleza de las ondas,

La enorme variedad de frecuencias EM conocidas, contituyen el espec
tro EM tétal, como se ilustra en la figura 1.

é
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rIG. 1

La luz se ha estudiado por siglos y mucho se conoce de sus propieda~-
des, pero hasta el momento no se ha dado una contestacién corresta a la pre
gunta (Qué es la luz?

En uno de sus aspectos, como a8 el caso de enfocar la luz en un len—
te y reflajarse a través de un espejo, la luz se describe como un fenémeno de
onda,

En otro aspecto, tal como en la emisién o absorcién de la luz por
4tomos o moléculas, a la luz s6lo se le consicdera como una fuente de paquetes
discretos de energ{a. Por tanto, se dice que la luz tiene una naturaleza -
dual, que exhibe ambas caracter{pticas de onda y de particula, Esta dualidad
no se concreta a la regifn visible del espectro EM, sino que puede ser demos-
trada para toda la radiacién M,

Un cuanto de energf{a es la cantidad de energfa absorbida por un 4to-
mo, cuando asciende a un estado de energfa inmediato superior, Esta misma -
cantidad (un cuanto) es emitida por el &tomo cuando regresa a su anterior es—
tado, o sea su eptado basal. .

La energfa es emitidz como rodiacién en forma de fotén, o en forma
de luz de una fracuencia proporcional a la cantidad de energfa. Por ejemplo,
cuando se excita un &tomo por medio de luz o inclumo bombardeAndolo con partf
culas de movimiento répido, emiten un exceso de energfa como fotones o radia~



cién ™ (uliravioleta, luz visible o infrarroja). Supbngase un Atomo de hi-
drégenc que cstf en su mfnizo estado de energfa {estado basal), puede absor—
ber un cuanto de cnergfa para elevarse al estado de energfa inmediato supe- -
rior, que es un estado excitado, cuando el &tomo de hidrégeno regrasn a su -
astado basal, pe puede desprender un cuanto de energf{n en forms de fotén. Es
te fotén contendrd diferente energfa correspondienta a difereate {recuercia,

II.1.1, Radiacién como fenbmeno de onda,

' Desde el punto de vista de Clark Maxwell, una onda EM de frecuencia
(¥) es una corriente alterna asociada con un efecto magnético. Lainteraccién
de 1a onda con sus alrededores puede ser discutida en témminos de veotores -
eléotricons y magnfticos que repregentan el campo de fuerza.

Y

BE = campo eléctrico
M = campo magnético

FIG. 2

El ser de plano polarizado significa que ol vector E vibra en un aé~
lo planc y el vector M em otro. !

Por lo tanto, en el modelo ondulatorio se describe a la radiacién
como ¢ndas que viajan a la misma velocidad (¢): 3 x 1010 cm/seg. en al vacfo.
Dichas ondas sa clasifican convenientemente en funcién de su longitud de onda
que pueden definirse como la dietancia entre el mféximo y el minimo de la cur



va, o dicho de otro modo, ls distancia entre cualquizr par de piuntos aquivalen
tes de la curva.

PR VI S,
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FIG. 3

21 tiempo requerido para que la onda avance la distancis g es: L—-a/c,
por lo tanto, la onda avanza una distancia igual a R y la ecuacidén anterior se
resume en 1/e oeg., ol reciproco de esta cantidad se conoce como la frecuencia
(v)e

3

Vie—— © wa=ze
x
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Tanto la longitud de onda como la frecuencia, caracterizan una onda -
de luz, La unidad empleada pera la longitud de onda es el cent{metro y para —
la frecuencia son los ciclos por segundo, no siendo &sta §ltima muy convenien-
te. Para diferentes regiones del espectro ne emplean unidadee partfculares —
que facilitan su manejo, 4&sf en el U.V, {Ultravioleta) y visible se emplean -
nanémetros y 2°.

URIDADES
v.v. A°  angstronm T,
Viaible wn nanbmetro 107 o
I.R. {Infra n  micrémetro 1076

rojo} e 1/



LONGTTUD DZ ONDA ‘1! ENERGIA
U.V. Vacfo 100 - 200 nm 286 - 143 Kcal,
Cuarzo 200 ~ 350 nm 143 - 83 Keal,
Visible 350 - 800 nm 82 = 36 Keal,

Otra cantidad que ce emplea para describir la onda, es el rec{proco
de la longitud de onda % . Cuando la 2 se expresa en centimetros 1 da el n-
mero de onda por cm, y se conoce como némero de onda (¥).
(2) v . - ¥

N‘»

Mientras mayor sea la longitud do onda, menor es el nimero de ondas
oYX Ccme

II.1,2 Cambios cuantizados de energia,

Los intentos para explicar la distribucién de energfa qus pueden emyi
tir las partfculas al vibrar sn un cuerpo caliente no habfan sido satisfacto-
rias, Flanck, aporté el punto de vista de que la energfa de las partfculas -
que oscilan es "cuantizeda", es decir, que podfdn dnicamente posesr cantida—
des discratas de energfa., Soatuvo que podfan producirse trénsitos entre es—
tas energfas y que la variacién entre ellas cuando el oscilador pasaba aotro
enstado energético, se relacionaba con la frecuencia de la radiacién de acuer
do con la relacién,.

&) AE=hv
Donde AE e8 la variacién de energfa, h una constante llamada de —
Planck,que tiene un valor de 6.6256 x 10727 erg/seg., y v #8 la frecuencia de

la radiacién.

Esta ecuacién tedrica noa permite medir la dietribucién de laenergfa



radiante emitida por un cuerpo ¢ cateria.

Por otra parte, Zinstein roconoci$ en la ecuacifn de Planck la unién
de las dos teorias de la luz. La pf:rdicda de energfe OZ puede identificarse -
como la enorgfe de un cuanto de rediacibn, guo es un concepto de la teorfacor
puscular, Fsta encrgfa puede eviluarse o partir de la frecuencia de le radia
¢16n, que estd relacionade. con el mevimiento ondulatorio.

la luz amarilla, por ejemplo, pusde describirse como una onda con ~

14

frecuencia de oscilacibn de 5.2 x 10 ° ciclos/seg., o formada por un flujo de

cuantos o fotones, cada uno de los cuales posee una energfa des:

(4) BB« (6,625 x 10721 (5.2x 10™%) = 3.4 x 10712 exg.

La importancia de esta ecuacién es que con ella fue posible esclare-
cer el origen de los espectros atémicos.

I11.,1.3 Cambios de energfa en el sistema,

Todo eistena elemental, ses ndcleo, &tomo o molécula, cuando estd ra
zonablemente aislado parece tener varios estados ensrgétidos dimcretos. Para
cambiar de uno a otro, el sistema debe estar expuesto a la radiacién o ser -
bombardeado con otras partfculas que tengan energfa, por 1o menos equivalente
& las diferencias de energfa de los estados. v

Toda radiscifn de emisién o de absorcién &s origina por los cambios
de energfa de dicho sistema.

Una radiacién de emisién se obtiene cuando un material es mometido a
temperaturas muy altas o incluso bombardeado con partfculas muy rdpidas, de -
'ta‘l. forma que logran excitarlo para volver después de un tiempo a niveles mfs
estables y emitir luz en forma de fotén, Puesto que para cada especie existi
T4 un gran ndnero de estados excitados posibles, se producir&n muchas radia—
ciones de diforente frecuencia al volver a niveles mis estables. La coleo=



1

0i€n de ridiacicnes anitidas por una especin, recibe el ncabre de espectro de
enisién. .

J6lo los Atomos, iones o moléculas separadas, emiten espactros "li-
neales” bien definidoo que tengan importancia analftiea., Los sistemas conden
sados, tales como un trozo de hierro o un cristal de clormro de sodio, no pxo
ducen frecusnclas o calentamientos discretos; por el contrario emiten un eg—
pectro “continuo®., Istas gon radiaciones llamadas de “cuerpo negro" que de-
penden nds de la temperatura, que de la naturaleza o coaposicién quimica.

Una radiacién de absorcién se obtiene cuando una eapecis aislada, —
ion, &tomo o molécula que exhibe un conjunto de niveles de energ{a definidos,
absorberd sélo cuantos de energfa electromagnéticos que corresponden a la =~ -
excitacién de un nivel a otro. Y la coleccién de radiaciones absorbidas por
dicha especie, se conoce con el nombre de espectro de absorcién.

C = Activacién o desacti
+vacién colisional.

A = Absoroién de radiacién
BErp= Enieibn de radiacién

Ej= Estado inferior de exci
tacién,

Ei= Eatado de excitacién.
Estado basal.

Tm

g
n

Eo

FIG. 4

En la Pig. 4, se explican los cambios energéticos en un sistexa ele~
mental que originan las radiaciones de enisiédn y de absorcidn.

Existen algunas moléculan, 4tomos o lones que al llegar a su estado

de axcitacién o activacién son mis estables, el regreso a su estado basal  se
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1leva & cabo en forma muy lenta, pasando por un estado inferior (Ej) o de - -
‘transicién, emitiendo luz y se le conoce como Emisién de Fluorescencia.

I1I.1.4 Niveles de energfa do una molécula diatémica.

Cuardo la materis ebsorbe radiacidn se incremanta su energfa. Este
aumento se debe al fotén de radincidén que se abserbid, y se expresa como:

(5) de=h =

Para saber como enplea la materia la radiacién absorbida, recordemos
que la energfa contenida en §3ta se diastribuye ens

Energia de traneicién
Energfa de rotacién
Energfa de vibracién
Energfa electrénica

Al momento que la matexia absorbe energfa ésta me incrementa en algu
no o algunos de estos tipos de energfa,

By - .
By~ B =AEp gy =h3
E,-E = Energfa de transicién
—_—— E1

FIG. 5

Los niveles de energia de transicién, son tan cercancs uno a otro —
que se extienden sin interrupcién, no siendo tan importantes para nuestro ea-
tudio las restricoiones cuinticas.



erzfa de Transicién

e —
e e ———

|

FIG., 6

La energia de rotacién es la energia cintica que poseen las moléou-
las debido a su rotacién sobre un eje a través de su cantro de gravedad,

Energfa de Rotacisén

c
Enhi
FIG. 7

La diferencia de energfa entre los niveles vibratorios correspondena
1a radiacién en la regidén de microonda (1= 1 cm con una energfa del orden
de 2,858 Kcal/mol). La energfa de vibracién es la ensrgia cinftica y poten—
cial que poseen laa moléculas debido al movimiento vibratorio. A los 4tomos

de una moléoula se les puede conasiderar como puntas de masa unidas por un re-
sorte.

Enerzia de Vibracién

AE del orden de 2.858 Zcal/mol ~— T

FIG, 8
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En este modelo la constante de fuerza del resorte es comparabls a la
fuerza de unién. Aquf la energfa tipica es del orden de 2.858 Kcal y corres~
ponde a la regién del I.R. (infrarrojo).

Todas las formas de energfa atémica o0 molecular eatdn cuantizadas, ~
e8 decir, s8lo hasta ciertos niveles energéticos se estf permitido absorber -
energfa. As{ cuando se absorba energfa en la regién I.R., las moléculas pasa
r4n de un nivel vibratorio a otro y cuando se absorba energia en U.V., se pa-
sarf de un nivel eleoctrénico a otro.

