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0.tlJETIVO 

El propÓaito de eete trabajo en denostrnr que con el empleo de 

soluciones indicador"" es factible verificar la exactitud de =. 

longitud de ónda y la linearidad fotométrica en ospectrofotÓm.! 

tros de u•o químico cl!nico. 



INTRODUCCION 

:r:urante muchos años el vrincipal medi~ de medir uua reacci6n fotoqu! 

mica. ha sido la colorimetría. .Esto pro~.ablem~nte 9D debe a que el primer fn!!. 
trumento confiable para medir ln concentraci6n de un compuesto fu(' el colorí­

metro de Duboeq en 1eú9. 

Este hecho lmpuln6 rle ru.:ltlero asombrosa. el e:-1roleo de tl?cnicco espec­

trosc6picas en la. qu!micat a tal ¿rado, que hoy en día coneti tuye11 una !1erra­

mienta de trabajo indispenaable, sin la cual, es dificil ima¡¡inar los proble­

mas que enfrentar!o. el qu!r.iico al realizar una determinaci6n. 

Estas Ucnic!le no solo facilitaron el trabajo cotidiano del químico, 

sino que con la ayuda de ollas, se pudieron efectuar mediciones e identifica­

ciones nunca antes imaJin..i.dae. f-'odemas establecer lo. estructura de compue~­

tos, anllisie de mezclas, deto:rminac16n de pureza en forma r~pida y sencilla, 

As! tambi6n; pode:nos determinar la concentraci6n de un "analitott o la activi­

dad de una enzima en forma confiable, seffl.lra y exacta. 

Loe es¡>ectrofot6metros y fot6metros b&sicamente eeti!.n compuestos de 

dos partee fundamontaleo1 

1) El espectr6metro, que tiene como funci6n producir energía radi"l! 

te y seleccionar la longitud de onda adecuada, de acuerdo a la -

muestra que se mida y a ln reacci6n que ésta produzca. 

2) La otra parte os el sistema de detecci6n de los cambios ener¡¡~t! 

coa o sea. el fot6metro propi'llllente dicho. 

En base a catos principios que feman a un eepectrofotc5metro es nec!, 

eario ::¡ue el usuario se farnili;i.rice con cruln. parte, con el fin de poder en un 

momento dedo detectar alguna falla. 

:ieade que se desarrollaron loe primeroo cspoctrofot6:netros, a finos 

da loo 30 1 e y principio• do los 40 1s, hubo necesidad de verifir.ar ea funcion! 

miento. A medida que iban surgiendo nueva~ tlfonicaa para la deteroinaci6n de 
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!3uatwcie.a fue deaarroll.i.."1dose tanto loo instru:icntos co:!.10 los ri~tados para -

r..antener en 6pti.i.1as condicioneR los inatrumentos de med1ci6n. 

En 1963, un co:nité compuesto por r.i.icr.ibros de ln 3ociedad 1\!Ilcricana -

de Pruebas de f.',ateriales (AST:·l-Americnn ~~ociety of 11egt:.no Materials}, repre­

sentnda por acadtbicos y químicos inductriales ns! como fabricantes do i.,Gtr:!:!. 

:nentoa, dese.rrollnron una corie de reco:nendacionas para s~r prcbildns en cada 

cepectrofotdmetro, las ctrnlea fueron ndoptactas y han ;recultél.da uno de los ce­

tandaree e1~s importantes en lr. industria (30 1 39 1 9). Un segundo paeo nota­

ble fu~. el que tom6 la llat~onal Bureau of Standards (NBS) 1 cuando introdujo -

dos patrones de exactitud fotomátrica, de acu,:,rdo a las recomendaciones del -

co1.lit6 ASTM. 

i:wnerosos reportes han sido :publicados con respecto a. las t~cnicas -

de co· ..... :.robaci6a o verificacitln de loa: copectrofotémetros, lo cual hablS\ cucho 

ele la importancia que presentan dichon aparatoR, así como su debido control -

c¡ue tiene que llevarse. 

Las estadísticas nos demuestran que el 95i~ de loe estudios cl!nicos 

realizad.oc se hacen por medio de mediciones espectrofotom~tricaa y el 90,I, de 

loa eopcctrofot6metroa empleados no llevnn un debido control de su funciona­

miento. 

2stas cifras sisnificativas non hacen reflexionar acerca de la impe­

riooa necesidad de llevar un proirrama de control de calidad instrumental báe,! 

co, en donde se cubren los parámetros mán importantes que nos pomiti::ll detec­

tar cualquier anormalidad, y de hta forma el eopectrorot6metro siempre cu.'D­

~la con eus especificaciones adquiridas nl salir de lo. fábrica. 

Todo esfuerzo se debe hacer con el fin de aui:ientar la co:nunicaci6n -

entre quien le conntruye, lo diatribuye, las sociedades prcfeeionales r el -

personal de laboratorio. Nuestro objetivo debe ser el pro•teer lo!! raedioo ¡;a­

ra corrrprobar y r.mntener en 6¡,timaa condic~one!3 los inatrut:lento.J, 3 fin de que 

}¡:, calidad en el cuidado de la salud se r.iejore en eatP. tle:!1po :¡ en el veniderv. 



:ic acuerdo a lilr. reco::J.enda.ci1r.~n expuenta3 por el :·.:....1"!l de ::Xpertos 

~n .::~r-1? .. troacor!n. 1 en ni:·~csa.rio control~ les siblliente:J pa.::.á.rnetrcc: exacti­

tud d11 la longitud ~e on.ta. 1 exar.titud fot.c:u~trica, :precisi6:-i rotoru:Hrica, ;.,! 

so de '-~ntla. 1 luz NJ}·t~ri:: ,. extrara y nivel de ruido .. 

Je lnR <;1nlh·· nuestra t1ten~16n se centrará. en la ex,~.~ti tud de la -­

lon.~i tud de ozda, exactitud fotom6trica 1 ¡:;recis16n foto::J~trica Y' luz es;ur!n. .. 

Pcr ser los rar.1."1~tros qui? pre~ontan mayor inportancia y que requieren de un 

co:1trl•l peri6dico ( sc:na.:ml), adem~o de presentar dificultades en cuanto a la. 

t6cnica, y:i c¡ue requieren de oa.teri.l!.P.s ~filtros, su:::;t.:.ncin3) demasiado caro e 

y difí~iles de a1quirir (poco asequibles), por lo que es necesario desarro­

llar t&cniccls altcr:i.ativaa que cubran dichns desventajaa y que resulten tan -

eegurns y confiables coco las ya comprobadas y recomendadas. 

!:oxter (29) propuso el empleo de soluciones indicadoras para encon­

trar runtoa 1sosb6sticos o de interaecci6n y de esta forma noa pe:rmi ta. compl",2 

bar la exc.cti tud de la lonsi tud de onda, obteniendo excelentes resul tactos y -

ou,;íriendo diferentes oustanchs n~licables para dicho parámetro. S6lo que -

todos sus resulta.dos 9e comprcba.ron en un nparato de mayor renoluci6n, mayor 

sensibilidad, paso i:!e banda estrecho y con empleo de grnfic11dor. 

Es pues nuestro prop6sitfl 1 comprobar lo pro:¡:uesto por Roxter, perc -

en diferent~:i ··;ara.toa, <ll? disti:lta Renoibilid1.d 1 pa~o de banda, r.tc., <lende 

loa m.:'..::i nencillo!l h<.sta los m5s eofistic.Uon .. 

l .'ls aolfü~iones que se utilizüron para la calibraci6n fueron: naranja 

de cetilo, roja coll!lo, ~zul de bromoti:::ol y K;;Cr2o7
, ademán de r:iuestrn biol6-

~ic:i (pla:;na). 

Con lo que ::;~ pretPnde demontrar la utilidad de ellas a base de loe 

puntos isosb~sticos para calibrar los espectrorot6:::ietr.:ie y de ec:"ta forna se -

incluya co:no un ::\&todo alterr.ativo y recouondable .. 

los resultados obtenidos, us! como lns gráficacr 1 se aoe;nej~r. mucho a 

los de Hoxter. !ar c:ro l.:.c!o 1 9~ ¡:;udo co~proba= que dichas i·::ilucior.P.s al en-



ocr,tra.r suz puntos isosb~eticos no 1·ada ·r.c...:J nos da info:.·;:1aci6n de ln ex:ieti tud 

de la longitud de onda, sino 1ue ta;nbi~n nos 1exuestr.:. que oon dtilea para la 

preoisi6n fotou~trica o di~h.::i t~c.rdcauente l~ linearidad do la r1?apuesta del 

detector. J,o cun.1 el llevar el Cor.trol de Cali:iad instru.-nental ne h;ice más -

sencillo y mli.s :.-árido con el e.npleo de c!lta solucicnc::;i indicildores. 



II GENEl1J.LIDADES 

1.- Radiaoi6n electromagn6tica y su interacc16n con la materia. 

2.- Leyes de abaorci6n de energía radiante. 

).- Inetrumentac16n para espectroscopia. 

4.- Manteniciento de eapectrofot6rnetros. 

II .1 Radiaci6n olectromagn6tica (EM) y eu interacc16n con la materia. 
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La 11ayor!a de loe 116todoa instrumentales de an!liaia químicos, 

emplean la radiaoi6n EM como un medio para determinar la identidad, estructu­

ra y cantidad de eopeciee qu!micas. 

El ejemplo m!s co11dn de radiaci6n EM, es la luz (radiaoi6n vieible), 

que ea un campo de fuerza eo el espacio con una frecuencia, velocidad e inte!!. 

aidad caracter!atica¡ y por lo tanto, ocupa eólo una pequei'la regi6n del eapeE_ 

tro EM, que cubre aproximadamente 15 Órdenes de magnitud de energía. As! en 

la trayectoria de un haz de radiaci6n cualquier partícula que tanga una carga 

el.Sctrica o un momento 11agn6tico se sentir!, ya sea atraida o repelida por la 

radiación. 

La fuerza es perpendicular a la dirección de propagación de la radi.!!, 

ci6n. La presentaci6n da la idea da frecuencia implica: 

a) una variedad de frecuencias y 

b) naturaleza da las ondae, 

La enorme variedad de frecuencia.e :&1 conocidas, contituyen el eope.s 

tro EM total, como se ilustra en la figura 1. 
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La luz se ha estudiado ;ior siglos y mucho se conoce de sus propieda­

des, pero haeta el comento no se ha dado una conteetaci6n correcta a la pr_! 

sunta ¿Qd es la luz? 

En uno de sue aapeotoe, como es el caso de 1ntocar la luz en un len­

te y raflejaraa a travh de un oepejo, la luz se deacribe como un fendmeno da 

onda. 

En otro aspecto, tal come en la em1si6n o abaoroi6n de la luz por 

átomos o moUcula•, a la luz edlo se le considera oomo una fuente de paquetee 

discretos de energ!a. Por tanto, se dice que la luz tiene una naturaleza -

dual, que exhibe embae oaracter!aticae de onda y de part!cula. Eata dualidad 

no ae concreta a la r1gi6n visible del eepeotro ™• eino que puede ser damoe­

trada para toda la radiacidn m. 

Un cuanto de energ!a es la cantidad de energ!a absorbida por un áto­

mo, cuando aeoiende a un eetado de energía inmediato superior. Eeta mioma -

cantidad (un cuanto) es em.1 tida por el &tomo cuando regresa a eu anterior es­

tado, o oea su eotado bual. 

La energ!a es emitidl'. como radiaci6n en forma de fotdn, o on forma 

de luz de una fracuenoia proporcional a la cantidad de energ!a. Por ejemplo, 

cuando se excita un 'tomo por modio de luz o incluoo bombardedndolo con part1 

culas de movimiento rápido, emiten un exceso de ener¡:;!a como fotones o radie.-
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ci6n iM (ultr&vicleta, luz visible o infrarroja), Sup6ngaae un !;tomo de hi­

drógeno que cstS. en su mínimo estado de energía (estado basal), puede absor­

ber un cuanto do onerg!a. para eleva.rae al estado de ener,g!a inmediato su;>e- -

rior, que es un estado excitado, cuando el átomo de hid.r6gono hh1"oen a au -

astado basal, De puede desprender uri cuanto de cnerb!r, en forma. de fot6n. Ba 

te fot6n contendrá diferente energía correspondicnto 11 dif.lre::ite frccuer.cin, 

11.1.1. Ro.diaci6n como fen6meno de onda. 

Desde el punto de vista de Clark Maxwell, uni> onda EM de frecuencia 

(-.1) es U."la corriente alterna aeociada con un efecto magnHico. Laintoracci6n 

de la onda con sus ·alrededores puede ser discutida en t6minos de vectores -

el6otricoe y magn6tioos que representan el campo de fuerza. 

y 

FIG. 2 

E • campo o1'ctrico 

M • campo magn,tico 

El sor de plano polarizado significa que al vector E vibra en un a6-

lo plano y el vector 11 en otro, 

Por lo tanto, en el modelo ondulatorio se describe a la radiaoi6n El·! 

como ondas que viajan a la miama velooidad (o) 1 } x 1010 cm/sag. en al vac!o. 