Niveles Energéticos

Rotatoric
Vibratorio
Electrénico
1-10 Kcal/mol
100 Kealy
mol

FIC. 9

Existen grandes difersncias entre la energfa correspondiente a los -
niveles vibtratorio, rotatoric y electrénico.

La energfa de transicidn, es la energia cinética que poseen los &to-
mos y las moléculas debido a la energfa cinftica y potencial de sus electro—
nes, La energfa cinfiica es debida a su movimiento y la potencial a su inter
accién con el ndclea.

La energfa de un electrSn estf detorminada por el nivel en el cual -
gse encucntra y &stos estén deccritos por los ndmeros cufnticos,
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- principal 1, 2, 3

- momento angulsr 0, 1, 2
— momento magnético

- epin I 1/2

@ 3 &~ 3

La energfa de un electrén estd determinada por n y 1.

11.2 leyes de absorcién de la energia radienta.

" Existen dos leyes principales de absorcién de la luz que son muy im-
portantes para la espectroscopfa. La primera es la ley de Bouguer ¢ Lambexrt,
eatablece que la proporcién de la luz absorbida por un medio es independiente
de la intensidad de la luz incidente y cada capa sucesiva del medio absorbe -
una fracoién igual de &ata Gltima, Por ejemplo, si la intensidad de la luz -
incidente sobre cualquier medio es el 100¥ y la fraccién de luz abaorbida por
cada espesor unitario del medio es el 50¥ de la intensidad incidente, la in-—
tenaidad disminuirf{ sucesivamente, como se observa en la Fig. 10,

S ol e e

FIG, 10

Si ésto se trazara en una grifica se obtendrfa una curva como la de
. la Pig. 11.
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Kémero de Celdes
FIG. 11

La segunda ley, la de Beer, introduce el concepto de nimero de espe-
oies absorbentes, ( tracibn). Considérese un rayo de luz incidente (Io)

que atraviesa una celda con un paso de luz b y que absorbe una cantidad (1) -
de luz incidente. (Fig. 12).

To l—----b -
1
FIG. 12
T i toa pequefios del medic que dan a d

tos pequefios de la intensided. E1 nfmero de especies absorbentes (n) permane
cen constantes y tendremos lo siguiente:

(6 -4y an

Al introducir una constante se transforma en igualdad y tendremos =
que:

n - %— = kdn

Integrando entre los lfmites de I y n.
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(8) - - =k dn; dn= 3

Donde N representa el nimerc totsl de las especies absorbentes. En-
tonces N se puede representar como la concentracién (¢) y el espesor de la -
celda (b) en centfmetros, integrando se tienet:

1
(9) -1l e = kN
8L N = C
1
(10) -lo =f~ = ked

Cambiando el sigmoi

(1) I 2 o xew
Intercazbiando 1ln por log, podemos introducir el factor de cambio en

una nueva.constante (a).

(12) log %— = abo

En donde (&) e denomina como constante de absortividad, que se defi
nirf de acuerdo a las unidades en que se exprese c.

(13) para ¢ = moles/Litro

log IIO = & ¢b
€ entonces meri el coeficiente de extincién molar equivalente a mo-

les/litro cme

De las ecuaciones anteriores 12 y 13, podemos determinar la aba?t- -
cibn (A) o extincibén (E).



(14) log =2~ = h6&

Este valor de ebsorcifn A segfin la nomenclatura americana o de extin
cién (B) segln lo expresan los europeos, es lo que se determina experimentale
mente en el instrumento, o que se puede calcular a partir de log valores de =
transainién (T), ya que:

(15) T = IIo y por tanto
Io 1
(16) log ~5— = log 7~

podemos esoribir

() A = log -

18 : A = 1o -l--abo

(18) g -

19 E = log == = tde d=b
T

A 6 E depende de ¢ y b, misntras que a § £ ¢s una constante que de—
pende de la naturaleza de la sustancia.

En 1a ecuacién de la recta y al graficar E frente a c para una b = ~
constante, nos darf una lfnea recta.

Ext

£ = Pendiente de la recta.

Conc. molea/litﬁ
FIG, 13
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Por otro lado, considerando que cuando se emplean celdillas de medi-

cién de paso de luz (b)constante y a 6 € una caracter{stica propia e invarie-

ble de las sustancias a medir, se puede considerar (ab) como una constants K.
(20) A = abe come A= Ke

(21) ‘E=ede  como E=Ke

En estas condiciones la absorcién de luz o energfa es directamente -
proporcional a la concentracidén, y podemos considerar que:

(22) —_—

Ay = absorcién del problema. Ay = absorcidn del patrén (concentracién
conocida).

cy = concentracién del problema. Cyr= concentraoifn del patrén (conocida)

por lo tanto:

(23) ¢, =

Hay ocasiones en que se desea emplear factores a partir de una solu-
c16n de concentracién conocida. Estos factores se caloulan observando que ~
A = key k es ol factor correspondiente a una solucién de concentracién conoci
da (c), que posee un valor de extincién o absorcién igual a A,

El factor puede calcularse de la siguiente manera:

(24) k= 4

£n eatos casos debe notarse que el empleo de un factor va asociado -
al grado de pureza de la sustancia empleada como eatandar.
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La ley de Beer es vAlida edlamente dentro de clertos limites, yo que
ocuando las condiciones no son iguales ss presentan desviaciones a la misma; =
estas desviaciones pueden mer tanto de orden quimico como inatrumental.

Entre las principales causas quimicas que deevian la ley de Beer po-
demos considerar:

- Interaccién del material absorbente entre sf (formacién de comple
Jos).

- Interaccién del absorbente con el solvente,

- Interaccién del absorbente con sustancias extrafias,

- Variscién del fndice de refraccién con la concentracién.

= Desviacién de equilibrios posibles que afectan a determinados ab-
sorbentes (iones).

Las causan intrumentales que pueden conducir a la desviacidén de di—
cha ley son:

« Inexactitud de la longitud de onda,

~ Baja respuesta del deteotor,

- Disminucién de la fuente de poder.

- Presencia de luz espiria.

- Mediciones en intervalos de concentracién extremos.

II.3 Instrumentacién para espectroscopfa.

Se habfa mencionado anteriormente que la espectroscopfa estudia la -
interaccién de la materia con la radiacién electromagnética y éste es el prin
cipio en que se basan todos los métodos espectroscépicos.

El valor informativo de los diversos métodos espectroscépicos, que .
tienen por objeto analizar la naturaleza y estructura de la muestra en examen,
es diferente, dado que un mStedo espectroscépico generalmente no puede deier—
mirar mis de una propiedad de la molécula.
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Hoy en dfa, se cuenta con slgunos métodos que a continuacién se dea-
cribirfn, de acuerdo al orden de energia dscreciente de la radiaciénemplezdat

Andlisis_Estructural por Rayos X: "La medida de todas las cosas", =
el anflisis de la estructura cristalina que raquiere de mucho tlempo (en molé

culas complicadas puede durar mepes) permite determinar la estructura en for-
ma UNICA. La sustancia a medir ha de ser cristalina. Debido a la larga dura
cibn y al trabajo que supone, en la préctica se empieza con otroe métodon es-
pectroscépicos que requieren solamente algunos minutos.

Anflisis de Fluorescencia de Rayos X: permite deternminar simultfnes

mente en forma cualitativa y cuantitativa todos los elementos mfs pesados que
el Fluor. 1a sensibilidad no es muy elevada y existen ademis difiocultades de
bidas a efectos de matriz. Aparato costoso, Método ideal pars las determina-
ciones de rutina. '

Espectroscopia U.V, y Visible: oorrespondiente a los espectrémetros
ultravioleta visible usuales, y 5610 se obtiene informacién sobre los dobles
enlaces de las estructuras moleculares., 51 se mide solaments & una longitud
de onda, pueden determinarse cuantitativamente puestos absorbentes de ra-
yos U.V. y compuentos de color.

Espectroscopfa de Absoroién Atémica: aétodo muy sensible para la de
terainacién cuantitativa de metales 0 semimetales, generalments después de —

pulverizar la solucién acuosa de la sal del metal en una llama 0 cubeta de —
gréfito y de esta forma medirse la radiacién espec{fica del elemento en 1a xe
g18n visible,

Espsctrometr{a de Llama: excitacién de metales alcalinos y alcalino
térreos por pulverizacién de las respectivas soluciones en la 1llama y subsi-—
guiente determinacién espectroscépica en la regién visible.

Espectroscopfa Infrarroia: excitacién de los &tomos presentes en -
una molécula a realizar vibraciones, cuyas frecuencias son caracter{sticas de
determinadon tipos de enlaces (ej. enlaces dobles, triples y enlaces elemento
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hidrégenc) por lo tanto, informan sobre las unidades estructurales de la mold
cula ¥ en su caso, sobre propiedades eimétricas.

Espectroscopfa de Microondas: excitzcifn de compusstos gaseosos &
eatados de rotacién.

Espectroscopfa de Resonancia Magnética Nfclear (KMN): método impor-

tante para determinar la estructura de muestras 1fquidas o disueltas que pre—
genten ndcleos atémicos con momento magnético (11{, 150, 19}‘, 311='). Las mues-
tras se introducen en un campo magnético muy fuerte y se irradian con ondas
de radio (gran longitud de onda, baja energfa) que son abgorbidas cuando la -
enexrgla irradiada corresporda a la diferencia de energfa al "volcarse” el mo—
mento magnético del nicleo atémico que me encuentra en un campo magnético ex-
terior, El ambiente quimico (envoltura electrénica) y los nficleos magnéticos
vecinos, influyen en el campo magnético en el lugar del ndcleo a medir y con
ello en la situacibn, es decir, la frecuencia de la seflal de absorcién.

Un espectro RMN, proporciona una amplia informacifn cualitativa y —
cuantitativa sobre los compuestos y sus estructuras.

1I.3.1 Instrumentacién para la regién U.V. - visible.

En la Quimica Clinica, se emplean fundamentalmente métodos espectros
cépicos U.V. y visible, versando eate estudio en dichos métodos que a continua
cién se describirén:

Todos los instrumentos estfn disefiados sobre bases semejantea y cons
tituidos de dos partes principales:

a) Una de ellas es para producir energfa radiante y seleccionar -
la longitud de onda adecuada en el experimento, al cual.ss llama espactréme—
tro, con una fuente de radiacién que emite un espectro continuo o lfnea conti
nua y puede ser de dos tipost e base de un monocromador o da un filtro (35).
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b) La otra parte, es el sistema de deteccién de los cacbios energéti
con, 0 aea, el espectrémetro de filtro con fuente de radiacién y puede ser de
espectro continuo o de 1lfnea espectral (35) comfnmente conocido como fotdme—
tro de filtra.

Loa conponentes principales de un instrumento (espectrofotémetro y
fotémetro) son:

a) Fuente de energfa (radiacifn)
b) Sistema disperso de luz
c) Sistema de deteccibn y medicién

En la Fig. 14, se describen las partes en que se compons un espectro
fotémetro y/o fotémetro.

A - Fuente de luz -

B - Abertura de entrada (hendidura)

C - Monocromador o un sistema de filtros (fotSmetros)
D = Abertura de salida (hendidura)

E -~ Cubeta

F ~ Detector

G - Medidoxr

FIG. 14
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a) Fuente de energfa (radiaciénm)

La funcién de la fuente de luz es proporcionar energfa radiante en -
forma de luz visible o no visible, para ser distribuida por medio de¢ un siste
ma disperso (filtros o monocromadores) en longitudes de onda discretas, y des
pués hacerse incidir en la celda analftica que contiene la solucién cuya ab—
sorcién va a medirse.

Las principales fuentes do energfa son: la ldmpara de Mercurio que
produce radiaciones electromagnéticas en la regifn ultravioleta : 190 a 325
nm, la l4mpara de Tungsteno que produce energfa entre 325 y 850 nm y las de
Nearst (6xido de circonio, torio y cerio), Glovers {carburo de silicio) y ar
co de carbono que produce la radiacién en la regién infrarrojo £ 900 a 2600
nm.

Reclentemente se est4 usando una fuente de luz de Deuterio y aunque
s intensidad no es tan grande como la del arco de Mercurio, es aproximadamen
to el triple que la de una 1émpara de Hidrégeno.

Aaf también, se encuentran las fuentes luminosas de yoduro confinado
en cuarzo, para mediciones en las regiones visibles y U.V., que por el hecho
de tener cuarzo como envoltura, pueden usarse en la regién U.V. del espectro.
Estas fuentes son de alta intenaildad y larga duracién., Frecuentemente pueden
servir durante 2000 a 3000 horas sin ser necesario reemplazarlas,

b) Sistema disperso de luz,

Es la parte del fotémetro o espectrofotémetro encargado de separar -
la luz en longitudes de onda discretas. Dependiendo.del aparato serd el tipo
de sistema de dispersién de luz, en ol caso de los fotSmetros se emplean fil-
tros y en el caso de los espectrofotémetros se usan monocromadores,

Filtros

El método empleado durante muchos affos fueron los filtros, Estos —



25

son vidrios de color que pueden absorber todas las radiaciones de longitud de
- onda diferentesa la de interés. Se puede decir que existen dos tipoa princi-
paless

1) . Los que son de vidrio y los de gelatina.
Se basan en la trasmisidn selectiva de determinadas longitudes
de onda.

2) Filtros de interferencim.

1) Filtros de vidrio y gelatina.

La gelatina coloresada se deposita como una capa entre dos placas de
vidrio. Puede usarse para eliminar el color de la luz que es complementario
del color de la gelatina. Anflogamente, se puede ugar vidrio coloreado para
preparar filtros que funcionan de la misma manera que los de gelatina, Ambos
filtros permiten sflo trasmisifn de un pequefio porcantaje de la luz incidente
¥y tlenen pasos de banda relativamente anchos, hasta de 50 nm, En general los
f1ltros de vidrioc se prefieren a los de gelatina, por poseer mayor rigidez.

2) Filtros de interferencia.

Se emplean estos filtros en vez de prismas o rejillas para obtener -
pureza ospectral. Dichos filtros ae hacen por depbsito de delgadas pelfculas
de plata semitransparentes, a cada lado de un dieléctrico, como fluoruro de =
magnesio, Un dielécirico es un: material aislante que no permite el paso de
la corriente elfotrica, Cuando la luz, perpendicular a la superficies platea~
da entra en el filtro atravesarf el dielfctrico y se reflejarf a la segunda -~
superfioie de plata, pasando de nuevo por sl dielctrico para inoidir en la -
primera capa de plata, por la cual serd reflejada de nuevo., Finalmente, la -
luz es trasmitida a través de la pelicula de plata semitransparente e incidi-
r& en ol fotémetro., Fig., 15.
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31 24
A b} 1 y 2 Disléetrico {fluoruro
[ de magnesio)
2 3y 4 Pelfcula de plata
A Haz de luz incidente
B Haz de luz reflejado
Superficle By D Haz de luz trasmitida

£1 t
//ﬁ/re ejan e‘

F1G. 15

Al ser reflejada la luz entre las pelfculas de plata transparentes,
ocurrirén interferencias constructivaa y destructivas, ILas interferencias —
congtructivas sucederin sdlo cuando la longitud de onda de la luz sea igual —
al grueso de la capa de fluorurc de magnesio o un miltiplo del grueso de esa
capa., Los filtros de interferencia permiten la trasmiaifn de un intervalo de
longitudes de onda entre 10 y 20 um. de ancho de banda.

Se pueden p;:epnrar filtros de interferencia en multicapas, depoaitan
do varian capas de dieldctrico, unas sobre de otras, cada una de las cuales -
son de un grueso equivalente a una fraccién de longitud de onda. Tendzfn un
ancho do banda de 5 a 10 nm y permiten la trasmisién de la luz incidente del
60 al 95%. Estoa filtros son barates por unidad, pero se necesitan varios —
Juegos para trabajar a diferentes longitudes de onda.

Monocromadores

La funcién de un monocromador en un espactrofotémetro, es aislar lon
gitudes de onda especificas de luz emitida por la fuente luminosa. Esto se
consigue con el uao de priomas o rejillas, Estos dispositivos separan la mez
cla de longitudes de onda, por refraccibn o difracaién y las presentan cowo -
un espectro del que pueden seleccionarse las longitudes de onda deseadas.
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1) Pricmas

los prismas de vidrio son muy Gtiles en la regién visible y cercana
al U.V., en la regién pura de Sste filtimo,se utiliza ol cuarzo. El espectro
que emerge o5 de un s8lo orden para los prismas , 1o cual provee el menor deg
gaste de energfa radiante. La energfa incidente se traduce como en un planc
paralelo horizontal por medio de un sistema de lentes y una hendidura o aber—
tura de entrada. La energfa radiante que se dispersa a través del prisma con
siste de una eerie de imfgencs formadas para cada longitud de onda que emer-
gen de la hendidura o abertura de entrada. Para despufa aislar una banda es~
pectraltde dicha dispersién y dirigirse hacia la hendidura de salida. For ra
zones Spticas ambas hendiduras deben ser curvas. Teéricamente, deberfan ser
miy estrechas, perc en la prictica se encuentran suficientemente amplias como
para poder pasar la energfa necesaria que permita hacer mediciones exactaa,
Esto es un factor limitante un cuanto al poder de resolucién del instrumento,
ya que a hendiduras amplias, amplias serfn las bandas espectrales. En el ca-
90 de los prismas a longitudes de onda larga, la hendidura debe ser estrecha
para obtener anchos de bandas similares, Esto se debe a que los prismas rues
tran una mayor dispersidn a medida que la longitud de onda disminuye,

Cuando ambas hendiduras (entrada y salida) son de igual enchura, 1la
energf{a radiante que emerge de la de salida se asemeja a un trifngulo isosce
les. Fig. 16.

E
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R D 1) Ancho de banda total

g i 2) Ancho de banda nominal

AN 3) longitud de onda nominal
T
E
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La longitud de onda nominzl (3) (valor de la lectura en la escala ——
del inptrumento) equivale a la mitad de las longitudes de onda que pasan a —
través de la hendidura de salida y corresponde a la banda de mfxima extincién
cuando sus bandas son simétricas. El ancho de banda nominal (2) incluye un -
75% de energfa total que emerge y corresponde a la mitad de la anchura.

Debido a les aberraciones 8pticas, la energia radiante que emerge no
se reprasenta tan simétricamente & un trifngulo, por lo que la anchura de ban
da efectiva es ligeramente mayor a la nominal, Algunos espectrofotémetros —
contienen un graficador que relaciona la longitud de onda, la anchura de ban—
da y la anchura de la hendidura, y permiten aislar anchuras de banda efecti—-
vas de aproximadamente 0.5 a 1,5 nm, dentro del rango de 220 & 950 nnm,

Rejilles

Una rejilla consiste de una superficle met4lica o de vidrioc con un =
gran nfmerc de l{neas paralelas igualmente separadas, Una rvejilla es cara, —
pero a partir de una rejilla maestra se pueden hacer dupliocados recubiertos «
al final del proceso por una capa fina de pléstico. Estas rejillas me usan =

£,

te en inatr tos comerciales y son mfs baratas que los prismas, Es
tas rejillas pueden operar ya ses en forma de rejillas de trasmisibn o de re—
flexién, estas dltimas se emplean en la regién pura del U.V., por lo que la =
energ{a radiante no pasa por la rejilla., Cuando la luz blanca choca con una
rejilla, &sta se dispersa en un espectro (fenfmeno de dispersifn) similar al
de un filtro de interferencia. Como la energfa se dispersa, la anchura de la
hendidura y la de banda es constante para el espectro, por lo que las hendidu
ras permanecen fijas, siendo éstas rectas. Como en el caeo de los filtros ~
d varios éxd de espectro, los de primer orden
son los que m4s se forman., La distribucién de la energfa que emerge de la ==
hendidura de salida ae asemeja también a un tri4ngulo y la descripcidn serf -
la misma que la de los prismas,

de interferencia se p

Algunos monocromadores comunes de rejillas tienen una anchura media
de banda de 35 nm, algunos de 20, 10, 8, 2 nm y otros de 0.5 nm, o menos. Las
rejillas tienen ol inconveniente de permitir el paso de luz pardsita en mayor



29

sroporcién que los prismas. La luz parfisita o espiria puede definirse como -~
la energfa radiante de las longitudes de onda no deseadas, que alcanzan al ds
tector. (l44s adelante se explica este efecto).

Pequeflas imperfecciones en la superficie éptica del monocromador IO
ducen luz espiria, Un prisma tiene sblo pocas caras que se pueden pulir en -
circunstancias uwuy estrictas. Por otra parte, una rejilla tiene miles de su-
perficies cuya perfeccién es diffcil de controlar.

c) Sistema de deteccibn y medicién,

Los dos instrunentos de uso més comin para medir la intensidad de la
luz en las regjones U.V. y vieible del espectro, son la celda de capa de ba-
rrera y loa tubos fotomultiplicadores. Las celdas de capa de barrera se em~
plean en instrumentos menos sensibles, en los espectrofotémetros de mayor sen
sibilidad est&n dotadoa de tubos fotomultiplicadores.

.
Celdas de oapa de barrera.

El funcionamiento de estas celdas me basa en que al inoidir la luz -
sobre clertos metales o semiconductores, fluyen elaectrones en proporcién a la
intensidad de la luz incidente. La celda consiste de una fina capa de plata
asobre una capa del semiconductor de selenio. Estos metales se montan sobre -
un goporte de hierro, el cual es pobre en electrones y por ellos es el elec—
trodo positivo, La plata depositada sobre la capa de selenio, en donde inci-
dirf la luz, es el electrode cargado negativamente. Cuando la luz incide so-
bre la capa fina semitranslucida del metal de plata, ocurre flujo de electro-
nes del semiconductor de selenio al soporte de hierro, pero no en la direc— -
ci6n contraria. Se mide este flujo que es directamente proporcional a la in-
tensidad de la luz incidente sobre la celda fotoeléotrica,

La sensibilidad de la celda de capa de barrera es gimilar a la del -
~0jo humano. La méxiva sensibilidad en ambos ocurre a 550 nn, Estas celdas -
se usan normalmente a altos niveles de iluminacién y en general no se anplifi
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ca la salida de las celdas fotoeléctricas. Son muy egtables, vero su rempues
ta a cambios de intensidad de la luz es lentn., Otro inconveniente de las cel
das fotoeléctricas es que tienden a mostrar "fartiga". Eato sucede principal-
mente cuando en un nivel constante extremadamente alto de intensidad, la sali
da eléctrica de la celda disuinuye con el tiempo, Por lo tanto, las celdas

de capa do barrera no han de usarse con {luminacién extremadamente alta.