Dichas ondae ae clasifican convenientemente en función de su longitud de onda 

que pueden definirse como la distancia entre el máximo y el mínimo de la cUE 



VA• o dicho de otro nodo, la diGtancia ent=e Q:.Jalqui:i.r i;ar de p1mtos nq~ivale12 

tea de la curva. 

FIG. 

31 tierapo req_uerido ¡:ara que l.J.. onda avance la 1istancia 11 es; t=.e/c, 

.t'ºr lo tanto, la onda avanzn una diatnncia igual a l y la ecuacién nnterior se 

resume en 'A/e aeg., el recíproco de esta cantidad se conoce como la frecuencia 

(,>). 

( 1) 

·:anta la longitud de onda como la frecuencia, caracterizan una ond.;i -

de luz, La unidad em¡ileada. pera la. long! tud de onda eo el centímetro 'J par;. -

la frecuencia. son los ciclen por negundo, no siendo ~F:ta dl tima muy convenien­

te. PE'ra. diferentes regiones del espectro ne emplean unidadt:?E ¡:artículares -

que facilitan su manejo. As! en el U.V. (Ultravioleta.) y visible se emplea" -

nan6metros '/ A 0 • 

~ 

u.v. Aº angstror:i 10-10m 

Viniblo n:n nan6n:etro 10-9 m 

1.a. (Infra lll micr6:netro 10-6 m 
rojo) -1 

1/cíil cm 



U. v. Vac!o 
c=o· 
Visible 

LONGJ'l'U!l DE OliDLl_& 

100 - 2.00 nm 

200 - 350 nm 

350 - 800 nm 

286 - 143 Kcal, 

143 - 63 Kcal, 

82 - 36 Kcal, 

Otra cantidad quo ae emplea para describir la onda, es el recíproco 

de la long! tud de onda ¡ , CU ando la :l. se expresa en centímetro• ~ da el n~­
mero de onda por cm, y se conoce como mimero de onda (;'.1}. 

(2) 

Mientras inayor nea la longitud de onda, menor es el ndmoro de ondas 

por cm. 

II, 1,2 Cambios cuantizadoe de energ!a, 

Loa intentos para explicar la diatribuci6n de energía qua pueden emJ:. 

tir las part!culae al vibrar en un cuerpo caliente no bab!an sido Batisfacto­

riae, Planok, aportd el punto de vista de que la tnerg!a de lae part!culae -

que oscilan es "cuantizada", es deoir, que podían tlnicamente po1oor oantida­

dee dilcrotu de energ!a, Soatuvo que podían producirse tr4noitoa entre •­

tas energías y que la variaoi6n entre ellas cuando el oscilador puaba aotro 

estado entrg,tico, ae relacionaba con la frecuencia de la radinci6n de acue! 

do con la relaci6n. 

(3) 

Donde A E es la variaci6n de energía, h una constante llamada do -

Planck,que tiene un valor de 6,6256 x 10-27 erg/seg,, y .J es la frecuencia de 

la radiaci6n, 

Esta ecuacidn tedrica nos pemite modir la diatribucidn de la energ!A 
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radiante emitid& por un cuorpo o r.:ateria. 

Por otra parte, !:inotein roconoci6 on la ecuaci6n de Planck la nni6n 

da las dos tcoriaa de la luz. La rf:tlü!a de energía 1:1;: puede identificarse -

como la enarg!e. de Wl cuanto de redi~c.!dn, q:.io ee un concepto de la teor.!a.co~ 

pusculo.r. Esta en~rgJ:a. puede 1;·1ül:.rn.rse a. partir de la. frecuencia de la radi,! 

ci6n, que est! relaciono.do. con el mcvimiento ondulatorio. 

La luz amarilla, por ejemplo, ::iuado describirse como un& onda con -

frecuencia de oscilaci6n de 5.2 x 1014 ciclos/seg., o formada por un flujo de 

cuantos o fotones, cada. uno de loa cualea poaae una energía. de: 

La importancia da eata ecuaoi6n ea quo con ella fue posible esclare­

cer el origen de los espectros at6micos. 

II, 1.3 Cambice de energía en el sistema. 

Todo eiotema elemental, sea ndcleo, &tomo o llXll&cula, cuando eet& ~ 

zonablemente e.ielado parece tener vario• estados energ4tidos discretos. Para 

cambiar de uno a otro, el 1iotema debe estar expueato a la radiaoi6n o aar -

bombardeado con otraa particulaa que tengan energía, por lo menos equivalente 

a laa diferencias da energía de loa estados. 

Toda radiaoi6n de emiei6n o de abaorci6n se origina por loo cambios 

da energia de dicho sistema. 

Una radiaci6n da emisi6n ee obtiene cuando un material ea sometido a 

.temperaturas muy altas o incluso bombardeado con particulaa mu¡r r&pidas, de -

tal forma que logran excitarlo para volver deepuh de un tiempo a niveles m&s 

establee y emitir luz en forma de fot6n. Puesto que para cada espeoie exiat.!, 

r! un gran ndcaro de estadoo exoit.adoa posibles, eo producir&n muchas radia.­

oionee de diferente frecuencia al volver a niveles mis estables. La coleo-
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o!(n de r'."-di.;icion~s ~;..itida~ por una OE¡iCC"i".l, recíb"! el nc.;lbrA rfo P.spectro de 

ea.isi6n, 

..i6lo loo átoeos, iones o ;noléculns separadas, ernitP.n cspactroP. 11 li­

nealcs'1 bien definidoa que tenean importancia a .• "lal!ticn. Los sistemas conde!! 

eados, talea coino un trozo da nierro o un cr1Gtal de clor11ro de sodio, no pr,2_ 

ducen frecuonciae o calentwnientoe discretos¡ por el contrario emiten un es­

pectro 11continuo 11 • ~atas oon radia.cion11A llamadas de "cuerpo negro" que de­

penden más de la temperatura, que de la n;ituraleza o co:Jpoeicidn qu!mica. 

Una radiacidn de aboorci6n ae obtiene cuando Ull!l especie aislada, 

ion, átomo o molécula. que exhibe un conjunto de niveles do energía definidos, 

absorber&. s6lo cuantos de energía electroniagnáticos que corresponden a la - -

excitación de un nivel a otro, Y ln colecci6n de radiacione,e absorbidas por 

dicha especie, se conoce con el nombre de espectro de a.bsorcidn. 

C = Activación o desacti 
• vaci6n colisional. -

A = Absorción de radiación 
----"f-~--EJ ElD= Elnieión de radiación 

FIG, 4 

Ej= Estado inferior de exoi 
taci6n. -

Ei= Estado de excitaoi6n. 

Eo= Estado basal. 

En la i?i¿¡. 4, ee explican loe cambice energ~ticoe en un eiotema ele­

mental que orJ.oinau las raaiaciones de emioi6n y de abeorc16n. 

Existen algunas mol~cula11, átomos o iones que al llegar a cu e atado 

de exaitaci6n o activaci6n son más entables, el regreso a eu estado basal se 
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lleva a cabo en forma mu.y lenta, pasando pcr un catado inferior (EJ) o de - -

'transici6n, ecú.tiendo luz y se le conoce co'1o Elnisi6n de Fluorescencia. 

II.1,4 Nivelea do enorg!a do una mol6cula dint6micn. 

CUa.n.1o la m:t.teri.2. c.Uao.rbe :-adiac16n se increm:mta ~u energ!a.. Este 

aumento se debe al fot6n de radiaci6n quo se abocrbi6, y ea. expresa como1 

(5) 

Para saber como emplea la '1Rtoria la rndiaoi6n absorbida, recordemos 

que la energía. contenida en ~ata se dietribu,ye en• 

Energía. de transici6n 

Energía de rotaoi6n 

Energ!a de vibraoi6n 

Energía electr6nioa 

Al momento que la materia absorbe energía ~ata se incrementa en al~ 

no o al8Unoe de estos tipcs de energía. 

-----~ 

E2 - E1 =AE(2-1) = h i 
E2 - E

1 
= Energ!a de tranoici6n 

FIG. 

Loa niveles de energía de transici6n, son tan cercanoa uno a otro -

que •• extienden •in interrupc16n, no oiendo tan impcirtantes para nueotro es­

tudio las restricoionea cuilnticaa. 



13 

:::ner:¡fa de Transici6n 

FIG, 6 

La anerg!a da rotacidn es la energ!a cin,tica que poseen las mol,cu­

las debido a au rotacidn sobre un eje a travb de su centre de gravedad, 

ilicrgfa de Rotaci6n 

La diferencia de energ!a entre loa niveles vibratorio• corresponden a 

la radiaci6n en la regidn de microonda (1 a 1 cm con una energ!a del orden 

de 2.858 Kcal/mol), La energ!a de vibracidn ea la energ!a cin,tica ':! poten­

cial que posean lae molfculaa debido al movimiento vibratorio. A loe !to110a 

de una mo1'cula se lee puede considerar como puntas de masa unidas por un re­

oorte. 
Enere!a de 'tibraci6n 

A E del orden do 2.&58 t.cal/rnol -

FIG, 8 
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En eate modelo la constante de fUerza del resorte es comparable a la 

fuerza de uni6n. Aquí la energía típica es del orden de 2 .e5e Kcal y corres­

ponde a la regi6n del I.R. (infrarrojo). 

Todu las formas de energía at6mica o molecular eat!ln cuantizadas, -

ea decir, o6lo hasta ciertos niveles energ,ticos se estlt permitido absorber -

energía. Así cuando se absorba energía en la regi6n I.R., las mol&culas pas_! 

dn de un nivel vibratorio a otro y cuando se absorba energía en U. V., se pa-

1ari de un niYel eleotr6nico a otro. 

Electr6nico 

100 Kca 
11101 

Ni vele a Energ,ticos 

Vibratorio 

1-10 Kca 

FIG. 9 

l/mol 

Rotatorio 
--- - ----- ----
________ ,. __ _ 

--- -------· 

~..:------=: 

::: :: = .¡_-::1.-.-------: 

Edeten grand.ea di!erenoiae entre la energía correapondiente a los -

nivelea vibratorio, rotatorio y electr6nico. 

La energía de traneici6n, es la energía cinhica que pooeen los ltto-

11101 y las mo1'culao debido a la energía cin,tica y potencial de sus electro­

nes, La enarg!a. cin,tica es debida a eu movimiento y la potencial a eu inte.:. 

acci6n con el ndcleo. 

La onerg!a de un electr6n estlt determinada por el nivel en el cual' -

se encuc!'ltr:;. y ~utoa eatM doacritoe por los ndmaros cuánticos. 



n - principa.J. 1, 2, } 

·1 - momento angular o, 1, 2 

m - momento magn,tico 

a - opin :±: 1/2 

La energía de un electr6n está determinada por n y 1. 

II.2 Leyes de abocrc16n de la energía radiante, 
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Existen dos leyes principales de abecrci6n de la luz que sen muy im­

portante• para la espectroscopia. La primera ea la ley de Bou¡¡uer o Lambert, 

eetablece que la proporci6n de la luz abeorbida por un medio ea independiente 

de la intenoidad de la luz incidente y cada capa sucesiva del medio absorbe -

una fracoi6n igual de 6ata dltima. Por ejemplo, si la intenoidad de la luz -

incidente sobre cualquier medio es el 100% y la fraccidn de luz absorbida por 

cada espesor unitario del medio es el 50J' de la intensidad incidente, la in­

tensidad disminuid. sucesivamente, como se observa en la Fig. 1.0. 

100 50 

FIG, 10 

Si hto se trazara en una gr!rica se obtendr!a una curva como la de 

la Fig, 11. 
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La 1egunda ley, la de Beer, introduce el concepto de ndmerc da eepe­

oiae abeorbentee, (concontracidn). Consid&rese un ra:¡o de luz incidente (Io) 

quo atraviela una celda con un paeo de luz b ;y que abeorbe una cantidad ( I) -

do lus incidente. (Fig. 12). 

Io ~---·--¡ : I 

r 
FIG. 12 

Tomomoe inoreoontoe paquefloo del medio que correepondan a daoramen­

toe poquef'Ioo da la intensidad. El ndaerc de especies absorbent11 (n) perman! 

cen constantoe 7 tendremos lo siguientes 

(6) 

il introducir una ccnetente se transforma en igualdad ;y tendremos -
ques 

(7) 

Integrando entre loe l!mitee de I y n, 
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(8) 

1 

J -.2/-- = k no J dn ; dn = '' 
lo · , 

Donde N representa el nW.aro total de las especies absorbentes. En­

tonceB N se 'puede representar como le. concentraci6n ( c) y el espesor de la -

celda (b) en cent!mstros, integrando se tiene1 

(9) -ln-fo-=kN 

Si N = C 

(10) - ln -fo = kcb 

Cambiando el signo1 

( 11) ln + = kcb 

Intercambiando ln por log, podemoe introduoir el factor de oambio en 

una nuva.constante (a). 

(12) log + = abo 

En donde (a) 98 denomina como oonetanto de absortividad, que ao def! 

nir! de acuerdo a lan unidades en que se exprese c. 

( 1}) para c = moles/Litro 

log + •E. ob 

E entonces sed. al coeficiente do extinci6n molar equivalente a mo­

les/U tro cm. 

De las ecuacioneo anteriores 12 '1 1}, podemos determinar la abspr- -

ci6n (A) o extinci6n (E). 
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( 14) log ..lf- = A6E 

Este valor de absorci6n A eegdn la nomenclatura americana o de exti!!_ 

cidn (E) aegdn lo expresan los europeos, es lo que so determina experimental­

mente en el inatr'\lOcnto, o que se puede calcular o. partir dtt loo valoree de -

trans:niei6n (T), ya que: 

T = I y por tanto !O (15) 

(16) log lo 
= log 1 

-I- ""T 

podoo11 eaoribir 

A ~ log 1 
"T (17) 

A = log 1 . abo T (18) 

E = log 1 = Edc d = b "T (19) 

A 6 E depende de o 7 b, mientras que a 6 e. es una constante que d­

pende .de la natural.na de la sustancia. 

Eh la ecuaoidn de la reata 7 al graficar E frente a e para una b - -

constante, nos dar& una linea reata. 

Ext 

E. = Pendiente do la recta. 

Cene. molea/li tro 

FIG, 1:5 
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Por otro lado, considerando que cuando se emplean celdilla• de medi­

ción de paso de luz (b)constante if a 6 e una característica propia e invarie.­

ble de las sustancias a medir, ee puede considerar (ab) como una constante K. 

(20) A =o.be como A= Kc 

(21) ?. =e.do como E= Kc 

En estas condicionae la absorción de luz o onerg!a os directamente -

proporcional a la concentracidn, y podemos considerar que1 

(22) 

A1 a ab1oroi6n del problema. 

c1 = concentración del problema. 

por lo tanto 1 

(23) 

A2 • absorción del patr6n (concentraoi6n 
conooida). 

c2 • concentraoi6n del patr6n (conocida) 

Ha.y ocaeiones en que so desea emplear faotores a partir de una oolu­

ci6n de concentración oonooida. Eotos faotores se calculan observando que -

A a ko, k es el factor correspondiente a una eoluoi6n de conoentrac16n conoo,l.. 

da ( c), que posee un valor de extinción o absorción igual a A. 

(24) 

El factor puede calculare• de la eiguiente manera1 

k = 
A ..... 

En aatoe caeos debe notarse que el empleo do un factor va asociado -

al grado de pureza de la sustancia empleada como entandar. 
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La ley de Beer es válida e6lamente dentro de cierto• limites, yo. que 

cuando las condiciones no .son igual.ea ea presentan doeviaoionee a la misma¡ -

estas desviaciones pueden ser t1111to de orden qu!mico como instrumental, 

Entre las principales causas qu!micae que de•Vian la ley de Beor po­

demos considerar: 

- Interacci6n del material absorbente entre d (formac16n de compl!_ 

jos). 

- lnteraccidn del absorbente con al solvente. 

- Interacci6n del absorbente con eustanciaa extra!laa, 

- Variaci6n del índice de refracci6n con la concentraoi6n, 

- Doaviaci6n de equilibrios posibles que afectan a determinado• ab-

sorbentes (iones), 

Las causan intrumentalea que puedan conducir a la deaviaoi6n de di­

cha ley eon• 

- Inexactitud de la longitud de onda, 

- llaja respuesta del detaotor, 

- Dieminuo16n de la fuente do poder. 

- Preaencia de luz eapdria. 

- Mediciones en intervalos de concentraoi6n extremos. 

II.} Inetrumontaci6n para eepectroecop!a. 

Se hab!a mencionado anteriormente que la espectroaoop!a estudia la -

interacoi6n de la materia con la radiaci6n electrolll8&Q,tica y lata es el pri_!! 

cipio en que se basan todos loe m&todoa eepectroec6picoe, 

El valor infamativo de loa diversos m'todoa eepoctroec6piooe, que -

tienen por objeto analizar la naturaleza y eetructura de la mueotra en examen, 

ea diferente, dado que un m~todo espcctroec6pico generalmente no puede deter­

mir.ar más da una propiedad de la mol&cula. 
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l!oy en d!a, se cuenta con algunos rdtodo• que a continuaci6n •• des• 

oribirln, do acuerdo al orden de energía deorooiente de la radiaci6n empleadat 

Análiaia Estructural por Ilo..voe Xi "La medida de toda.a las coe=ia11 , -

el an&lieie de la oetructura cristalina que requiere de mucho tiempo (en 1101! 

culae co11plicadae puede durar cecea) ¡¡emite determinar la eetruotura en for­

ma UNICA. La sustancia a medir ha de ser crietalina. Debido a la larga dur! 

ci6n y al trabajo que supone, en la pr'-ctica se empieza con otros dtodos es• 

pectro!!lc6picoa que requieren solBIJente algunos rainutos. 

AD!liaia do Fluoroocencia de Rayos X: permite determinar eilllultllne.!!. 

mente en roma cualitativa y cuantitativa todos loe elo11entoe ús peaadoe que 

ol Fluor. La aenaibilidad no es 11uy elevada y existen adoúa di1'ioaltados d.! 

bidae a efectos de matriz. Aparato coetoeo. Mhodo ideal para la1 determina• 

oionoa do rutina. 

Espectroocopía U. V. y Vieible: oorrospondiente a loo eepoct:rdaot:r:os 

ul traviolata visible ueualu, y e6lo se obtiene inforuci6n sobre loe dobles 

elllacu de las estructuras molecular••· Si 11 mide eoluento a una loagitud 

de onda, pueden detol'llinar•e cuantita.tiva11ont1 cOllpuutoa abeorbontee de ra• 

yoa U,V, 1 compueatoa de color. 

Espootro1copía de Abaoroi6n At611ica1 11hodo lluY senaiblo para la d.! 

tom1naci6n cuantitativa de aetalee o eomillotales, goneralllento d11puh de -

pul ve rizar la eoluci6n acuosa de la sal dol aetal en una llua o oubota de -

grl.ri to y do oata forma modiroo la radiaci6n específica del ele11onto on la r.! 

gi6n vilible. 

Eep1otro111tría de Llaaa: oxoitaci6n de metalu alcalinoe 1 alcalinJ!. 

t&rr10• por pulverizaoi6n de lao roepeotivu solucione• en la llua 1 aubai­

guiente doterminaci6n Hp1ctroac6pica en la regi6n vieible. 

Espectroacop1a lnfrarroja1 ucitaci6n de loa ;l.to1101 preeonhe en -

una •ol&cula a realizar vibraciones, cuyas frecuencias son caracter!stica.s de 

detorminadoo tipos de onlacoe (ej. enJ,acee dobleo, tripl11 7 onlacoa elemento 



22 

hidrdgeno) par lo tanto, infaman sabre las unidades estructurales de la mol! 

cula '!/ an au casa, sabre propiedades eimtltricae. 

Eepeotroscopía de Microondas: excitaci6n de compueotos caseosos a 

estados de rataoi6n, 

Espeotroscopía de Resonancia Ma¡¡n&tica Ndclear (HMN)1 m&todo impor­

tante para determinar la estructura de muestras liquidas o dieuel tas que pre­

senten ndoleos at6micoe con momento magn&tico ( 1H, He, 19F, 31p), Las mues­

tras se introducen en un campo magntltico mllj' fuerte y se irradian con ondas 

de radio (gran longitud de onda, baja energ!a) que son absorbidas cuando la -

energfa irradiada corresponda a la diferencia de energía al ''volcarse'' el mo­

mento magn'tico del ndoleo atdmico que se encuentra en un campo ma¡¡n'tioo ez­

terior. Ef ambiente qu!mico (envoltura electr6nica) y los ndoleoa ma¡¡n'ticoa 

vecinos, inflllj'en en el campo magn&tico en el lugar del ndcleo a medir y con 

ello en la situaci6n, es decir, la frecuencia de la seflal de abaorci6n, 

Un espectro mm, proporciona una amplia informaoidn cualitativa y -
cuantitativa sobre loe compuestos y sus estructuras. 

u.3.1 Inetrumentaoidn para la rogidn u.v. - visible. 

En la Qu!mica Cl!nica, se emplean fundamentalmente m&todoe espectro.!!. 

c6picoa U. V. y visible, versando esta estudio en dichoa m&todos que a cont~ 

cidn sa deecribir&n: 

Todos loo instrumentos eet&n diatñadoe sobra bases aemejantea y con.!!. 

tituidoe de dos partes prinoipales1 

a) Una de ellas es para producir energía radiante 7 aelecoionar -

la longitud do onda adecuada en el ex¡ierimento, al cual ,ee llama eapectr6m­

tro, con una fuente de radiaci6n que eraita un espectro contúwo o l!nea cent.!, 

nua y puede ser de des tipos• e. baoe do un 11cnocromador o de un filtra (35), 
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b) La otra part•, es el sistema de detecci6n de los oan:bios ensrg6t_! 

coa, o sea, el espectr6metro de filtro con fuente do radiaci6n y puede ser de 

eepectro continuo o de linea eapeotrsl (35) comdnmente conocido como fotóme­

tro de filtro. 

Loe couponentea principales de un inetrwnentc (eepectrofot6metro y 

fot6metro) aon: 

a) Fuente de energía (radiaci6n) 

b) Siotema disperso de luz 

c) Sistema de detecoi6n y medici6n 

En la Fig. 14, se describen las partes en que se compone un espect?',2. 

fot6metro y/o fot6metro. 

D 

A - Fuente de lus 

B - Abertura de entrada (hendidura) 

C - Monocromador o un 11stema de filtros (rot6metro1) 

D - Aberturs de salida (hendidura) 

E - CUbets 

F - Detector 

G - Medidor 

FIG. 14 
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a) Fuente de energ!a (radiaci6n) 

La funci6n do la fuente de luz es proporcionar energía radiante en -

roma do luz viaible o no visible, para ser distribuida. por medio do un sist,!!_ 

me. disperso (filtros o mouocro:nadoree) en longitudes de onda discreta.a, y de.!!. 

pu&s hacerse incidir en la celda analítica que contiene la soluci6n cuya ab­

sorci6n va a medirse. 

La.o principales fuentea do energía son: la lámpara de Mercurio que 

produce radiaciones electroc:agn~ticas en la rogi6n ultravioleta ± 190 a 325 
nm, la lámpara de Tungsteno que produce energía entre 325 y 850 nm y la.a de 

lle ar et ( 6xido de circonio, torio y cerio), Glovers (carburo de silicio) y ":! 
ca de carbono que produce la radiaci6n en la regi6n infrarrojo ± 900 a 2600 

nm. 

Recientemente se está usando una fuente de luz de Deuterio y aunque 

su intensidad no es tan grande como la del arco de Mercurio, es aproximad.amen 

to el triple que la de una lámpara de Hidr6geno, 

As! tambi6n, 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 regi~n U.V. del espectro. 

Estas fuentes son do al ta intensidad y larga duraoi6n, Frecuentemente pueden 

servir durante 2000 a 3000 horas sin ser necesario reemplazarlas, 

b) Sistema disperso de luz. 

Es la parte del fot6metro o espectrofot6metro encargado de separar -

la luz en longitudes de onda discretas. Dependiendo. del aparato será el tipo 

de sistema de dispersi6n de luz, en el caso de loe fot6metroe se empleBn fil­

tros y en el caso de los espeotroíot6metroa se uoan monocromadores. 

Filtres 

El método empleado durante muchos ailoo fueron loa fil troo, Estos -
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son vidrios de color que pueden absorber todas las radiacioneo de lon¡;itud de 

· onda diferentes a la de inter&e. Se puede decir que e>:ioten dos Hpoo princi­

pales: 

1) Loe que son de vidrio y los de gell\tina. 

Se basan en la traocisi6n eelec ti vs do determinad:>• lon¡ri tudas 

de onda. 
2) t'il tros de interferencia. 

1 ) Filtros de vidrio y gelatina. 