Tubos fotomultiplicadores.

Un fotomultiplicador es un tubo electrénico ca]inaz de amplificar de -
modo significative la intensidad de una corriente. Se contruye usando como -
cftodo un metal sensible a la luz, capaz de absorberla y emitir electrones en
proporcién & la energfa radiante que incide en la superficie del material sen
sible a la luz. Los electrones producidos en esta primera etapa pasan a otra
secundaria (superficie), en donde cada electrén produce entre cuatro y seis =
elactrones més., Cada uno de ellos, al pasar a la alguiente etapa, producirén
de nuevo de cuatro a seis electrones cada uno. Cada electrén produce casca-
das al pasar por las etapas del fotomultiplicador y asf{, la corriente produci
da por e'nte tubo puede ser un millén de tantos de la corriente inicial, En-
los fotomultiplicadores comunes al némero de etapas o dinodos puede llegar a
ger de 10 a 15. Pig. 17,

Proteccidn

Luz incidente

FIG. 17
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Cuando funciona un tubo de esta clase, se aplica voliaje entre el fo
tocdtodo y a eada una de las etapas sucesivas., In estos instrumentos el au--
mento de voltaje de cada etapa del fotomultiplicador es de 50 a 100 voltios -
mis que el de la etapa anterior. & un tubo folomultiplicador se le aplica —
aproximadamente un voltaje de 1500 woltios.

Zatos tubos tienen tlempos de respuesta extremadamente rfpidos, aon
muy sensibles y no muestran tanta fatiga como otros detectores, por lo que —
han de protegerse cuidadosamente de toda luz dispersa y de la diwrna.

A causa del tiempo ripido de su respuesta es aplicable a haces de —
luz interrumpidos, y as{ tienen ventajas importantes cuando se usan como de—
tectores, en espectrofotémetros de luz U.V, y visible, Asimismo, tienen sen-
aibilidad suficiente por un intervalo de longitudes de onda m4s amplio, que -
en el caso de detectores de celda fotoeléctrica.

Cuando se les aplica voliaje ¥y se bloquea totalmente la luz que les -
ilega, suelen producir alguna corriente, llamada corriente oscura. Es desea-
ble que esta corriente en los fotomultiplicadores mea del nivel mfs bajo posi
ble, pues de lo contrario, ésta se amplificarfa y aparecer{a como un ruido de
fondo.

Celdas analf{ticas o cubetas.

Eata parte del sistema quizd es una de las més descuidadas. De aquf
pueden originarse gran cantidad de problemas précticos,

Las celdas pueden ser de vidrio blando, de borosilicato, de cuarzo o
de pl&satico, Las de vidrio blando se usan para soluciones que son &cidas. =
Las soluciones fuertemente alcalinas han de medirase en celdas de vidrio de bo
rosilicato, que tienen mis resistencia a los £lcalis. Una vez terminadas las
mediciones las celdas deben limpiarse.

Las celdag de vidrio son inadecuadas para mediciones en la regién



ultravioleta, aunque algunas {Corex) pueden usarse para hacer mediciones a —
340 nm. S$61lo las de cuarzo o pl&stico, que no abeorben radiaciém ultraviole-—
ta, pueden usarse para mediciones por debajo de 320 nm. Se puede pensar en -
la necasidad de usar cuarzo en la regién ultravioleta, recordando que es impo
sible broncearse por la luz esolar que ha atravesado una ventane de vidrio, ya
que el bronceado se produce por la radiacién uliravioleta del sol y es abeox—
bida por el vidrio de ventana ordinario,

Recientemente se han desarrollado alguncs materiales plésticos que -
no absorben energfe radiante de 200 a 700 nm, y si lo hacen es muy poca. En
general, las celdas de estos materiales son de bajo costo y desechables, y e
seguro que se usarfn en mayor cantidad en el futuro (como es el caso de anto-
matizacibn).

Cubeta Cuadrada.- Tienen caras §pticas de planos paralelos y una —
via luminosa constante. Carecen generalmente de aberraciones Spticas, tales
como el efecto del lente y los errores variables de refrgccidn. lo que permi-
te tener juegos de cubetas adecuados a circunstancias muy precisas. Este ti-
yo de cubeta es caro, y se emplean principalmente en aparatos muy precisos.

Es importante mencionar que las caras Spticamente pulidas de una cu-
beta cuadrada pueden rayarse o grabarse y no deberfn manejarse con rudesza. La
limpieza se lleva a cabo con detergente suave.y si fuera necesario, con una
eolucibén de HCl 3 N y etanol en proporcidénm 131,

la aplicacifn suave con una torunda de algodén es frecuentemente - =
Gtil., Se evitard el empleo de soluciones fuertes, como la mezcla crémica.

Cubeta Cilindrica.~ Este tipo de cubeta es la mfs empleada, de bajo
costo y adecuada para la mayor{a de los fines, si se usa con cuidado, Sin LY
bargo, tiene algunos inconvenientes. Ademfe de la reflexién, refraccibn y —
pérdidad de absorcidn que se encuentran en las cubetns de la superficie de —
planos paralelos, pero que es uniforme, las cubetas cilindricas tienen tenden
cin a errores variables de reflexién, como los efectos de una lente.
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Los tubos de vidrio son irregulares por ser redondos y porque sus su
perficies no estén pulidas. Estos factores se combinan para que la calibra—
cién ¥y seleccibén de cubetas en grupos aparoados gsea casi una necesidad. Eote
tipo de cubetas son también muy sensibles a 1la posicién del rayo de luz e in-
cluso, si estdn marcadas deben de orientarse en la misms direccidn para redu-
cir errores posibles.

A

Tipos de Celdas
FIG. 18

II.4 Mantenimiento de los Espectrofotémetros,

Desde que se desarrollaron los primeros espectrofotémetros, a fines
de los 30'c y comienzos de loa 40's (39), fue necesario controlarlos. La —
comprobacibn o verificacién de su funcionamiento dié principio cuando aumen~
t8 ¢l némero de técnicas que &stos empleaban,

Numerosas fuentes sobre colorimetria se aprovecharon, como en el ca~
80 de los libros de texto. Conforme nuevos: instrumentoe aparecicn,las téeni
cas paulatinamente aumentaron requiriendo por lo consiguiente de nuevos y me-
Jores métodos.

En 1963, un comité compuesto por miembros de la Sociedad Americana —
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de Prusba de Materiales (ASTM-American Soociety of Testing Materials), repre—
sentade por académicos y quimicos industriales as{ como fabricantes de instru
mentos, desarrollaron una seris de recomendaciones para la calidbracién de es—
pectrofotémetros, las cuales fueron adoptadas y han resultado unc de los es——
tandares mAs importantes en la industria (40, 41). Un segundo paso notable
fue el que tond la National Bureau of Standars (NBS), cuando introdujo los [1]
tandares de exactitud fotométrica, de acuerdo a las recomendacionss del comi-
t6 ASTM.

En el caso de la Guimica Clfnica, numeroscs reportes es han publica-
do con respecto a las técnicas de comprobacién del funcionamiento de los es—
pectrofotémetros. lLos reportes de Rand (1), Mernke (42) y Besler (43) han ai
do de inmenso valor. "Practiocal speotrophotometry standards" escrito por el
Dr. Rand, sin duda slguna es uno de los artfculos m&s completos pues contiene
las técnicas para mantener en busn funcionamiento los espectrofotémetros.

Definicién de los paranétros més importantes y mu signifioado

Ea muy importante antes de ajuatar un inst to el r las con
diciones en que se desenviielve el espectrofotémetro., De esta manera estare—
mos mfas familiarisados con el aparato que trabajames rutinariamente.

Linites de longitud de onda

Eate término describe la "habilidad" de un espectrofotémetro de pro-
ducir longitudes de onda en términos de un limite superior y un inferior. To
das las longitudes de onda dentro del rango establecido, deben ofrecer sufi-
ciente snergf{a para el propic funcionamiento del aparato.

Por ejemplo, un espectrofotdmetro o fotémetro podrfa especificar de
400 & 700 nm, mientras un espectrofotbmetro UV/Visible podrfa especificar de
190 a 900 na, Los limites estfn en funcidn de la fuente de poder eapleado, —
de las caracterfsticas &pticas, de la rejilla y de la respue.lta del detector.
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Por lo tanto, los instrumentos Unicemente deben usarge dentro de los limites
especificados. Consecuentemente, un instrumento con un rango de longitud de
onda de 400 a 700 na no puede emplearse para medir a una longitud de onda de
340 pm.

Exactitud de la longitud de onda

Este parimetro nos indica qué tanto se desvi{a el promedio de lectu-
Tas que se hacen a una longitud de onda de la banda de méxima absorcién o 1~
nea de emisién de un estandar conoccido.

Por lo tanto, si 1a calibracién de la longitud de onda se especifica
como ¥ 1.0 nm 8 435.8 nm, 1la exactitud de la longitud de onda no es tan buena
como un instrumento que especifica b4 0.5 nm. Si un espectrofotémetro indica
una exactitud de ¥ 1.0 o2, 1a traszisién méxima podri{a encontrarse eatre - —
434.8 y 436.8 o, La exactitud de la longitud de onda no ser{a crftica para
espectrofotémetros que operan en la regifn de 400 a 600 nm, donde los cromége
noe tienen la peculiaridad de poseer bandas anchas. En caabio, si se tradbaja
en la regién UV donde las bandas de absorcién son auy estrechas, la exactitud
de la longitud de onda serfa critica.

.

Precisibn de la longitud de onda

Es la habilidad del espectrofotémetro de reproducir la lectura a una
banda de abaorcién o linea de emisién de una longitud de onda comocida. Ia =
prociudn de la longitud de onda de un up-ottofotdnotzo podrfa variar de - -
: 0,05 a 1,0 ma,

La importancia de este parimetro radica en que no sélo la indicacién
de la longitud de onda debe ser exacta, sino que también debe repetirse. Cuan
do el usuario desea adoptar un método a una longitud de onda dada, em muy im-

. portante que cada vez que la prueba se corra, el instrumento siempre reprodu~
oirf la misma longitud de onda (i una tolerancia), Una falla puede disminuir
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la sensibilided del método y producir un error, causando un resultado falseado.

Ancho de benda sspectral

Se considera como un medio del poder radiante que emerge del 1BOnocTo
mador entre la bage lineal cero y el pico de emisién o la banda de méxima ab~
soroifn., FEn la Pig. 19, el ancho de banda espectral se identifica como 12-73.
En la Fig. 20, se ilustra el ancho de banda espectral empleando la lf{nea de -
eninifn de Merourio a 546,07 na.

El ancho ds banda o paso de banda nos indica la anchura del espectro
que pasa a través de la muestra. Consecuentemente, un instrumento con un pa-
80 de banda de 2 nm detecta la energ{a en uns porcién mucho s&s estrecha del
espectro que un instrumento que tiene un paso de banda de 20 rm. Mientras —
Gque un paso de banda de 20 nm se uss en la regién visible, donde los croaége-
nos exhiben bandas de absorcidén tan amplias como 100 rm o mfs, lo cual no se
acepta en la regién UV, donde las bandas de absorcién son de estructura fina
de una amplitud de 1 nm,

Adsufs, se mabe qua para producir valores de absorcién de un cromége
no dentro de una exactitud deseada, el ancho de banda espectral de un espeo-
trofotémetro debe ser de un décimo o menos de la mitad de la altura del pico
de méxiws absoroibn. Esto significa que para medir la sbsorcién tefrica de -
1a coenzima nicotinamids~sdenina dinucliotido (NADH) a 340 nm, con 60 na de -
1a mitad de la altura del pico miximo de absorcién, un espsctrofotSmetro debe
tenexr un paso de banda de 6 nm o menor. En la Fig. 21, se representa el efes
10 de 1la "aamplitud de la banda™ en un instrumento con un pasoc de banda ancho,
asf como pérdida de absorcién en el pico de 340 nm.

Para mayor jlustraoién del paso de banda vamos a suponer que un ing-
trumento tuviera un ancho de barnda espectral de 2 nm, la linea de emisién de
Mercurio a 435.8 mn exhibirfa una anchura a la mitad de la altura del pico —
(12-'—5) de 2,0 nm, en un lado con 436.8 nm y del otro con 434.8 nm. (Ver ~-
Fig. 19).
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FIG. 20 Medida del ancho de banda espectral de un espectrofo-
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Efecto relativo del paso de banda sobre el espectro de
absoreién de NADH (Linea s61ida) empleando un espectro
fotémetro con un paso de banda de 2 nm. La 1fnea pun—
teada se obtuvo a partir de un espectrofotémetro de pa
o de banda de 20 nm.
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Efecto relativo de la luz extrafla en una muestra con alta
absoreifne.
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Luz extrafia o energfa radiante

Se pucde definir como la energ{a radianta no deseada, medida por el
detector, que esto fuera de la regién ecpectral aislada por el paso de banda
dal instrumento. Vata energfa guede aer causada por la fluorescencia misma -
de la muestra, asi como por factores ccaplejos asociados en el disafio del apa
rato.

El efecto m4s significante de luz extrafia es la cantidad de luz tras
mitida por la muestra, dando la impresién de una menor cantidad de luz que ab
sorbers material (croméforo).

la luz exirafla ss dependiente de la concantracién de la muestra, su
efecto relativo es generalmente superior a valorss de trasmisién baja (T) (ab
gorocién alta y concentracién alta), como se muestra en la Fig. 22. En valo=-
res de absorcién de 1A o menores, los niveles de luz extrafia son de 0.5%T, ob
gervéndose un ligero efecto. En valores de absorcifn alta se observa una no
linearidad fotométrica debido & la magnitud de la luz extrafa (Fig. 22).

Créficamente los efectos del paso de banda y luz extrafla, se podrfan
observar como los de la Fig. 23. For lo tanto, el resuliado de esta combina-
cibn es muy importante y el usuario debe conocer como medirlos.

Un punto final que debe mencionarse acerca de la luz extrafia, ez sl
que se podrfa observar como resultado de un incorrecto ajuste de la escala -
(0/4r/100%T). E1 ajuste incorrecto darf el efecto de una energfa radimnte ex-
trafia alta en concentraciones altes. (energfa baja). El error causedo por el
8 aditivo y puede originar un error positivo o
negativo, como se ilustra en la Fig. 24.

ajuste i to em un f

Exactitud fotométrica

Se entiende como exactitud fotométrica a la habilidad de un espeotro
fotémetro para indicar correctamente el nivel de energfa presentado por el de
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tector, MAe simple, se establece cowo el error absoluto en la medida de la ~
absorcifn o ¥T de un estandar de valor conocido. Muchas coapafifas de inatru-
mentos emplean como referencia los éstandares de la NBS (SRM-9306) para cali-
brar sua espectrofoténmetroa.

La medida de la exactitud fotométrica nos da informacién de qué tan
bien un instrumento puede medir exactamente un estandar o estandares.
Linearidad fotométrica

Este pardmetro nos permite comprobar el funcionamiento del instrumen
to por medio de una solucién conocida que conforme a la ley de Beer dari una

1fnea recta que parte del origen al graficar i6n contra tracién -
(A ve C), Los srrores que pueden ocasionar una respuesta no lineal, es el —

mal ajuste de la escala (OXI/1004T) y presencia de luz extrafia.

La técnica m4s comin para la comprobacién de la linearidad fotométri
ca es a base de diluciones a partir de una concentracién de 0.2 g/L de - = =
K20r207 diluidos en 0.01N de H2504 medido a 257 nm a 3.0 de absorcién (}.OA).
El dicromato de potasic medido a 350 nm en una absorcién del 1,0A, requiere -
de una concentracién de 0.1 g/L. El resultado de la gréfica A ‘contra C debe

ser pimilar a la de la Fig. 25.

Procieién fotomftrica

Este parimetro representa la capacidad del sistema fotomftrico para
reproducir el mismo valor en determinacicnes sucesivas. Todas las mediciones
deben de hacerse continuamente con el mismo instrumento y ol mismo material.

Sin una precisién fotométrica, un espectrofotémetro no puede tener -
una exactitud fotométrica. Si el inatrumento reproduce los datos, entonces,
una muestra debe de leer el mismo valor repetidas veces (: una tolerancia).
La precisién fotomftrica se especifica en abeorcidn o ¥T con una tolerancia -
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(e3. ¥ 0,001 a 0-0.54).

A medida que se incrementa la absorcién, la precisién fotométrica po
dr{a deteriorarse por causas de aumento del nivel de ruidos presenten en el -
instrumento.

Nivel de ruido

Se conoce como la variacién que sufren las lecturas fotométricas por
causa de interferencia por ruido. La magnitud del ruido pueds variar al cru-
zar sl espactro y se detecta a riveles bajos de energfa.

Estabilidad de la base lineal

Se entiende como la desviacién que sufre la leotura después de ser -
ajustada en el espectrofotémetro, dentro de un perfodo de tiempo especificado.

La estabilidad de la base lineal afecta al usuario cuando el 100D o
el cero de absorcién continfa desvifndose durante una serie de lecturas, afeg
tando por lo tanto el valor de la lectura de cada muestra o causando inconve-
niencias por tener que reajustar constantemente el 100%I/cero de absorcidn.
El ajuste tfpico para el control de la estabilidad se muestra en la Fig. 26.

Energfa aprovechable

Es la cantidad de 1luz Atica al da por el detector a tra-
véa de una muestra de referencia a una longitud de onda espeo{fica. la canti
dad de energfa dependerd del cambio de longitud de onda, de las reatricciones

que sufre el haz de luz a causa del tamafio ds la cubeta y por la absorcién de
la guestra de referencia, Asf también, la ensrgfa aprovechable se ver& redu-
cida por incrementos de luz extrafia y ruido. Por lo tanto; -cuando el instru-

mento es operado con microceldas o celdas de flujo, es necesario comprobar o
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calibrar la cantidad de energia que sale del monocromador.

Tiempo de respuesta

El tiewpo de respuesta de un espectrofotémetro es el tiempo necesa—
rio para que llegue la informacién al fotodetector y éste pueda responder, mf
nimo del 98§ del valor real.

Por tal motivo, se necesita que constantemente se verifiguen o cali-
bren loa sspectrofotSmetros. Este mantenimiento debe de incluir bisicamente:

2) La calibraci6n de la longitud de onda (Exactitud de la longitud
de onda).

b) Linearidad de respueste del detector (Precisién fotomtrica).

¢) Luz extrafia o espfiria o energfa radisnte extrafa (35). °

I1.4.1 Calibracién de la longitud de onda,

El control periddico es necesario para asegurar que la longitud de -
onda del instrumento exactamente refleje la energfa qua pasa a través de la -
abertura de salida del monocromador.

Para la calibracién de la longitud de onda, se utilizan varios méto-
doa, Fl m&s exacto es reemplazar la 1l&mpara por una fuente de ensrgla radian
te que tenga una 1{nea de emisidn fuerte a longitudes de onda definidas. Las
fuentes de energfa mfs dtilea son las l&mparas de vapor de mercurio y deute-
rio o hidr8geno. (55)

En el caso de las lémparas de hidrégeno, presentan 3 l{neas defini—
das a 3680 y 486 nm, que son ffcilmente detectables (3). Una l&mpara de deute
rio emite las mismas 1ineas a longitudes de onda ligeramente mis la.rga.é (apro
. ximadamente una parte en 2000) (3). (56)
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El segundo método es a base de filtros de tierras raras, tales como
el éxido de Holmio y Didimio Fig. 27 y 28. El éxido de Holmio presenta ban-
das de absorcién definidas aproximadamente a 241, 279, 287, 333, 361, 418, —
453, 536 y 656 nm (7). En el caso del Didimio que se utiliza comfinmente en -
los Coleman, el cual debe sus propiedades Spticas peculiares al hecho de que
contiene pequefias cantidades de Neodimio y Praseodimio, dos t{ierras raras -
(usualmente contiene trazas de Samario) y cuya combinacién se reconoce como -
Didimio (12). Tiene anplias bandas de absoroién a 573, 566, 685, 741 y 804 -
on (7).

Estos filtros los producen las casas comerciales especializadas en -
aparatos, de tal forma que se inserta directamente en el compartimiento de la
muestra, La desventaja de estoa filtros es localizar longitudes de onda de
trasaisién afnima, siendo mfs diffcil que localizar longitudes de onda de - -
trasmisién mfxima, edenis de s8lo calibrar a una sola longitud de onda. (60)

Debido a la popidbilidad de deterioro de los filtros, la exactitud de
la longitud de onda se debe controlar periSdicamente (cada semana).

El tercer método es a base de soluciones. FPor ejemplo bajo condicio
nes bien definidas, una solucién de éxido de samario preasnta un espectro ca-
racterfstico con 13 bandas de absorcién (7). También se han empleado molucio
nes de sulfato de cobre, sulfato de amonio, cobalto y perclorato crémico, tra
tando de cubrir parte de la regién visible, Estas soluciones no han sido del
todo satisfactoriae y otros eatdndares 1fquidos estén bajo desarrollo y eva~
luacidn (10). (57 ¥ 59)

La desventaja de las soluciones quimicas son loa picos de absorcién
que generalmente son amplios y la desviacién espectral podrfa resultar por —

contaminacién o por errores en la preparacién.

Después de haber calibrado a base de los métodos anterfores, cowo un
eatandar sscundario, se puede emplear una solucién estable cromogénica.

Uno de los métodos podrfa ser a base del uso de los puntos isosbésti
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cos (5), que se define como la longitud de onda a la cual la absortividad de
una sustancia a pH's diferentes os la misma (13). Estos puntos tienen la ven
taja de abarcar tanto la regién visible como la ultravioleta, se preparan & -
base de soluciones indicadoras a diferentes pH's y son estables y baratas.