La gelatina. coloreada ue deposita como una capa entre dos placas de 

vidrio. Puede usarse para ellninar el color de la luz que es complementario 

del color de la gelatina. Análogamente, se puede usar vidrio coloreado para 

preparar filtros que fwicionan de la m!.ama manera que loe de gelatina, Ambos 

filtros permiten e6lo trasmiei6n de Wl peque!lo porcentaje de la luz incidente 

y tienen pasos de banda relativamente anchoe, hasta de 50 nm. En general loe 

filtros de vidrio se prefieran a loe de gelatina, por pooeer ~or rigidez, 

2) Filtros de interferencia, 

Se emplean setos filtros en vez de prismas o rejillas :Para obtener -

pureza oepectral. Dichos filtros se hacen por depósito de delgadas pel!culae 

de plata semitransparentes, a cada lado de un dieHctrico, como nuoruro de -

magnesio. Un diel6otrico es un: material aislante que no permite el paao de 

la corriente elfotrica. CUando la luz, perpendicular a la. superficie platea­

da entra en el filtro atravesar& el diel6ctrico y ea reflejar§. a la segunda -

superficie de plata, pasando de nuevo por el diel&otrico para incidir en la -

primera capa de plata, por la cual sed reflejada de nuevo, Finalmente, la -

luz es trasmitida a trav&e do la pel!cula de plata semitransparente e incidi­

d. en el fotómetro. Fig, 15, 
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1 y 2 Die16ctrico {fluoruro 
de masnesio) 

~y 4 Película de plata 

A Haz de luz incidente 

ll E!az de luz reflejado 

By D :iaz de luz traemitida 

Al ser reflejada la luz entre las películas de plata transparentes, 

ocurrirán interferencias constructivas y deotructivae. Las faterferencias -

constructivas sucederán s6lo cuando la longitud de onda de la luz sea igual -

al grueoo de la capa de fluoruro de JllB8?l•sio o un mdl tiplo del grueso de esa 

capa. Los filtros de interferencia permiten la trasmisi6n de un intervalo de 

longitudeo de onda entre 10 y 20 nm. de ancho de banda. 

Se pueden preparar filtroe de interferencia en multioapas, deposit"!\ 

do variao capas de dieUotrico, unas eobre de otras, cada una de las cuales -

son de un grueso equivalente a una fracc~n de longitud de onda. Tendrán un 

ancho de banda de 5 a 10 nm y permiten la trasmisi6n de la luz incidente del 

60 al 953'. Estoe filtros son baratos por unidad, pero so necesitan varios -

juegos para trabajar a diferentes longitudes de onda. 

Nonocromadores 

La funoi6n de un monocromador en un espectrofot6metro, ea aislar lo!!, 

¡¡itudes de onda espeo!fioas de luz emitida por la fuente luminosa. Esto ee 

consigue con el ueo do pricmas o rojl.llaa. Estos diepooitivos oeparan la tle,! 

ola de longitudes do onda, por rofracci6n o d1fracai6n y las. presentan cama -

un espectro del que pueden seleccionarse las longitudes de onda deosadas. 
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1) Prioma.s 

Los prismas de vidrio son muy dtiles en la regi6n visible y cercana 

al u.v., en la regi6n pura de bte dltimo,ee utiliza ol cua.no, El espectro 

que emerge ee de un s6lo orden para. loe priemae , lo cual provee el menor de!. 

gaste de energ!a radiante. La energía incidente oe traduce como en un plano 

paralelo horizontal por nledio de un siete:na de lentes y una hendidura o a.bel'­

tnra de entrada. La energfa radiante que se dispersa. a travh del prisma co!!. 

Giste de una serie de illl&genoo formadas para cada longitud de onda que emer­

gen de la hendidura o abertura de entrada. Par:i. deopuh "islar una banda es­

pectral de dicha dispersi6n 'J dirigiree hacia la hendidura de ealida. Por r~ 

zones 6pticas ambao hendiduras deben ser curvas. Te6ricamente, deber!an ser 

muy sstrecbas, pero en la prl.ctica se encuentran sufioientemente amplias como 

para poder pasar la energ!a necesaria que permita hacer medioionea exactas. 

Esto es un factor limitante .n cuanto al poder de resoluci6n del instrumento, 

ya que a hendidura.e amplias, amplias serán las bandas espectralee. En el ca­

so de los priBID&s a. loll8i tuda• de onda larga, la hendidura debe ser e~trecba 

para obtener anchos de banda• similares. Esto se deba a que los prismas mu•! 
tran una mayor dispersi6n a medida que la longitud de onda disminuye. 

cuando ambas hendiduras (entrada y salida) son de .Igual anchura, la 

energ!a radiante que emerge de la de salida se asemeja. a un triángulo isosc.!!. 

les. FJ.g. 16, 
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1) Ancho do banda total 

2) Ancho de banda nomisal 

3) Longitud de onda nominal 

'-Cnm) 

FIG. 16 
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La longitud de onda nominr.l (3) (valor de la lectura en la escala -

del inotrumento) equivale a la mitad de las lon~itudco de onda que pasan a -

trav&s de la hendidura de nalida '/ corresponde a la banda de cáxima extinci6n 

cuando sus bandas son sil:lHricas. Ea ancho de banda nominal (2) inclll'/e un -

75% de energía total que emerge y corresponde a la mitad de la a:1chura. 

Debido a le.u aberraciones 6;itice.s, la energía radiante que ecerge no 

se reprensnta. tan oim&tricamente a un triángulo, por lo que la anchura de ba::!_ 

da efectiva ea ligeramente mayor a la nominal. Algunos eapeotrofot6metros -

contienen un graficador que relaciona la longitud de onda, la anchura de ban­

da. '/ la anchura de la hendidura, '/ pe mi ten aislar anchuras de banda efecti­

vas de aproximadamente 0.5 a 1,5 nm, dentro del rango de 220 a 950 nm. 

Rejillas 

Una rejilla. consiste de una superficie metálica o de vidrio con un -

gran nlbiero de l!ne11S paralelas igualmente separadas, Una rejilla os cara, -

pero a partir de una rejilla maestra se pueden hacer duplicados recubiertos -

al final del proceso por una capa fina de pli1stico. Estas rejillas se usan -

comdnmente en instrumentos comercia.les '/ son mi1s baratas que loa priamas. F!!!_ 

tas rejilla.e pueden operar '/11. sea en forma de rejillas de traamisi6n o da re­

nexi6n, estae dltimas so emplean en la regi6n pura del u.v., por lo que la. -

anerg!a radiante no pasa por la rejilla. cuando la. luz blanca choca con una 

rejilla, hta aa dispersa. en un espectro (fen6meno de dispersi6n) similar al 

do un filtro de interferencia.. Como la energía se dispersa, la anchura de la 

hendidura '/ la de banda es constante para el espectro, por lo que las hendid,!! 

ras permanecen fija.o, siendo htao rectas. Como en el caso de los filtros -

de interferencill se producen varioa 6rdenes de espectro, loe de pr:IJDer orden 

eon los que mi1s ee forman. La distribuci6n de la energía que emerge de la -

hendidura de salida se a.eemeja tWDbUn a. un triMgulo '/ la descripci6n aeri1 -

la misma que la de los prismas, 

Algunos monocroma.dores comunes de rej illaa tienen una anchura media 

de banda de 35 nm, algunos de 20, 10, B1 2 nm '/ otros do 0.5 nm, o menos. Las 

rejillas tienen ol inconveniente de permitir el paso de luz parásita en mqor 
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proporci6n que los prismas, La luz parásita o esp.Sr.i.a puode definirse como ·• 

la snerg!a radiante de laa lon¿;itudea de onda no deseadas, que alcanzan al do 

tector, (Más adelante ae explica este efecto), 

Pequeffae imperfecciones en la superficie cSptica del conocromador pr.2 

ducen luz esr.Sria. Un pricaa tiene sdlo pocas caras que se pueden pulir en -

oircunetancias wuy estrictas, Por otra parte 1 una rejilla tiene miles de su­

perficies cuya perfecci6n es difícil de controlar. 

e) Sistellla de doteccidn y medicidn. 

Los dos instrumentos de uso más comi1n para medir la intoneidad da la 

luz en las regiones U, V, y visible del espeotro, son la celda de capa de ba­

rrera y los tubos fotomul tiplicadoree. Las celdas de capa de barrera H em­

plean en inetrumentoa menos sensibles, en los eepeotrofotdmatros dt mayor se.e, 
sibilidad est&n dotados de tubos fotomul tiplicadores, 

Celdas de oapa de barrera. 

El funcionamiento do estas celdas se basa en que al incidir la luz -

sobre oiertos metales o Hmiconduotores, fluyen eloctrcnH en proporoidn a la 

inten1idad de la luz incidente, La celda coneiate de una fina capa de plata 

sobre wia capa del semiconductor de selenio. Estos metalea aa montan eobre -

un ooporte de hierre, el cual es pobre en electrones y por ellos u el elec­

trodo positivo. Ln plata depositada oobre la capa de selenio, en donde inci­

did. la luz 1 ea el electrodo cargado negativamente. Cl.\Mdo la luz incide so­

bre la capa fina semitranllucida del metal da plata, ocurre flujo de electro­

nes del eemiconductor de selenio al soporte de hierro, pero no en la diroc- -

ci6n contraria. Se mide asta flujo que es directamente proporcional a la in­

tensidad de la luz incidente sobre la celda fotoe1&otrica, 

La eensib111dad de la celda de capa da barrera ea oimilar a la del -

ojo humano. La máxima saneibilidad en ambos ocurre a 550 na, Eetao celdas -

se usan normalmente a altoa niveles da iluminaci6n y en general no se amplif! 
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ca la salida de lae celdas fotooltSctricas. Son muy eotables, :cero su reapue.! 

ta a ca!Dbioe de intensidad de ln luz es lenti:i. Otro i?1conveniente dd las cal 

das fotoel&ct1·icas es que tiendan a mostrar nrr.tiga11 • E8to sucede pri."lcipal­

mento cuando en un nivol constante extrC!madam"O'nte alto de intensidad, la sal! 

da ol,ctrica de lll. celda. dis:11in11ye con el tiempo. Por lo tanto, laa c~ldas 

de capa do b&.rrera no han de usarse con iluminaoi6n extre:mdamente alta. 

Tubos .fotomultiplicadores, 

Un fotomul tiplioador ea un tubo electr6nico capaz de amplificar de -

modo signi.ficativo la intensidad de una corriente. Se contruye usando como -

cátodo un metal sensible a la luz, capaz de absorberla y emitir electrones en 

proporoi6n a la energía radiante que incide en la superficie del material SB.!!. 

sible a la luz. Los electrones producidos en esta primera etapa. pa.san a otra 

secundaria {superficie), en donde cada electr6n produce entre cuatro y seis -

electrones más, Cada uno de ellos, al pasar a la siguiente etapa, produoirá.n 

de nuevo da cuatro a sois electrones cada wio. Cada electr6n produce casca­

das al p.a.sar por lae etapaa del .fotomultiplicador y ae!, la corriente produc! 

da por este tubo pueda ser un mill6n de tantee de la corriente inicial, En . 

los fotcmul tiplicadores comunes el ndmero de etapas o dinodoa puede llegar a 

ser de 10 a 15, Fig, 17, 

Protocci6n 

Luz incidente 

FIG, 17 
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cuando funciona Wl tubo de '!sf.a clase, se aplica. voltaje entre el f2, 

tocátodo y a ca.da una de las etapas euC"esivas. E::l estos instrumentos el au­

mento de voltaje de cHdn etapa del fotornultiplicador •s de 50 a 100 voltios -

más ql!e el de la etapa anterior. A un tubc fo~o1.1ultipl1cador se le aplica -

aproximadlllllente un voltaje de 1)00 '.oltiao. 

Zatos tubos tienen tiempos Je respuesta extremadamente riipidoe, son 

riuy sensibles y no mueatran tanta ratiga como otros detectoreo, por lo que -

han de protegerse cuidadasSl:lente de toda luz dispersa '/ de la diurna. 

A cauaa del tiempo rápido de su reepueeta ea aplicable a haces de -

luz interrumpidas, '/ ad tienen ventajae importantes cuando se usan como de­

tectores, en eepectrofot6metros de luz U.Y. y visible, Asimismo, tienen sen­

sibilidad euficiente por un intervalo de longitudes de onda llllie amplia, que -

en el caso da deteatores de celda fatael4ctrica. 

Cuando se les aplica val taje y so bloquea totalmente la luz que lea -

llega, suelen producir alguna corriente, llamada corriente oscura. Es d•sen­

ble que esta corriente en loa fotomultiplicadoree sea del nivel m!e bajo pos,! 

ble, pues de lo oontrar1o, 6ata se amplilicar!a y aparecería como un ruido de 

fondo, 

Celdas anal!ticaa o cubetas. 

Esta parte del eietema quid es una de las de deacuidadaa. De aqu! 

pueden originarse gran cantidad de problemas prkticoa, 

Las celdas pueden ser de vidrio blando, de boroailicato, de cuarzo o 

de.plástico. Lae de vidrio blando ee usan para soluciones que son Acidas. -

Las soluciones fuertemente alcalinas han de medirse en celdas de vidrio de b.!!, 

roailicato, que tienen de resistencia a loe álcalis. Una vez terminadas las 

mediciones las celdas deben limpiarse. 

Lao celdao de vidrio eon inndecuadao para mediciones en la regi6n 



ultravioleta, aunque algunas (Corex) pueden usarse para hacer mediciones a -

340 nm, S6lo lae de cuarzo o plástico, que no absorben radinci6n ultraviole­

ta, pueden usaras para mediciones por debajo de 320 run. Se puede pensar en -

la necesidad de usar cuarzo en la región ultravioleta, reoordando que es iml)2 

sible broncearse por la luz solar que ha atravesado una ventan.. .... de vidrio, ya 

que el bronceado se produce por la radiaci6n ultravioleta del sol y es abaor­

bida por el vidrio de ventana ordinario. 