Sin tomax en cuenta el método empleado para la calibracién de la - -
exactitud de la longitud de onda, en necesario calibrar mie de una. En el ca
80 de instrumentos que contionen prismas, sus separaciones de las longitudes
de onda no son lineales, 1o cual es necesaric calibrar por 1o menos a tres.
La calibracién a dos, es suficiente para el caso de aparatos a base de reji-~
1las, ya que dan una separacién lineal que abarcan la regién ultravioleta y
viaible.

Il.4.2. Linearidad de la respuesta del detector.

Una funcidén propia de un espectrofotémetro o fotémetro es que debe —
proporcionar una relacifn lineal entre la enexg{a radiante absorbida y la leg
tura del instrumsnto, La linearidad inst tal ea un p. quisito indip-—
pensable, tanto para la exactitud espectrofotométrica como analitica.

Se han propuesto varios métodos para comprobar que la respuesta del
detector del aparato es lineal en el rango de longitudes de onda empleadas,

Uno de estos mftodos que se usan para comprobar dicha linearided, es
por medio de soluciones de concentracién conooida que cumplan con 1a ley de ~
Beer. (Secc. 11.2).

La linearidad fotomftrica se comprueba también por medio de métodos
laborjiosos y tediomsos que cred la nacesidad de recurrir a otro tipo de méto—
dos que fusran prfoticos, accesibles y aprovechables en el laboratorio clini-
coe

. En 1969, el Subcomité de Espactrofotometrfa del Comité de Estandares
de la Asociacién Ameriosna de (uimica Clinica, sugirié que la linearidad fotp
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métrica se puede comprobar a base de soluciones indicadoras de compuestos - -
apropiuados (7, 12).

Los coupuestos sugeridos para este propSaito incluyen (12, 13):

Log. de onda
(rm)

o
Oxihemoglobina 415
p-nitrofenol 405
sulfato de amonic cobalto 512
sulfato de cobre 650
clanometa hemoglobina 540

Por otra parte Frings (13), sugirié el empleo del colorante verde de
alimentos para comprobar la linearidad fotométrica, encontrando miximos de ex
tincibn 2 257, 410 y 630 nn, Con el uso de esta solucién se tiene la ventaja
de calibrar tante la regién U.V. como la visible, Ademfs de ser econémicas,
précticas y seguras, su absorocién no depende el pH ni de la temperatura (13).

I1.4.3 Rediacién espiria o extrafia

La radiacién extrafia (llamada también luz espfria o parfsita), se ha
intentado definir de varias maneras., Podrfa ser como la radiacién no deseada
esto es, otra luz que no es requerida para el anflisis detectando longitudes
de onda que no interesan (15, 16), también se definirfa como toda la energia
radiante que llega al detector sin pasar a través de la muestra (7).

En el dltimo reporte de la Federacién Internacional de Quimica Clini
ca (1797) denominan a la luz espfiria como energfa radiante falsa y la determi
nan como: la energfa radiante que proviene de la fuente luminosa y llega al
detector ‘con longitudes de onda que no corresponden a las seleccionadas para
propésitos de medicién (35).

Creemos que seri necesario revisar y analizar dicho téxmino, ya que
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no es aplicoble a espectrémetros que usan filtros para la seleccién espectiral
en los que la luz falsa o exiraha es causada por trasmisién del medic que o
rodea. Ademds la energfa radiante externa est4 excluida de esta defintcién.

Para propécitos pricticos y de nuificaciGn de nomenclatura empleare—
mos en este trabajo el término de luz o energia extrafia.

La cantidad de luz extrafia presente a longitudes de onda espec{ficas
se expresa en porcentaje de la radiacién total detsctada (16), Por lo tanto,
a mayor ‘luz extrafia menor seri la luz incidents, As{ tenemom que: 1X de 1la
luz extrafia indica la cantidad (0.01) de luz incidents no absorbida, es decir:
o

I, = 001 I

dondet Is es la intensidad de luz extrafia.

1° es la luz incidente.

La luz extrafla que exceda de 1% no es aceptable y me debe ajustar in
modiatamente, [Existen muchas otras fuentes de radiacién extrafia que disminu-
yen la intensidad de la fuente de energfa y la respuesta del detector.

La fuente prineipal que origina luz extraila es la que llega del exte
»ior, cuando el instrumento se emplea a longitudes de onda en el rango visi-—
ble y que el detector la abaorba para después ser medida, Ej. Algunos apara=
toe requieren de una tapadera negra para que al momento de medir cubra la cel
da y evitar la luz exterior, como Coleman y Leitz.

Otro tipo de fuente que podrfa originar luz extrafia es una ldmpara -
impropia, esto contribuye al incremento de la luz espiria de acuerdo a la ~ -
edad de 1la l4mpara. El efecto de una l4mpara de bajo poder se detecta por -
una respuesta no lineal al controlar la respuesta del detector (Secc. IX.4.2).

) La luz extrafia también se origina del monocromador por dispersién de
la luz debido a una superficie Sptica sucia o imperfecta o por reflexién de -
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las aberturas, del colimador o cualquier otro componente,

El efeoto de la luz extrafa sobre valores de absorcién (A), se puede
apreciar en la Fig. 22, en donde me relaciona la absorcién aparente con la —
raal para O, 1 y 5% de energfa incidente no absorbida. A medida que la luz =
extrafia aumenta, la desviacién de la ley de Beer también aumenta. Como la ab
sorcién real es infinita (por lo tanto la concentracién serf infinita) la ab-
sorcién apavente tendrf 1lf{mites. En el caso de la luz extrafiade 1y 5 ten-
drén absorciones aparentes de 2 y 1.3 aproximadamente. &n esta misma figura,
8e puede obgervar las serias consecuencias que ccasiona la presencia de luz -
extrafia, la cual disminuye la exactitud a concentraciones altag. Debido a es
to #ltimo, la respuesta del detector as no lineal.

Los métodos para detectar la luz espiria se hacen a base de sustan—
clas o filtros. El método mfs priotico es a base de soluciones esténdares.

Con el empleo del estandar de niguel (sulfato de niquel) de concen—
tracién relativa de 1 a 400 nm debe absorber casi todo y la lectura serf me—
nos del 10¥. Repitiendo esta lectura cada semana, una tendencia a subir indi
carf la aparicién de luz espiria.

Igualmente con el mismo estandar, calibraremos a 700 nm y también de
be de dar una absorcién muy alta, la comprobacién real, se ve al quitar el —
filtro cercano al I.R. (Nm), que debe estar puesto encima de loe 650 nm, en-
tonces no se elimina el eapectro de ° orden, y aumenta la trasmisién, pues -
hay varias longitudes de onda del espectro que llegan a la muestra.
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De acuerdo al objetivo enunciado 81 iniclo de esta tesis, de enfocar
1a calibracién de los espectrofotémetros en base a dos pardmetros importantes,
claves para el buen funcionamientc de los instrumentos como son: a) exactitud
de la longitud de onda y b) linearidad fotom$trica por medio de soluciones co
loridas o indicadoras. Por lo que me subdividir el capftulo para una mejor
descripeibén y comprencién del mismo.

I1I.1 Exactitud de la longitud de onda.

Inicislmente se utilizaron los métodos que recomiendan las compafifas
de instrumentos para comprobar el buen funcionamiento de su espectrofotémetro.

Se trabajé con el filtro de Didimio que sugiere la Coleman Instru- -~
ments Division Perkin Elmer (No. 6-400) que sirve para calibrar exclusivamen-
te sue instrumentos Coleman Jr & una longitud de onda especifica.

La calibracién se realizé de la siguiente forma:

1. Encender para precalentar (10 a 15 min,)
2. Seleccionar con el monocromador la iongitud de onda a 585 nm,
3. Seleccionar el filtro (VIS)

4. Controlar los botones de ajuste grueso (coarse) que se encuentra
en el extremo inferior y fino (fine) en la parte media.

5. Ajuste a 585 nm con el filtro de Didimio.

a) Teniendo obstruido el paso de luz, ajustar a O¥%. Puede ha—
cerse con la rejilla de la escala, 5i no es muy grande el de
sajuste; o con el cero mechnico.

b) Sacar el filtro y poner la cubierta para celdas (negra), pa-
ra ajustar a 10047 con los botones grueso y fino,

c) Repetir los pasos a y b, para controlar los ajustes a 0 y —
1004,
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d) Colocar el filtro de Didimis y arstar el valor de &7 nfnino,
Cuando el aparato es nuavo este valor corresponde a  4xT.
2n caso de no obtenerlo, cebe pensarse en camblar la lispara
¥ continuar con el jaso 6.

6. Manteniendo el filtro de Didimio en el aparato y la longitud de
onda a 585 n», llevar con el botén de ajuste grueso y con el fi-
no a SO#T.

7+ Girar despacio el monocromador hasta fijar entre 580 y 590 nm.
4 Cbeervar a que longitud de onda corresponde el valor afnimo,

8. 31 el minimo no fuera a 585 num, es necesario compensar la desvia
cién, regresando a 50,4P con los botones de ajuste grueso y fino
¥y sin mover el monocromador, que indica el minimo de la longitud
de onda encontrado.

9. Llevar el monocromador a 585 nm. Je observard un desplazamiento
en la escala de X, que es necesario corregir.

10. itar la tapa trasera del espectrofotémetro habiéndose despo ja-
do de anillo, reloj o cualquier objeto metflico.

11.  Sin mover ningin botén del tablero, ajustar el S50%T con el torni
1lo grande amarillo (cremallera situada en la parte de atrfs). -
Se requiere girar de 6-8 topes/nm, que ge perciben al tacto.
a) Hacia la derecha, oi el nfnimo est4 denplazado hacia la iz~
quierda.

b) Hacia 1z izquierda, st el minimo est4 desplazado hacia la de
racha,

12. S1 el minimo corresponde a 585 nm, se coloca la tapa posterior y
se cierra,

Para confirmar el ajuste, se observa que el %I corresponda a < 44T,
o ge pueden hacer lecturas en las diferentes longitudes de onda del espectro
de Didimio., Fig. 28.

Posteriormente ge trabajé con solucionen estandares que vienen sella
dan y calibradas a una concentracidn y se miden a una longitud de onda especS
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fica. Este juego de estandares proviene de Harleco, iGibbatown, N.Y. U.S.A.
(lio. 64666) y calibran tanto la exactitud de la longitud de onda como la foto
métrica.

Contiene tres estandares a diferentes concentraciones:

Solucién Color Long, de onda {nm)
Sulfato de niquel verde 670
Sulfato de amonio cobalto rojo ’ 520
_Perclorato crémico azul 420

Con el empleo del juego de estandares eapectrofotométricos, se cali-
braron los aparatos de acuerdo al método que inica el equipo.

1, Leer todas las soluciones a la longitud de onda indicada, emplean
do el blanco de agua que se incluye en el equipo para ajustar a
cero de absorcién o trasmisién,

2, Graficar las absorciones obtenidas contra la concentracién rela-~
tiva (1,00, 0.75, 0.50 y 0.25), para cada una de las tres dife-
' rentes longitudes de onda.

Las absorciones obtenidas, pueden ser comparadas con las teéricas, -
que 8e incluyen en la siguiente tabla:

c;::::z::czd? Absoreibn o Extincién % T
1,00 0.824 - 0.602 15.0 - 25.0
0.75 0.602 - 0,456 25.0 - 35.0
0.50 0.409 - 0.10 39.0 - 49,0
0,25 0.215 - 0.149 61,0 - 71,0

Valores obtenidos en Bausch & Lomb, Spectronic 20, 70 y 100 y para -
Espectrofotémetros Coleman Jr 11,
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A continuacién se describe un método para la obtencién de los puntos
isosbésticos a base de soluciones indicadoras, donde el materinl de vidrio —

que se utiliza es mfnimo y su realizacién es sencilla,

Las soluciones indicadoras utilizadas son:

Concentracién
umol/1
Solueidn No. Artfeculo (diluides en agua
bidestilada)
KyCra0y 204864 101.6 30
Naranja de metilo (N.M,) 1322 20,6 6.7
Rojo congo (R.C.) 1342 20 14
Azul de bromotimol (ABT) 3026 40 25

Proceden de Merck México,

Para su preparacin en diferentes pH's, se hizo lo siguiente:

10 pl
I’ﬁ‘/\ B,S50, (0.1 ¥)
% \
I

[ &\
10 w1 O ese |
s—o NacH Se hace un barrido de 220 a
. - (0.1 8) 650 n», con intervalos de 5
5 s ~ i > nm, Empleando como referen
Soluoién e indl ‘ 7 cla agua bidestilada. Y ss

cadora, puede ser ~——
cualquiera de las an grafican en papel milimétri

teriornente menciona 0.
das en: el cuadro,

Tubo B aun pHde 8B
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Conservacién

Preparar 25 ikl y guardarlos en un frasco ambar.

Para la preparacifn de Hi y HiCi.

Lavar de 6 5 1}
a 8 vecea. S5
— )
- )
Solucién Centrifugar (10 min)
salina
Sangre humana Lisie de
Eritrocitos

il
|
Ajuste de concentracién i
a 10 umol/1 (14 g/10()) Solucién clara
ml).

de Oxihemoglo-
bina.

NJ
m«\ >/
’!.‘ Tomar alicuotas
il
Adicionar 2 ng il” P. Adicionar 2 mg

de Nitrito de de Nitrito de
aodio. sodio + 10 g
KCN

HicN

car en papel milimétri-
CO.

Hacer un barrido de 350 .
a 660 nm, con interva-
T - Sl (S BOXION

Sobre el papel milinétrico se grafica en la abeisa la longitud de on
4= y en la ordenada la absorcién.
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II1.2 Linearidad Fotométrica

Para la comprobacibn de la linearidad fotométrica se utilizaron difg
rentes compuestos, incluso las soluciones indicadoras medidas en el punto - -
inosbéetico donde no hay interferencia y puede complirse con la ley de Lam~-
bert y Baer.

Las sustancias empleadas fueroni

No. Artfculo

chr207 204864
Naranja de metilo 1322
.Rojo congo 1342
Glucosa 3393
Creatinina 3385
p-Nitrofenilfosfato 3304

Preparacién de las soluciones.

K202207, pesar 20 mg en un litro de }{2504 0.01N y se hacen las sigulentes di-
luciones:

Tubo Soluoién (ml) H,50, 0.018 Concentracién

(4n1) umol/l mg/l
1 0.5 9.5 3.4 1.0
2 1.0 9.0 6.8 2.0
3 1.5 8.5 10,2 3.0
4 2.0 8.0 13.6 4.0
5 2.5 Te5 17.0 5.0
6 3.0 7.0 22.4 6.0

Blanco de 112504 0.01N

Longitud de omda ~ 350 nm
Pago de luz - 1 cm (de vidrio)
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MNaranja de metilo, pesar 6.7 mg en un litro de agua destilada y se hacen las
*

siguientes diluciones:

Tube Solucidn

(m)

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0

bW N -

Blanco ~ Agua destilada
Longitud de onda - 465 nm
Paso de luz - 1 ca (vidrio)

hgua destilada
(m1)

4.0
3.0
2.0
1.0

Concentracién
umol/l mg/l
0,061 20
0.122 40
0,183 60
0,244 80
0.305 100

Rojo congo, pesar 14 mg en un litro de agua destilada y se hacen las siguien~

tes diluciones:

Tubo So%uuiGn
al)
1 1.0
2 2,0
3 3.0
4 4.0
5 5.0

* Blanco - Agua destilada
Longitud de onda - 540 na
Paso de luz - 1 cm (vidrio)

Agua destilada -
{m1)

4.0
3.0
2,0
1.0

Concentracién
umol/l mg/1
0,029 20
0.057 40
0,086 60
0,114 80
0,143 100
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Slucosa, se valoré con el método de GCD-PAP de Merck.

Patrén Solucién patrén Reactivo de color I
ng/100n1 ml ml n
¢

20 min, a

200 0.01 2.0 : temperatura

100 0.01 2,0 a ambiente.
50 0,01 2.0 c
27.27 0,01 2.0 i
n

Blanco - Reactivo de color
Longitud de onda - 510 mm
Pago de luz = 1 cm (vidrio)

Creatinina, se valor§ con el método cinético de Merck a partir de un patrén
de creatinina de 1.0 mg/100ml se hicieron las siguientes dilucio
ness:

Tubo Patxrén Agua destilada Concentracién

_ (m1) (m1) umol/l  mg/100mi
1 0.10 0.90 8.84 0.10
2 0.25 0475 22.1 0.25
3 0.50 - 0,50 44.2 0.50
4 - 0.75 0425 6643 0.75
5 1.00 - 88.4 1,00

N

De estas diluciones de determiné la cantidad de creatinina.

Tubo Patrén diluido Ac. Pferico  Amortiguador
(m1) ml

ol
1 0.5 1.0 1.0
2 045 1.0 1.0 Eaperar y
3 0.5 1.0 1.0 a los 5 min.
4 0.5 1.0 1,0  medir.
5 0.5 1.0 1.0



Tubo  Patrén diluido Ac. Picrico
(a1)

(m1)

Blanco 0.5 (agua

destilada)

Longitud de onda -~ 492 nm
Pago de luz ~ 1 cm (vidrio)

1.0

Amortiguador
(m1)

1.0

60

p-Nitrofenilfosfato, 5.0 ml del patrén se aforan con 200 ml de NaOH 0.02N, pa
ra hacer las siguientes diluciones:

Tubo  Patrén  NaOH 0.02N
{ml

(m1)
1 1.0 9.0
2 2.0 8.0
3 3.0 7.0
4 6.0 4.0
5 10,0 -

Blanco - NaOH 0,02N
lLongitud de onda ~ 405 nm
Paso de luz - 1 ca (vidrio)

Actividad por volumen

v/L ukat/1
10 166.7
20 . 333.4
30 500.1
60 1000.2

100 16667
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aAparatos Bmpleados

Para la comprobacién y control de fotométros y espectrofotémetros, -
se utilizaron diferentes aparatos (analégicos y digitaleas) en cuento a resolu
cién (paso de banda) y sistema 6ptico. )

Aparato Paso de banda Tipo de cubeta
Beckman 26 0.2 na Quarzo cuadrada (1 cam)
Coleman 55 2.0 nm Silica cuadrada (1 cm)
Perkin Elmer 35 8.0 mm vidrio redonda (1 cm)
Zeiss PM2DL 10,0 na Vidrio cuadrada (1 cm)
Coleman Jr II 6/20 20,0 nn Vidrio redonda (1 cm)
Leitz 50,0 nm Vidrio cuadrada (1 cm)

_ Métodos empleados para la comprobacién de la calibracién de los aparatos.

Para comprobar que el método de los puntos isosbésticos ee satisfac—
torio, se trabajé con algunas determinaciones enzimiticas cinétioas y colori-
métricas para valorar tanto enzimas como analitos, escogiéndose aleatorianente.

Métodos Cinéticos
u.v)

GOT (Transaminasa glutamica oxalacetica)
LDH (Lactato deshidrogenasa)
GPT (Transaminasa glutémica pirfivica)

Métodos Cinéticos
(visible)

'GP (gamma glutamil transpeptidasa)
F.elc. (Posfatasa alcalina

M&todos colorimétricos

Glucosa (GOD-PAP)
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Glucosa {Gluc-DH)
Colaesterol Enzimitico
Urea.

Eatos métodos son de Merck liéxico, S. i.

Yjaterial de control.

Se utilizaron sueros control comerciales con el fin de verificar que
los valores encontrados se correlacionen con loa valores reportados en la car
ta del suero control y de esta forma asegurar que las condiciones de trabajo
se han controlado y aef obtener Sptimos resultados.

Sueros control No. Artfculo
Seronorm Routine 16148
Pathonorm H 15056
Seronorm Lipid 15019

De 1a firma Nyegaard & Co. A/S, Oslo, Noruega.
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De acuerdo al orden eatablecido anteriormente, se obtuvieron resulta
dos de los parfmetros siguientes:

IV.1 Exactitud de la longitud de onda

A) Filtros
B) Estandares de concentracién conocida

C) Puntos isosbéstices

Los resultados cbtenidos de loe puntos (A) y (B), vienen resumidosen
el cuadro 1 y 2, con sus regpectivas figuras, para el Coleman Jr II 6/20 ¥ Pex
kin Elmer 35, donde las ampolletas y el filtro se adaptan perfectamente en el
portacubetas de dichos aparatos.

Adenfs se trabajé con un aparato desajustado (Pig. 30, Coleman Jr II
6/20), Se revisaron dichos aparatos cada mes, obteniendo variaciones minimas
(de 0,005 ~ 0.1).

En el caso del aparato desajustado se observa que las curvas no pa=—
san por el origen, indicando una deavimoifn de la longitud de onda, El1 mfni-
mo de transmisién encontrado a 585 nm, es de T¥ con una deaviaciSn de b1 2.5
n@, lo cual nos indica que un minimo de desviacién se puede detectar fécilmen
te.

Por otro lado, prot la p ia de luz espdria o extrafla por
medio de la solucién de sulfato de Niquel de mayor concentracién 1.00, midien
do a 400 nm, donde debe de absorber casi todo y su lectura debs ser menor del
4%, 1o mismo sucederd a 700 nm, donde absorberf el mfnimo de 2% y a 510 nm,
mayor del 90% (absorbe mayor luz).

De acuerdo a los resultados encontrados en un aparato desajustado,
como ajustado, puede influir 1a luz extrafia que principalmente proviens deluz
que llega de una rendija o falla del inst to o por pr ia de polvo.




CUADRO

COMPROBACION DE LA EXACTITUD DE LA 10RGITUD DE OiDA

Eepactrofotfaetro Marca: Coleasn Jr II JYodelot 6/20
RIDIMIO 5150, Conos 1400 cr(’tln;ﬁ: l(':--u) co(BO‘)zzzgz);“ (RoJo) :zs;jw(,v:do)

FECHA  ARALISTA 1, tura Se ajusts 400 na 510 nm 700 nm .