Recientemente ee han desarrollado algunos materiales plásticos que -

no absorben energfa 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 ea 

seguro que oe uaarM en mayor cantidad en el futuro {como es el caso de auto­

matizaci6n). 

CUbeta CUadrada.- Tienen caras 6pticas de planos paralelos y una -

vfa luminosa constante. Carecen generalmente de aberraciones Ópticas, tales 

como el efecto del lente y loo errores variables de refracci6n, lo qua permi­

te tener juegos de cubetae adecuadoe a circunstancias muy precisas. Esta ti­

po de cubeta es ca.ro, y 'se emplean principalmente en aparatos muy precisos. 

Es importante mencionar que las caras 6pticamente pulidas de une cu­

beta cuadrada pueden rqaroe o grabarse y no deberán manejaroe oon rudeza. La 

limpieza se lleva a cabo con detergente suave y si fuera necesario, con una 

scluoi6n de RCl 3 N y etanol en proporci6n 111. 

La aplicaoi6n euave con una torunda de algod6n es frecuentemente - -

dtil. Se evitant al emplee de soluciones fuertes, como la mezcla cr6mica. 

CUbeta Cil!Ddrica.- Este tipo de cubeta. es la mi.e empleada, de bajo 

costo y adecuada para la ~or!a. de loe fine e, si ee usa con cuidado, Sin •!! 
bargo, tiene algunos inconvenientes. Además de la raflexi6n, refracci6n y -

p6rdidad de abaoroi6n que so encuentran en las cubeta.e de la superficie de -

planos para.lelos, pero que es uniforme, las cubetae cilíndricae tienen tende!!, 

oia a errores varia.bles de reflexi6n, como loe efectos de una lente. 



Los tubos do vidrio son irregulares por ser rellondoa y porque aue BJ:!: 

perficiea no estil.n pulidas, Eetoa factores se combinan po.ra que la calibra­

ci6n y selecci6n de cubetas en grupos apa.roadoa aea casi una necesidad. Eote 

tipo de cubetas son también muy sensibles a la posici6n dol reyo de luz e in­

cluso, si están marcadas deben de orientarse en la misma direcci6n para redu­

cir errare e posibles. 

«f1íl 
~ 

Tipos de Celdas 
FIG, 18 

II.4 Mantenimiento de loa Eapectrofot6metroa, 

Desde que se deoarrollaron loa primeros aapectrofot6metroa, a fines 

de los 30'o y comienzos de loa 40'• (39), fue necesario controlarloo, La -

comprobación o verificación de su funcionamiento dió principio cuando aumen­

t6 el ndmero de dcnicaa que btos empleaban, 

Numerosas fuentes sobre colorimetr!a se aprovecharon, comO en el ca­

so de los libros de texto. Confonne nuevos) instrumentos apareckn,las den! 

cae paulatinamente aUJI1entaron requiriendo por lo consiguiente de nuevos y me­

jores m&todoa. 

En 1963, un comité compuesto por miembros do la Socied:i.d Americana -
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de Prueba de Materiales (ASTM-.Uerioan Sooiety of Teating Material•), repro­

aentade. por aoadWooo y quhiicoo industrial•• as! como fabrioantoe de in•t'"!! 

•entoa, desarrollaron una_ serie de reccmendacionea para la calibrac16n de 1a­

pectrofot6metroe, laa cualeo fueron adoptado.a y han resultado uno de loe ea­

tandaree Ú• ilportantes en la industria (40, 41). Un segundo paeo notabls 

!ue el que tom6 la National llureau of Standara (NBS), cuando introdujo loa e.!!. 

tandaros de exactitud fotom,trica, de acuerdo a laa recomendaoioneo del co•i­

U ASTM. 

En el oaao de la (lu!aioa Cl!nica, nu.eroooa reportee .. han publica­

do con reopeoto a las Ucnicao de comprobaci6n del !unoion8111ento de loo H­

peotrotot6-etroo. Lo• reporto• de Rand (1), Mtrnkt (42) y :Betler (43) han•.! 
do de i.m:leneo valor. "Practioal speotrophoto111tr,y otandarde" Horito por tl 

Dr. Rand, sin duda alguna ea uno de los artículo• 11Aa coapletoa pues contiene 

la• Ucnics.a para aantoner en buen funcionaaionto loo eapectrofot6 .. troa. 

De!Wci6n de loo paru,troa do .ilpartantto y ou ai¡¡nitioado 

Eit au.y importante antes de ajuotar un inatrwaonto el conocer las co!!. 

dicioneo en que H deHnvuelv• el eapeotrofot6metro. De eota manera eetare­

aoo m'8 t'aailiariHdo• con el aparato que trabaj&J10a rutinariaatnto. 

L!mi tto de longitud de onda 

!!ate tmino dtaoribe la "habilidad" de un eapectro!ot6Htro de pro­

ducir longitudH de onda en tlnainos de un 11mite euperior 7 un interior. T!!_ 

das lu longitudH de onda dentro del rango eatablecido, deben ofrecer au!i­

ciente energla para el propio funoionaaiento del aparato. 

Por •J .. plo, un eepeotrofot6matro o fot611etro podría eopecificar de 

400 a 700 nm, aientrao un Hpectrofot6metro UV/Vieibls podría especificar de 

190 a 900 nm. Loe l!mitH están en funci6n de la fuente de poder empleado, -

de lae caracterlaticaa 6ptioae, de la rejilla y da la reapueota del detector. 
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Por lo tanto, 101 instrumentos llniouonto deben uoaree dentro de los l!mi tu 

eepeoificadoa. Conaecuont011ente, un inotr1111ento con un rango de longitud de 

onda de 400 a 700 nm no puede emplearse para medir a una longitud de onda de 

340 Diio 

Eicactitud de la longitud de onda 

Este par.imetro nos indica qu' tanto se deov!n el proaedio de leotu­

rae que . ae hacen a una longitud de onda de la banda de mi.xi.u. ab1orci6n o li­
nea de emisidn de un eetandar conocido. 

Por lo tanto, ai la oalibraci6n de la longitud de onda ae upeoifica 

coao :!: 1,0 nm a 435,e na, la exactitud de la longitud de onda no •• tan buena 

como un instruaHto qua 11pecifica :!: 0.5 na. Si un 11peotrotot&.etro indica 

una exactitud de :!: 1.0 llll, la traemiei6n idxiaa podria encontrarae entre - -

434.e y 436.B nm. La exactitud de la longitud d1 onda no 1er1a crítica p&ra 

eep1otrofot6aetros que operan en la regi6n de 400 a 800 m, donde 101 croa6g.! 

noe tienen la peculiaridad de po1oer bandae anchao. En cambio, ai oe trabaja 

en la regi6n UV donde lae bandas de ab1oroi6n aon 11u.y eatreobaa, la exactitud 

de la longitud do onda eoria critica, 

Precioi6n de la long! tud de onda 

Ell la habilidad d1l eap1ctrofot611atro dt r1produoir la lectura a una 

banda de ab1oroi6n o linea de emi1i6n dt una longitud de onda coaocida. La -

prtcio16n de la longitud de onda do un esp1otrcfot6111tro podria variar d1 - -

:!: 0.05 a 1.0 m. 

La illportancia de .. te par&etro radica en que no 1610 la indicaci6n 

de la longitud de onda debe eer exacta, sino que tub1'n debe repetirse, Cu"'!!. 

do el usuario deeea adoptar un m&todo a una longitud de onda dada, es muy 111-

. portante que cada vez que la prueba se corra, el 1.nstru:nento siempre reprodu­

oir.1 la misma long! tud de onda (:!: una. tolerancia). Una falla pueda disminuir 
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la sensibilidad del aHodo '/ producir un error, causando un resultado falseado, 

Ancho de banda eepectral 

Se considera como un medio del poder radiante que emerge del 11onocr2. 

aador entre la baee li.Jleal cero '/ el pico de e11ioi6n o la banda de iú:d.ma ab­

aoroi6n, En la Fi$. 19, el ancho de banda Hpeotral •e identifica 00110 ~2- ~· 
En la Fi$. 20, ee iluetra el ancho de banda eepeotral 911pl1ando la linea de -

e11iei6n de Merourio a 546,07 na. 

El ancho de banda o paso de banda noe indica la anchura del espectro 

qu• pua a traY'e de la I111eatra. Coneecuenteaente, un iDstruaento con un pa-

10 de banda de 2 1111 detecta la energia en una poroi6n mucho llÚ utreoha del 

oepeetro que un inetrumento que tilne un paoo de banda do 20 1111. Mientras -

quo un paoo do banda de 20 Dll ee usa on la regi6n visible, donde los cro116go­

ao1 exhibon bandas de abooroi6n tan upli&a como 100 Dll o ala, lo ollAl no 1e 

aoopta on la regi6n UV, donde laa blUldaa de ab.soroi6n eon dt eetructura fina 

dt una uplitud de 1 n11 • 

.ld-'a, .. 1abe que para producir valorea de absorci6n de un cro!l6g.! 

llO dentro de una 1xaot1 tud deeeada, el ancho de banda upeotral de un eap10-

trofot6Mtro do be Hr de un d'ci.mo o 11eno1 do la 11i tad do la al tura del pioo 

do aúiaa abooroi6n. Esto 11sni!ica que para 111dir la &booroi6n te6rica do -

la ooonsia& niootinaaid .. adtnin& dinuoliotido (NADH) a 340 na, con 60 1111 do -

la aihd do la altura del pico dxlao de ab1orci6a, un eap1otrofot6!11tro deb1 

ttaer un puo de banda dt 6 • o aenor. En la Fi$. 21, H representa el eft,!!. 

to de la "uplitud de la banda" on un inotl'Wl1ento con un puo de banda ancho, 

ui caJIO p'rd1da de ab1orei6n en el pico de 340 nm. 

Para ~ar ilu1traoi6n del paoo de banda vaaoe a suponer c¡ue un in1-

truaento tuviera un ancho de banda Hpeotral do 2 nm, la linea de emJ.si6n de 

Marcuio a 435,6 ""' axhibiria una anchura a la mitad do la a1tura del pico -

("2-1> de 2.0 nm, en un lado oon 436,6 1111 '/ del otro con 434.6 11111. (Ver -

Fig, 19). 
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FIG. 19 Medioi6n del ancho de banda espectral (l 2-~) 
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FIG. 20 Medida del ancho de banda espectral de un espectrofo­
t6metro de paso de banda estrecho. Condiciones: Pº!. 
ciento de traemisi6n, línea de emisi6n de mercurio, a 
546.07 nm¡ respuesta rápida (0.25 seg) 1 velocidad de 
barrido 20 nci/min¡ velocidad de carta 240 nm/:nin. An 
cho de banda espectral (:t2-1¡) a 1. 84 nm a 545 ""• -
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FIG. 21 Efecto relativo del paso de banda sobre el espectro de 
absoroi6n de N,\¡JH (Línea s6lida) empleando un espectro 
fot6metro con un p11eo de banda de 2 run, La línea pun= 
toada se obtuvo a partir de un eepectro!ot6metro de pa 
so de banda de 20 nm. -
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FIG. 22 Efecto relati•ro de la luz oxtrai!a en una muestra con alta 
absorc16n. 



Luz extrai\a o em~rgía radiante 

Se puede definir como h energía radiante no deseada, medida por el 

detector, que ealtl fuera de la regi6n ecpectroJ. aislada por el paso de banda 

Ual inetru!Dento. Esta ener¿!a. l'ut:.rb a'!r causada por la fluorescencia misma -

da la mueetro., así co110 .tJOr !actores cc:iplejos aaocia.doe en el disaño del ªP! 
rato. 

El efecto más significante de luz extraña eo la cantidad de luz tra~ 

aitida por la muestra, dando la iJapreai6n de una menor cantidad de luz que a!?_ 

sorberá material ( croa6foro). 

La luz extra.::ita es dependiente de la concentracidn de la I1Ueetra, su 

efecto relativo es genera.l.Jlsnte superior a valores de trasmioi6n baja (T) (a!?_ 

aoroi6n &lta y concentraci6n alta}, como se muestra en la Fig. 22. En valo­

ree de abeorci6n de 1A o menores, loa niveles de luz extrafla son de o.5%T, o~ 
serv4.ndoe1 un ligero efecto. En valoree de absoroidn al ta se observa una no 

linearidad foto:n&trica debido & la magnitud de la luz extraña (Fig. 22). 

GrUicamente los efectoe del paeo de b&nda y luz extrana, oe podrían 

observar coao los de la Fig. 23. Por lo t&nto, el reaultodo d• Hta co11bina­

ci6n ea muy importante y el usuario debe conocer como medirlos. 

Un punto final que debe mencionarse acerca de la luz extrar.a, eo el 

que se podl:ía observar como roeul tado de Wl incorrecto ajuste de la escala -

(CY,fil'/100%T). El ajust• incorrecto dar( el efecto de una energía radiante ex­

traña al ta •n c0noentraoiones &l. tas. (energía baja). El error oauaedo por el 

ajuste incorrecto oe un fon611eno aditivo y puede originar un error positivo o 

negativo, collO ae ilustra en la Fig. 24. 