(¥x1) st Fo X T ¥ T X T 025 0,50 075 1.00 0,25 0,50 075 100 0,25 0,5 0,75 1.00
10- 6-80 0., 4 X 3 9% 2 017 0,35 0,52 0,70 0,165 0,342 0,50 0,665 0.17 0,34 0,51 0469
8= 7-80  O.M. 5 X 3 %0 2 0,17  0.35 0,518 0,685 0,17 0,33 0,50 0.665 0.17 0,35 0.60 0.70
12« 8=80  OuM. 45 X 3 9% 2 0,175 04355 0.515 0.69 0,16 04335 0,51 0,67 0.75 0,35 0.51 0.69
9- 980 Q.M. I8} X 3 90 2 04175 0,355 04520 0,69 0.7 0,34 0.51 0,665 04175 0.345 0.515 0,69
14=10-80 Q.M. 5 X 3 90 2 0,17  0.345 0,52 0,685 0.17 0,33 0.495 0,665 0417 0,35 0.50 0,69
11=11-80 0N, 5 X 3 90 2 0,17 0,345 0.516 0,68 04165 0.33 0.495 0,66  0.47 0,35 0.50 0.70
16-12480  O.Ms 7 X 3. 80 2 0,478 034 0,54 0,67  0.98 0,35 0,51 0,66 04175 0,345 0,51 0,71
16-12-80 0., 4 x 3 %0 2 0.175 0,35 0.52 0,70 0,17 0.345 0,51 0,67 0,17 0,34 0.51 0,69
10- 2-81 ° 0.M, 4 X 3 %0 2 017 0,365 0.52 0.70 0.7 0,340 0.51 0,67 0175 0,345 0.5t 0.69
10- 3-81 QM. 4 X 3 % 2 0,175 0.35 0452 0470 0,17 0.34 0.51 0,665 0417 0,350 0,50 0,695
4= 4-01 0., 4.5 X 3 % H 0,175 0,35 04515 0,69 0,17 0,335 0,50 0,665 0,175 0,355 0.50 0,70
12~ 5-81 (51 4.9 X 3 90 2 0,170 0,345 0,52 0,685 0,17 0,33 0,51 0,671 0.17 0,34 051 0.67
Aparato desajustado 8 X 3 20 2 018 0.34 0.51 0.68 0,18 0.34 0,49 0,65 0,18 0,33 0.49 0.66

0.4, ~ Getavic Horales



CUADRO 2

COMPROBACION DE LA EXACTITUD DE LA LONGITUD DE QNDA

Eapectrofotéastro Marcas };orkin Elzer Modelo? 35
S pIDDNIO so1, Mo, s 100 ox{uioy)y o) Ca(s0,) CHiR8, Choto) o, (vonte)

. ecturs Se ajusté 400 ma 510 nm 700 mm

(¥T) 84 No % T X T X T 0,25 050 0,75 1.00 0,25 050 0.75 1,00 0,25 0,50 0,75 1,00

10- 6-80 0., 4 , X 2.6 92,6 1.8 0,19 0.375 0,57 0.755 ©.185 037 0,55 0.74 0.19 0.38 0,57 0.76
8- 7-60  O.M, 4 X 2.4 93 1.7 0.185 0,38 0,58 0,76 0,18 0,36 0,55 0.73 0,185 0,38 0,57 0,76
2. BeB0 0., 4 X 2.6 93 1.8 0.19 0,375 0,56 0,75 0,17 0,36 0,555 0,73 0,19 0418 0,57 0,755
¢ 9= 9=80 0., 42 X 2.6 92,9 1.8 0418 0,37 0,575 0,75 0,175 0.37 0,56 0,735 0,18 0,375 0,575 0.76
14-10-80  O.M. 4.1 X 2.4 93 1.7 0,175 0,38 0,578 0,76 0,175 0,370 0,36 0.74 0,185 0,38 0.574 0.76
11-11-80  O,M, 4 X 2.6 92,6 1.8 0,19 0,375 0.56 076 0,18 0.375 0.55 0.74 0,19 0.375 0.57 0,76
16-12-80  O.M, 4 X 2.5 93 1.8 0.18 ‘0.31 0.575 0.755 0.185 0.37 0,55 0.741 0,10 0,381 0,575 0.756
10- 2-81  O.M. 4 X 2.6 93 1.8 00185 0437 0,57 0,751 0,182 0,37 0.54 0,741 0,185 0,376 0.57 0,755
10- 3-81  CM., . 4 . X 2.6 92,7 1.7 0,19 0,375 0.57 04754 0,185 0.365 0.55 04740 0.19 0.375 0,57 0,76
1= 4-81  OM, 4.2 X 2.6 92,3 1.8 0.185 0,38 0,57 0,755 0.184 0,37 0.55 o.14é 0,19 0.375 0,57 0.76

0.M, = Octavio Morales
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Puntos Isosbéatices

En el cuadro 3, se oncuontx:an los puntos isosbésticos obtenidos endi
ferentes aparatos y los puntos reportados por Hoxter (5), quien trabajé en un
aparato Zeiss PMQ II, con celda de paso de luz de 2 cm y empleando un regis=-
trador, Se observa una mfnima variaoién en cada solucién con respecto a los
puntos reportados por Hoxter:

i+

KLr,0, 5 nm
ABT f tom
N.M. t 5
R.C. 2 10m
Hi/HCN ¥ 10 mom

Estas variaciones son debidas a la sensibilidad del aparatoempleado)
as{ como, al no tener un registrador que grafique exactamente el punto de in-
terssccién, como se puede obssrvar en las figuras de los Coleman 55, Coleman
Jr 11, Perkin Elmer 35 y Zeiss PM2DL., Sin emd » o0 un Beckman 26 se empled
registrador, y se encuentra que hay una variacién de b4 2 nm, con respecto a ~
loa otros aparatos.

Se deternind su estabilidad de las soluciones emplesdas durante 12 -
meses, obteniendo los siguientes resultados: (Cusdro 4)

Eatos datos nos indican que en cada solucién su rango de estabilided
¥y seguridad néxica es de 8 meses, después del cual las extinciones tienden a
bajar progresivasente, siendo diffoiles de medir, En el caso de la metahemi-
globina/Heniglobina cianurc, au vida nedis se red proximad a 6 me-
ses y esto es comprensidble ya que la hemoglobina por acoibn de la lus y el ai
re se descompone fécilmente, sufriendo una oxidacién.




CUADRO 3

PUNTOS ISOSBESTICOS DETERMINADOS EN DIFERENTES APARATOS

SOLUCION ZEISS PMQ 1I BECKMAN 26 OOLDMN 55 ZEISS PYoDL  PERKIN EIMER 35 COLB”IAN‘ 6/20
QUARZO VIDRIO QUARZ0 VIDRIO QUMIZO VIDRIO QUARZO VIDRIO QUARZO VIDRIO QUARZO - VIDRIO
(om)  (am)  (nm) () (om)  (om)  (om) (o) (om) (rm)  (am)  (am)
245 245
250 257 297 298 299
30 ng/L 339 339 339 330 340 339
X 45 45 245 50 413 448
260 250 261
A:;% de Bromotimol §Z§ §.2,g §Zi 24 5
25 ng/L 198 498 496 971 499 505 502
Naranja de Metilo 352 352 352 354 354 351
(1.4) 6.5 mg/L 465 7 265 40 470 470 . 4o
269 266 265
Rodo Songo (R.C:) 295 297 297
541 551 549 550 545 550 545
6 416 420 420 420 419
Hemiglobina/Hemiglo 415 41
2 486 470 480 480 480 500 475
bina~cianuro. 519 520 520 520 520 520 520

(mi/uioN) 10 mol/L g5 5% 597 o 5% 5% 585



CUADRO 4 N

ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES MIDIENDO SU EXTINCION EN UN ZEISS PMZDL.

Solueién Agosto  Sept. Oct. Nov. Dic. Enero  Feb. Marzo Abril Mayo
K20r207

0.265 0,265 0.265 0,265 0.265 0,265 0,260 0,185 0,160 0.150
PiI = 340 mm
ABT

PsI - 498 ma 0.185 0,185 0.185 0,185 0,185 0.185 0.173 0,161 0,154 0.144

N.M.

0.48 0,48  0.,48 0.48 0,48 048  0.44 0,40 0,35 0,25
P,I ~ 465 nm

R.C.
P.I = 550 mn 0.24 0.24 0.24 0.24 0,24 0.24 0.24 0.20 0.17 0.10

H4/HACN
P.I = 519 mn - - -- - 0.06 0,06 0,06 0.05 0.0 ==

P.I. = Puntos Isosbésticos.



n

Eopectros encontrados en la obtenoién de los puntos isosbésticos en
diferentes aparatos.
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FIG. 31 Puntos isoshésticoa del K20r207 en un Beckman 26,

Condiciones: Paso de banda 2 nm, velocidad de barrido 120 nm/min., velooidad
de carts 1 pulg/min, tiempo de reapuesta 2 seg., celda de quarzo 1 a?.
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Puntos Isosbésticos de K20r207 en un Coleman 55, paso de banda 2,0 nm, celda cuadrada de
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F1G. 33 Puntos isosbéaticos de xécr207 en un Perkin Elmer 35, paso de banda 8 nm, celda re-

donda’de 1 om,
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FIG, 34 Puntos isosbésticoe de K20r207 en un Zeiss PM2DL, paso de banda 10 nm, celda cua-
drada de vidrio 1 o,
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FIG, 35 Puntos isosbésticos de x,‘,crzo., on un Zeisa PM2DL, paso de banda 10 nm, celds oua~

drada de quarzo de 1 mz.
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¥IG. 36 Puntos isosbésticos del K2°'2°7 on un Zeiss MM2DL, pasc de bands de 10 nm, celda cus~

drada de 1 mz.
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Puntos isosbéaticos de KZCI:zO.' on Coleman Jr II 6/20, paso de banda 20 na, celda
redonda de 1 cmz.
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FIG. 39 . Puntos isosbéaticos de Azul de Bromotimol en un Coleman 55, pasc de banda de 2 nm,

con celdas cusdradas de sflice de 1 nd,
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Puntos isosbésticos de Azul de Bromotimol en un Perkin Elmer 35, paso de banda 8 ma,
celda redonda de 1 om.
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FIG. 41 Puntos isosbéeticos de Azul de Bromotimol en un Zeiss PM2DL, pasoc de banda 10 nm,

celda cusdrada de 1 eal.
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FIG., 42 Puntos isoebésticos de Asul de Bromotimol en un Coleman Jr II 6/20, paso de banda 20 no,
con celda redonda de 1 cm.
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Tuntos isosbésticos del Naranja de Houlq en un Beckman 26, pa~
80 de bamla 0.2 nm, tiempo de respuesin 2 seg., velocidad decar
ta 240 mn/min., volocidsd de barrido 240 mu/min., celda cuadra=

da quarzo 1 em2,
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PIG. A4 Puntos isosbésticos de Harania de Metilo en un Coleman 55, paso de
bands 2 nm, con celds cusdrada de 1 ca? de 8flice,
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PIG. 45 Puntos isosbésticos de Naranja de Metilo en un Perkin Elmer 35,
paso de banda 8 no