Exo.oti tud fotom6trica 

Se entiende como exactitud fotom,trica a la habilidad de un eepeot~ 

fot611etro para indicar correctamente el nivel da energía preeentado por el d,! 
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teotor, me eimple, ee eetablece como el error absoluto en la medida de la -

aboorci6n o %'r de un estandar de valor conocido, M11chas coapallfae de instru­

mentos emplean como referencia loe eatandaree de la !!B!l (SRM-9306) para cali­

brar sus espeotrofot6metroa. 

La medida de la exactit11d fotom&trica nos da infome.ci6n de qu~ tan 

bien Wl instrumento puede medir exactamente W1 eatand.ar o estandares. 

Linearidad fotodtrica 

Eota parámetro nos per:nite comprobar el funoionamionto del inotruael?. 

to por medio de una solución conocida que oonfome a la ley de Beer dará una 

línea recta quo parte del origen al gro.ficar abeoroi6n contra ooncentraci6n -

(A va e). Loa errore• que pueden ocasionar una reapueata no lineal, es el -

mal ajusto de la escala (0'.>1J'/10o;-b'r) y proeoncia de luz extraña, 

La t&cnica más comdn para la oomprobaci6n de la linoarid&d fotom&tr,! 

ca ea a baso de diluciones a partir de una conoentraoi6n de 0.2 g/L do - - -

K2cr
2
o

7 
dil11idoo en 0.01!1 de H2so

4 
medido a 257 nm a 3,0 de abeorci6n (3,0A), 

El dicro11ato de potasio medido a 350 m en una abeorci6n del 1,0A, requiere -

de una ooncentraci6n do 0, 1 g/L, El resulte.do de la gráfica A contra C debe 

ser eillilar a la de la Fig, 25, 

Prociai6n fotom,trica 

Este parámetro repreeenta la capacidad del oietema foto11'trico para 

reproducir el 11iamo valor en determinaciones euoe1ivae. Todas lae 11edicionee 

deben de hacerse continuamente con· el mismo instrumento y el mis110 material. 

Sin una preciei6n fotom&trioa, un eopectrofot6metro no puedo tener -

una exactitud fotom6trica. Si el instrumento reproduce loo de.too, entoneeo, 

una muestra debe de leer el misco valor repetidas veces (± una tolerancia). 

La ~recisi6n fotom&trica se aepecifica en abeorci6n o %'r con una tolerancia -
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(ej. ;!: o.001A a 0-0.5A). 

A medida que se incrementa la absorcidn, la precieidn fotom&trica P.2. 

dría deteriorarse por causas de aumento del nivel de ruidoo presenteo en el -

instrumento. 

Nivel de ruido 

So conoce como la variaci6n que sufren las lecturas foto:n~tricas por 

causa de interferencia por ruido. La ¡;¡agnitud del ruido puede variar al cru­

zar el espectro 1 se detecta a r.iveles bajos de energía, 

Eatabilidad de la base lineal 

Se entiende como la deeviaci6n que sufre la lectura deepuh de ser -

ajustada en el eepectrofotdmetro, dentro de un período do tiempo especificado. 

La estabilidad de la base lineal afecta al usuario cuando el 10CP,lr o 

el cero de abeorcidn contin.Sa desviilndose durante una serie de lecturas, afe~ 

tando por lo tanto el valor de la lectura de cada muestra o causando inconve­

niencias por tener que reajustar constantemente el 100",Ql'/ cero de ab1orci6n. 

El ajuete t!pico para el control de la estabilidad se muestra en la Fig, 26. 

Energía aprovechable 

Ea la cantidad de luz 11onocrom!tica alcanzada por el detector a tra­

vfs de una mueatra de referencia a una longitud de onda eapeoifiaa, .Lm cent_! 

dad de energ!a depender' del cambio de longitUd de onda, de lae reetriccionee 

que 11\lfre el haz de luz a causa del t ..... flo de la cubeta 7 por la abscrcidn de 

la mueetra de referencia. As! tambifn, la energ!a aprovechable ee ver' redu­

cida por incrementos de luz e:rtrafla 1 ruido. Por lo tanto¡ ·cuando el instru­

mento ea operado con 11icroceldas o celdas de flujo, es necesario comprobar o 
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calibrar la cantidad de ener¡;!a que eale del monocrc11ador. 

Tiempo de respuesta 

El tielilpo de respuesta de un oepectrofot6metro es el tiempo necesa­

rio para que lle¡;ue la infor:naci6n al fotodetector y &ate pueda reeponder, m,! 
nimo del 9El;~ del valor real. 

Por tal motivo, se necesita que constantemente se verifiquen o ca.li­

bren loe eepectrcfot6metroa. Eete mantenimiento deba de incluir bbicB111ente1 

a) La calibraci6n de la longitud de onda (Exactitud de la longitud 

de onda). 

b) Linearidad de respuesta del detector (Preciei6n foto1dtrica). 

e) Luz extraña o eapdria o energ!a radiante extraf!a (35), 

II,4.1 Calibraci6n de la longitud de onda. 

El control periódico es necesario para asegurar que la longitud de -

onda del instrumento exactamente refleje la energ!a qua paea a trav'8 de la -

abertura de salida del monocromador. 

Para la calibrac16n de la longitud do onda, ae utilizan varioe 11fto­

doa. El m'8 exacto •• reemplazar la l&mpara por una fuente de energ!a radi&,!! 

te que tenga una linea de emisi6n fuerte a longitudeo de onda definidaa. La• 

fuente• de energ!a ida dtiles eon las lámpara• de vapor de mercurio y deute­

rio o hidrógeno. (55) 

En el caso de las 14mparaa de hidr<5geno, presentan 3 l!neaa defini­

da.e a 380 y 486 ma, que son f!oilmente detectables (3), Una lámpara de dout,! 

rio emite las mismas l!neae a longitudes de onda ligeramente ús largaa (ap!'E 

ximadamente una parte en 2000) (3), (56) 
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El oegundo mt!todo ea a base do fil troa de tierras raras, tales como 

el 6xido da Holmio y Didimio Fig. 27 y 28. El 6xido de Holmio presenta ban­

das de abeoroi6n definidas aproximadamente a 241, 279, 287, 333, 361, 418, -
453 1 536 y 656 lllft (7), En el caso del Didimio que ee utilua comdnmente en -

loe Coleman 1 el cual debo sus propiedadoa 6pticaa peculiares al hecho de que 

contiene pequei'!as cantidades de Neodimio y Praseodimio 1 dos tienas raras -

(usualmente contiene trazas de Samario) y cu,ya combinaci6n se reconoce como -

Didimio (12), Tiene Bllpliaa bandas de absoroi6n a 573, 586, 685, 741 y 804 -

nm (7), 

Estos fil tres los producen las oasaa comerciales eepac1':Llisadae en -

aparatos 1 de tal forma qua se inserta direotuente en el compartimiento de la 

mueetra, La deaventaja de eatoo filtros es localizar longitudeo de onda de 

traaaia16n mini.aa, siendo más dificil que localizar longitudes de onda de - -

trasmia16n llhi.aa, adms de s6lo calibrar a una sola longitud de ollda, (6o) 

Debido a la poeibilidad de deterioro de loe filtros, la exactitud de 

la longitud de onda se debe controlar peri6dicemente (cada sOlllllla), 

El taroer m'tado ea a base de soluoionee. Por ejemplo bajo condioil!, 

nee bien definidas, una soluci6n de 6xidc de ewaario presenta un eepectrc ca­

racterístico con 13 bandao de abeorci6n (7), Tambi'n se han empleado 1oluoil!, 

nea de sulfate de cobre, sulfato de anonic, cobalto y perclorato cr611ico, tr.! 
tanda de cubrir parte de la regi6n visible. Eetaa soluciones no han Bido del 

todo aatistactoriaa y otros est4ndarea liquidoe estin bajo desarrollo 7 eva­

luaci6n (10), (57 7 59) 

La dHnntaja de lu soluciones químicas eon 101 pico• de absorci6n 

que generalmente eon amplios '1 la desviaci6n espectral podria reeul tar por -

oontaminaoi6n o por errcreo en la praparaci6n, 

Deopub de haber calibrado a baso de loe .&todo• anteriores, CODO un 

eotandar secundario, ee puede emplear una soluoi6n estable croeo¡¡fnica. 

Uno da loe m&todoe podria ser a base del uao de loa puntos iaosblat! 



coa (5), que se define como la longitud de onda a la cual la. absortividad de 

una sustancia a pH•s diferentes es la miema (13). Eotoe puntee tienon la ve!! 

taja de abarcar tanto la regi6n vieÍble como la ultravioleta, ee preparan a -

baee de eolucionee indicadoras a diferentes pll'o 'J son eotablee y baratae. 

Sin tomar en cuenta el 11~todo e11pleado para la calibracidn de la - -

exactitud de la longitud de onda, eo neceeario calibrar máe do une. En el C!, 

so de instrumentos que contienen prismas, aue separaciones de las longitudes 

de onda no eon lineales, lo cual es necesario calibrar por lo aeno• a tr111. 
La calibracidn a doe, ea ouficionte para el caso de aparatos a base de reji­

lla.e, ya que dan una separación lineal que abarcan la rogidn ultravioleta y 

vieible. 

11.4,2, Linearidad de la respuesta del detector, 

Una funcidn propia do un eepootrofotdmotrc o fotdmotrc ea quo debo -

proporcionar una relaoidn lineal entre la onerg!a radiante aboorbida y la lo,g, 

tura. del instrumento, La linearidad instrumental ea un prerroquiaito india­

penaablo, tanto para la o:raotitud eapectrorotoa4trioa como analltica, 

Se han propueeto varios mhodoa para comprobar que la reepu11ta del 

detector dol aparato ea lineal en el ruigo do longitudH do onda omploadu, 

Uno de eatoe mftodoo que ae uoa.n para comprobar dicha linoaridad, os 

por medio de soluciones do conoentraoidn conocida que cumplan con la lq do -

lleer. (Seco, II,2). 

La linearidad fotomltrioa oe comprueba t1111bifn por Mdio de mhodoe 

laboriosos y tedioooe que cre6 la necuidad de recurrir a otro tipo do mfto­

doa que fueran pr4oticoa, accesibles y aprovechable• en el laboratorio cl!ni-

co. 

En 1969, el SUbcomit& de Eapectrorotometr!a dol Comitf de Eatandarea 

de la Asociaci6n Americana de <:u!mica Clínica, sugirid que la linearidad fot~ 
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m'trica ee puede cor:iprobar a base dq soluciones indicadoras de cor.ipuestoe - -

apropiados (7, 12). 

Los co11puestos sugeridos para este prop6sito incluyen (12, 13): 

oi:ihemoglob1na 

p-nitrofenol 

sulfato de amonio cobalto 

sulfato de cobre 

oianometa hemoglobina 

Log. de onda 
(nm) 

415 

405 

512 

650 

540 

Por otra parte Fringa ( 13), sugiri6 el empleo del colorante verde de 

alimentos para comprobar la linearidad fotom&trica, encontrando máximo.e de •! 
tinoi6n a 257, 410 y 630 nm, Con el uso de esta soluoi6n se tiene la ventaja 

de calibrar tanto la regi6n U.V. como la visible. AdemA.s de ser ocon6micas, 

pr!cticas y seguras, su absoroi6n no depende el pH ni de la temperatura (13). 

II,4.3 Radiaci6n eepdria o extralla 

La radiaci6n extralla {llamada también luz espdria o par,aita), ae ha 

intsntodo definir de varias maneras. Podr!a ser como la radiaoi6n no deseada 

esto es, otra luz que no es requerida para el an'1isis detectando longitudee 

de onda que no interesan (15, 16), también se definir!a como toda la energía 

radiante que llega al detector sin pasar a travh de la muestra (7). 

En el dltimo reporte de la Federaci6n Internacional de ~ÍllJ.ca Cliaj_ 

ca { 1797) denominan a la luz espdria como energía radiante falsa y la detem!_ 

nan como: la energ!a·radiante que proviene de la fuente luminosa y llega al 

deteotor'con longitudes de onda que no corresponden a las seleccionadas para 

prop6sitos de 11edici6n (35). 

Creemos que sed necesario revisar y analizar dicho término, ya que 
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no os aplicable a espoctr61netros que usan filtros para la selecci6n espectral 

en los que la luz falsa o extraña. es. causada. por traemis16n del t.1edio que lo 

rodea, Además la energía radiante extorna está excluida clo esta definici6n, 

Para prop6citoa prlicticoo y de UUificaci6n de nomenclatura empleare­

moo en este trabajo el t'rcino de luz o· energía. extrefla. 

La cantidad de luz extrai.a presente a longitudes de onda espec!fioaa 

se expresa en porcentaje de la radiaci6n total detectada (16), Por lo tanto, 

a ma,yor ·1uz extralla menor oerá la luz incidente, As! tenemoa que1 1% de la 

luz extraña indica la cantidad (0,01) de luz incidente no absorbida, ee decir• 

donde1 1
9 

es la inteneidad de luz extralle., 

lº es la luz incidente, 

Le. luz extralla que exceda de 1% no es acepte.ble y oe debe ajuetar J.a 
11ediatamente, Existen muchas otras fuentea de radiaci6n extralla. que dilllllinu­

yen la intensidad de la. fuente de energía y la respuesta del detector, 

La fuente principal que origina luz extraila es la que llega del ext!. 

rior, cua.ndo el instrumento se emplea a. longitudea de onda en el rango visi­

ble y que el detector la abeorba. para deepuj¡s· ser 11edida, Ej. Algunos apara­

tos requieren da una tapadera negra. para que a.l momento de medir cubra la. cel 

de. y evitar la luz exterior, como COleman y Leitz. 

Otro tipo de fuente que podr!a or14¡inar luz extrafla es una l4mpara -

impropia, esto contribuye al incremento de la luz es¡nlria de acuerdo a la - -

edad de la Umpara. El efecto de una lámpara de bajo poder se detecta. por -

una respueota no lineal a.l controlar la respuesta del detector (Seoc, ll,4,2). 

La luz extralla tambi¿n se origina del monocromador por disperai6n de 

le. luz debido a. una euperficie 6ptico sucia. o imperfecta o por reflexi6n de -
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las aberturas, del colimador o cualquier otro componente. 

El efecto de la luz extraf<a sobre valoreo de absorcidn (A), se puede 

a¡¡reciar en la Fig. 22, en donde se relaciona la abaoroi6n aparente con la -

raal para o, 1 y 5% de energía incidente no absorbida. A medida que la luz • 

extraña aumenta, la desviaci6n de la ley de Beer tambi6n aumenta. Como la a~ 

aorci6n real es infinita (por lo bnto la concentraci6n eerá infinita) la ab­

sorcidn aparente tendrá l!mites. En el caso de la luz extraña de 1 y 5 ten­

d.r4n absorciones aparentes de 2 y 1. ~ aproximadamente. En esta misma figura, 

ae puede observar las serias consecuencias que ocasiona la presencia de luz -

extrafla, la cual disminuye la exactitud a concentraciones altas. Debido a e.! 

to dltimo, la respuesta del detectoi· as no lineal. 

Loe mftodos para detectar la luz espdria se baoen a baee de euotan­

ciao o fil tres, El mftodo Ms pr&ctico es a bao e de eolucionee eat4ndares. 

Con el empleo del eatandar de niquel (oulfato de niquel) de concen­

traai6n relativa de 1 a 400 nm debe absorber casi todo y la lectura Hri!. me­

nos del 10%. Repitiendo esta lectura cada semana, una tendencia a enbir ind,! 

car& la aparici6n de luz eapdrin, 

Igualllente con el mimno eatandar, calibraremos a 700 nm y tambi&n d.!!. 

be de dar una absorci6n muy alta, la com¡>robaoi6n real, ae ve al quitar el ..,... 

filtro cercano al I.R, (NIR), que debe estar puesto encima de loa 650 nm, en­

toncea no se elimina el espectro de 2° orden, y aumenta la traemieidn, pues -

be.y variae longitudes de onda del espectro que llegan a la muestra. 



lI I MATERIAL Y H"-TODQ3 
52 

De acuerdo al objetivo enunciado al inicio de esta tesis, de enfocar 

la calibraci6n ds loo espectrofot6metroe en bnss a dos pnrá:netroe importantes, 

claves para el buen funcionamiento de los instrumentos como son: a) exactitud 

de la longitud de onda y b) linearidad fotom~trica por medio de soluciones CE_ 

loridae o indicadora.e. Por lo que ee eubdividir.i el capitulo para una mejor 

descripci6n y comprenci6n del mismo. 

III .1 E<acti tud de la longitud de onda. 

Inicialmente se utilizaron los m&todoe que recomiendan las compafl!as 

de inetrumentoo para. comprobar el buen .funcionamiento de su eapectrofotd11etro. 

Se trabaj6 con el filtro de Didimio que sugiere la COleman Instru- -

menta Division Perkin h'lmar (No. 6-400) que sirve para calibrar exclusivamen­

te eue instrumentos COleman Jr a una longitud de onda especifica. 

La calibraci6n se realiz6 de la siguiente foma1 

1. Encender para precalontar (10 a 15 min.) 

2. Seleccionar con el monocromador la longitud de onda a 585 nm. 

3. Seleccionar el filtro (VIS) 

4. Controlar loe botones do ajuste grueeo (conrse) que se encuentra 

en el extremo inferior 'I fino (fine) en la parte media. 

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

a) Tor¡iendo obstruido el paso de lus, ajustar a Q%. Puedo ha­

cerse con la rejilla de la eecala, si no ee IDU'/ grande el d,! 

eajuste; o con el cero mec!nico. 

b) Sacar el filtro y poner la cubierta para celdas (negra), pa­

ra ajustar a 1QOl'T con loe botones grueso y fino. 

c) Repetir loe paeoe a y b, para controlar los ajustee a O y -

1ocr,4r. 
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dj Colocar el filtro de Didi.rlli:.i y ar.otar el valor de 7;•¡• 13!nir.w. 

Cuando el aparato es nuavo 9&te va.lar correeponde a 4/~T. 

m caso de no obtenerlo, G.ebe ;.enea.rae en cambiar la l.impara 

y continuar con el r•aso 6. 

6. ~!aateniendo el filtro de :Jidimio en el aparato y la longitud de 

onda a 585 run, llevar con el bot6n de ajuste grueso y con el fi­

no a 50¡(,T. 

7. Girar deepacio el monocrooador hasta fijar entre 580 y 590 nm. 

Cboervar a que longitud de onda corresponde el valor :n!nimo. 

B. Si el mínimo no fuera a 585 nm, es necesario compensar la desvi!. 

ci6n, regreeando a 5cr,iT con loe botonee de ajuste grueeo y fino 

y sin mo•1er el monocroJ1ador, que indica el m!nimo de la longitud 

de onda encontrado. 

9. Llevar el monocromador a 585 nm. 3e observad. un desplazamiento 

en la e-acala de m·. que es necesario corregir. 

10. .¡..iitar la tapa trasera del aspectrofot6metro habi~ndose despoja­

do de anillo, reloj o cualquier objeto metálico. 

11. Sin mover ningdn bot6n del tablero, ajustar el 50%'1' con el torn.!. 

llo grande amarillo (cremallera eituada en la parte de atr5e). -

Se requiere .;irar de 6-B topes/nm, que oe perciben al tacto. 

a) Hacia la derecha, oi el 11!nimo esU deaplazado hacia la iz­

quierda. 

b) Hacia la izquierda, si el m!nimo estit desplazado hacia la d_! 

racha. 

12. Si ol m!nimo corresponde a 585 nm, se coloca la tapa posterior y 

se cierra. 

Para confirmar el ajuste, eo observa que el '/.T corresponda a ~ 4;.)r, 
o se pueden hacer lecturas en las diferentes longitudes de onda del espectro 

de Didimio. Fig. 28. 

Posteriormente oe trabaj6 con eoluoioneo eetw1dares quo vienen sell!: 

dd.9 y calibr:ulas a una concentraci6n y se miden a una longitud de onda ea¡:ec.f. 
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r''!.ca. Este juego de estandu.ree previene de P.arleco, .'.iibbetown, N,Y. U.S.A. 

(1;0, 64666) y calibr.i.n tanto la exactitud de la longitud de onda como la fot.!!. 

m&trica, 

Contiene tres eetandaree a diferentes concentraciones:. 

Soluci6n 

Sulfato de niquel 

tiul!ato de amonio cobalto 

Perclorato crdmico 

Colo~ 

verde 

rojo 

azul 

Long, de onda (nm) 

670 

520 

420 

Con el empleo del juego de eetandaree eapeotro!oto11,tricoa 1 se cali­

braron loa aparatos de acuerdo al m&todo que inica el equipo. 

1, Leer todae las eolucionea a la longitud de onda indicada, emple~ 

do el blanco de agua que se l.ncluye en el equipo para ajustar a 

cero de absorci6n o traamisicSn, 

2, Graficar las absorciones obtenidas contra la concentraci6n rela­

tiva (1,00 1 0.75, 0,50 y 0.25), para ceda una de las tres dife­

rentes longitudes de onda, 

Las absorciones obtenidas, pueden ser comparadas con las te6ricaa, -

que oe incluyen en la siguiente tabla: 

Concentracidn 
hbsorci6n o Extinci6n %T Relativa ( ) 

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 -

Eepectrofot6metroa Coleman Jr lI, 
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A continuaci6n ea describe un m6todo para la obtenci6n de loe puntos 

iaoebhticoa a baoe de. eolucionee indicadora•, donde el material de vidrio -

que se utiliza so m!nilllo y su realizaci6n es sencilla, 

Las soluciones indicadoras utilizadas son: 

Soluoi6n No. Artículo 

K2Cr207 204864 

Naranja do metilo (N.M.) 1322 

Rojo congo (R. c.) 1342 

Concentraci6n 
umol/l mg/l 
(diluidas en agua 

bidestilada) 

101.6 30 

20,6 6.7 

20 14 

Azul de bro11otilllol (AllT) 3026 40 25 

Proceden de Merck M6xico, 

Para su preparaci6n en diferentes pH •a 1 ae hizo lo el.j¡uiente 1 

~~· 
Soluoi6n ~e indi~ 
cadora, puede ser -
cualquiera de las an 
torio.mente mencioni 
das en· el cuadro. -

"~ 
~ ~OO(•) 

Tubo A a un pH de 4 

"~' )~·~·~~·:~. 
aGH 650 nm, con intervalos de 5 
~ 1 N) nm, l'lllpleando como refere.!!. 

cia agua bideatilada, Y se 
gratioan en papel mil:lm4tr! 
co. 

Tubo B aunpHdeB 
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Conse-rvaci6n 

Preparar 25 r:;l y guardarlos en un frasco ambar, 

A 
~ 

·-,. =-~·lf.~;;::· §--U 
tj Soluci6n Centrif1J8ar ( 10 min) 

salina "' 

~~ Sangre humana Lisie de 
Eri troci toe 

Ajuste de concentraoi6n 
a 10 wnol/l ( 14 g/ 100 

ml), '''

1

!

1 

1 ~lucic5n clara 

Adicionar 2 mg 
de Nitrito de 
sodio. 

l!1 de Oxih1moglo-

l i11 ~~.~~~/, ::_,~ 
de Nitrito de 
aodio + 10 mg 
KCN 

Hi 

Hacer un barrido de 390 
a 680 nm, con interva­
loe de 5 1111,, y grafi­
car en papel milim~tri­
co. 

/HiCN 

Sobre el papel mili:n6trico ee ;;-raficn en la aboisa la longitud de º!!. 

~·; y er. la ordenada la absorci6n. 
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III, 2 Linearided Fotom&trica 

Para la comprobacidn de la linearided fotom&trioa ea utilizaron dif~ 

rentes compuestos, inclueo las soluciones indicadoras medidas en el punto - -

ieoeb6etico dondo no he.y interferencia r puede complirae con la ler de Lam­

bert r Deer. 

Las sustancias empleadas fueron1 

No, Articulo 

K2Cr207 
Naranja de metilo 

Rojo congo 

Glucosa 

Creatinina 

p-Nitrcfenilfoefato 

Preparaci<Sn da las soluciones. 

204064 

1}22 

1}42 

}}9} 

''ª5 
'304 

K2Cr207' pesar 20 11g en un litro de ll:!So
4 

0,01N r 
luciones: 

Tubo Soluoi6n 

1 0.5 

2 1.0 

' 1.5 

4 2.0 

5 2.5 

6 }.O 

lllanco de ~so4 0,01N 

Longitud de onda - }50 nm 

(al) 

Paso de luz - 1 cm (de vidrio) 

H2so
4 

0,01N 

(al) 

9o5 
9,0 

e.5 

e.o 
7.5 

7,0 

ae hacen las siguientes di-

Concentraoi6n 

umcl/l mg/1 

,,4 1,0 

6.8 2.0 

10.2 '·º 1,.6 4,0 

17.0 5.0 

22.4 6,o 



Naranja de metilo, pesar 6, 7 mg en un litro de a¡¡ua destilada y se hacen las 

• sig-.úe!ltes diluciooes1 

'!'ubo ~oluci6n 
(ml) 

1.0 

2 2.0 

3 3.0 

4 4.0 

5 5,0 

Blanco - ,\gUa destilada 

Longitud de onda - 465 nm 

Paso de luz - 1 cm (vidrio) 

ligua destilada 
("'1) 

4.0 

3.0 

2.0 

1.0 

Concentraci6n 
u:nol/l mg/l 

0.061 20 

0.122 40 

0,183 60 

0,244 ªº 
0.305 100 

Rojo congo, pesar 14 mg en un litro de egua destilada y se hacon las siguien­

tea diluaiooeo1 

TUbo Sotuai6n 
111) 

1.0 

2 2.0 

3 3.0 

4 4.0 

5 5,0 

Blanco - A.gua destilada 

Longitud de onda - 540 na 

Paoo de luz - 1 cm (vidrio) 

A;¡ua destilada 
(<ll) 

Concontraai6n 
Wlol/l mg/l 

4.0 0.029 20 

3.0 0.057 40 

2.0 0.086 60 

1.0 0.114 80 

0.143 100 



~lucosa, se valor6 con al método de t;.CD-PAP de Nerck. 

Patrón Solución patr6n 
11g/10011l 111 

200 0,01 

100 0.01 

50 0,01 

27.27 0.01 

Blanco - Reactivo de color 

Longitud de orxla - 510 m 

Paso de luz - 1 cm (vidrio) 

Reactiva de color 
ml 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

59 

n 
c 20 min. a u temperatura b 
a ambiente, 

c 
1 
6 
n 

Creatinina, se valoró con el 11Hodo cin~tico de Merok a partir de un patrón 

de creatinina de 1.0 mg/100ttl se hicieron laa •18Uientes diluci.!!_ 

nea: 

Tubo Patrón .\sUa destilada Concentraci6n 
(ml) (ml) umol/l ll!r/100ml 

0.10 0.90 a.04 0.10 

2 0.25 0.75 22.1 0.25 

} 0.50 0.50 44.2 0.50 

4 0.75 0.25 66.} 0.75 

5 1.00 aa.4 1.00 

De estas diluciones de determinó la cantidad de creatinina. 

Tubo Patrón diluido Ac. Pícrico Arlort18Uador 
(ml) (•l) (ml) 

0.5 1.0 1.0 

2 0.5 1.0 1.0 Esperar y 
} 0.5 1.0 1.0 a loa 5 11in. 

4 0,5 1.0 1.0 medir. 

5 0.5 1.0 1.0 



Tubo Patr6n diluido 
(ml) 

Ac. P!crico 
(111) 

Blanco 0.5 (agua · 1.0 
destilada) 

Long! tud de onda - 492 llll! 

Paso de luz - 1 cm (vidrio) 

Amortiguador 
(ml) 

1.0 

60 

])'-Nitrofenilfosfato, 5.0 1>l del patr6n ea aforan con 200 111 de Nao!! o.o2N, P.!! 

ra hacer las siguientee diluciones~ 

Tubo Patr6n llaOH 0,02N 
(rll) 

1.0 

2 2.0 

3 3.0 

4 6.o 

5 10.0 

Blanco - NaOH 0.02N 

Long! tud de onda - 405 llll! 

Paso de luz - 1 cm (vidrio) 

(ml) 

9.0 

a.o 

7.0 

4.0 

Actividad por volumen 
U/L ukat/l 

10 166.7 

20 . 333.4 
30 

60 

100 

500.1 

1000.2 

16667 
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Aparatos Ellpleados 

Para la comprobaci6n y control de fotom&tros y espectrofot6metros, -

se utilizaron diferentes aparatos {anal6gicos y digitales) en cuento a resol!!. 

ci6n {paso de banda) y sistema 6ptico. 

Aparato Paeo de banda Tipo de cubeta 

Bockman 26 0.2 nm l¡uarzo cuadrada ( 1 cm) 

Coleman 55 2.0 nm Silica cuadrada ( 1 Cll) 

Perkin Ellller 35 a.o nm Vidrio redonda ( 1 cm) 

Zeiss Hl2DL 10.0 m Vidrio cuadrada ( 1 cm) 

Coleman Jr Il 6/20 20.0 ro Vidrio redonda ( 1 cm) 

Leitz 50.0 11111 Vidrio cuadrada ( 1 cm) 

M&todos empleados para la comprobaci6n de la calibraci6n de los aparatos. 

Para comprobar que el m&todo de los puntos isosb'8ticos es satisfac­

torio, H trabaj6 con algunas determinaciones enzidticau cin6tioas y colori• 

dtricae para valorar tanto enzimas como analitos, eocog1'ndose aleatoriBllente. 

Hftodos Cinhicos 
(U.V) 

GOT (Transaminasa glutsmica oxalacetica) 

LDH (Lactato deshidrogenasa) 

GPT (Transaminaea glutWca pirdvica) 

M&todoe Cin&ticoe 
{Visible) 

GT (gamma glutwlil transpsptidasa) 

P.alc. (Fosfatasa alcalina 

M&todos colorillftricos 

Glucosa (GOD-PAP) 



Glucosa {Gluc-DH) 

Colesterol Enzimático 

Urea. 

Batos m&tcdoe son de Merck !•i&xico, S. ii.. 

:·!aterial de control. 
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Se utilizaron sueros control comerciales con el fin de verificar que 

loa valores encontrados se correlacionen con loa valorea reportados en la ca:. 

ta del suero control y de esta forma asegurar que las condicione• de trabajo 

se han controlado y ae! obtener óptimos rssul tados. 

Sueros control 

Seronom. Routine 

Pathonom H 

Seronorm Lipid 

No. Artículo 

16148 

15056 

15019 

De la firma Jlyegaard & Co. A/S, Oslo, Noruega. 



IV RESULTADOS 

De acuerdo al orden eatablooido anteriormente, ee obtuvieron result! 

dos de los par4metros aiguient1e1 

IV. 1 Exaoti tud de la longitud de onda 

A) Filtros 

B) Eutandaree de concentraci6n conocida 

e) Puntos isosb6sticos 

Loa r11ultados obtenidos de los puntos (A) "/ (B), vienen reawaidoson 

el cuadro 1 "/ 2, oon sus respectivas figuree, para el Coleman Jr II 6/20 yP•! 
kin Elmer 35, donde las ampolletas "J el filtro ae adaptan perfectamente en 11 

portaoubetae de dichos aparatos. 

Adomú se trabaj6 con un aparato desajustado (Fig, 30, Coleman Jr II 

6/20), Se revisaron dichoe aparatos cada m11, obteniendo variaciones m1nimae 

(de 0.005 - o,1), 

En el oaeo dal aparato deaajuetado ee obaerva que las cunaa no pa­

san por el origen, indicando una deaviaoi6n de la longitud de onda, El míni­

mo da tran .. ili6n encontrado a 585 nm, ea de 7)(, con una daeviaci6n de :!: 2,5 

nm, lo cual llOI indica qUI un m!nimo de deeviaoi6n le puedo detectar f'cilml!l 

ta. 

Fl>r otro lado, comprob,.,,oa la preaenoia de luz eepdria o e:i:tralla por 

medio de la 1oluci6n de sulfato de Niquel de meyor cono1ntraci6n 1,00, midie!!, 

do a 400 nm, donde debe de absorber oaei todo "/ su lectura debo aer menor del 

4%, lo llilllllO euceded. a 700 nm, dome absorbed el m!nimo de 2% "/ a 510 nm, 

11a1or del 90% (abeorbe mB"fOr luz), 

De acuez:do a loe reeul tadoe encontrados en un aparato desajustado, 

como ajustado, puede influir la luz extralla que principalmente proviene de luz 

que llega da una rerñija o falla del instrumento o por preaencia de polvo. 



1 -· 

CUADRO 

COMPROBACIOll DE LA EXACTl'l'UD DE Ll LOIC1'1'!JD DE o:mA 

E11p1otrotot&letro Marca1 Col.-n Jr JI ,l!odelo1 6/20 

IUDIMIO 
;¡ -420 .. ~ -520 ... ;¡ -670 ... 

B1S04 Cono. 1,00 Cr(CI04), (hui) Co(so
4

) 2(HH
4

)so
4 

(Rojo) .B1S0
4 

(Vordo) 
n:cUA .UALISTA Leotva s. ojuet6 400 ll/I 510 nm 700 .. 

(" T) Si No 
" T " T 

" T 
0,25 0,50 0.75 1.00 0.25 0.50 0.75 1.00 D.25 o.so 0,75 1.00 

10- 6-eo 0.11. X 90 0.17 0,55 0.52 0.70 0,165 0,,42 0.50 0,665 .0.17 0,54 0,51 0,69 

e- 7-BO O,M, 90 0.17 0.55 o.51e 0.605 0,17 º·" 0,50 0,665 0.17 0,55 0,60 0.70 

12- S-00 O,M, 4,5 90 0.175 o.m 0.515 0.69 0,16 0.555 0.51 0,67 0,175 0,55 0.51 0.69 

9- 9-BO O.M. 4.5 90 0,175 º·"' 0.520 0,69 0,17 0.54 0.51 0,665 0.175 0.545 0.515 0,69 

14-10-00 º·"· 5 90 0,17 o.m 0.52 0,685 0,17 º·" 0,495 0.665 0.17 º·" 0.50 0.69 

11-11-eo 01!11 90 0.17 0.545 0.516 o.6e 0.165 º·" 0.495 o,66 o. 17 º·" 0.50 0.70 

16-12-00 O.M. 5,5 ªª o.17a 0,54 0.54 0.67 0.10 0.55 0,51 o,66 0,175 0,545 0.51 0,71 

16-12-00 o.u. X 90 0,175 º·" 0.52 0.70 0,17 0,545 0,51 0,67 0,17 0,54 0.51 0,69 

10- 2-e1 O,K, 90 0,17 0,565 0.52 0.70 0.17 0.540 0.51 0,67 0.175 0.545 0.51 0,69 

10- '"º1 O,H, 4 90 0,175 o.is 0.52 0,70 0,17 0.54 0.51 0,665 0,17 0,550 0.50 0,695 

14- 4-91 O,M, 4,5 90 0.175 0,55 0.515 0.69 0,17 o.rn 0.50 o,665 0.175 0,555 0.50 0.70 

12- 5-81 0.11. 4o5 X 90 0.170 0,545 0.52 o,6e5 0.17 º'" 0.51 0,671 0.17 0,54 0.51 0.67 

Aparato deHJu1tado 90 o.1a 0.54 0.51 0.60 o,1a 0.54 0,49 0,65 0.10 º·" 0,49 o,66 

O.M .... Cctavio HoralH 



CUlDllO 

COl!EBOBACION DE LA EIUCTITUD DE LA LONOITtrD DE ONDA 

E3peotrotot6o.etro Haroa1 redr:in Elm•r Modtlol '5 

DIDIMIO Lu• extraff& :l. -420 ... 1 •520 nm ). -670 11.~ 
Sol, JllS0

4 
Cono. 1.00 Cr(Cl04), (A1ul) eo(so

4
)2(nu

4
)so

4 
(UoJo) • Niso

4 
(Verde) 

~'ECHA ANALISTA Lectura St ajuatd 400 ... 510 ... 700 ... 

'" T) 
Si No " T " T " T 0,25 0.50 0,75 1.00 0,25 0,50 0.75 1,00 0.2:;. 0.50 0,75 1,00 

10- 6-00 O.M. 2.6 92,6 1,6 0.19 º·'75 0,57 0,755 0,1B5 º·'1 0,55 0,74 0,19 º·'ª 0,57 0,76 

o- 7-00 O,M, 4, 1 2,4 9, 1.7 o.1e5 º·'ª o.se 0,76 0,16 º·'6 0.55 0.7, 0.105 º·'ª 0,57 0,76 

12- ll-80 O.M. 2.6 9} 1,B 0.19 o.l75 0,56 0,75 0.17 º·'6 0.555 º·7' 0,19 o, 10 0,57 0,755 

9- 9-BO O,M, 4,2 2.6 92,9 1,B 0,1B º·'1 0,575 0.75 0,175 º·'1 0.56 º·7'5 0,10 0.,75 0,575 0,76 

14-10-00 O.H. 4,1 2.4 9, 1.7 o.175 º·'ª o,57e 0,76 0,175 º·'1º o,,6 0.74 0,105 º·'ª 0.574 0,76 

11-11-00 º·"· 2,6 92.e 1,B 0.19 0,,75 0.56 0,76 o,1e 0,,75 0,55 0,74 0,19 º·'75 0.57 0,76 

16-12-BO O,M, 2.5 9, 1,B o,1e º·" 0,575 0.755 0.165 º·'7 0,55 0,741 0,10 o,,e1 0,575 0,756 

10- 2-81 O,M, 2.6 9, 1,6 o.1e5 º·'7 0,57 0,751 0,182 º·'7 0.54 0,741 o,1e5 0,'76 0,57 0,755 

10- 3-81 C.M. 2,6 92,7 1.7 0.19 o.m 0,57 0,754 o,1e5 0.,65 0,55 0.740 0.19 º·'75 0,57 0,76 

11- 4-81 O.M. .4.2 X 2,6 92,9 1.e 0.105 º·'ª 0,57 0,755 0,1B4 º·'1 0.55 0,742 0.19 º·'75 0,57 0.76 

o.M. - Octavio HoralH 
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Puntos looabhtico• 

En el cuodro 3, •• encuentran lo• punto e isoabhtiooa obtenido• en d! 

ferentes apara toa 1 lo• punto• roportodos por Hoxtor (5), quien traba,j6 en un 

aparato Zeiaa ff!Q II, con celda de paao de luz de 2 cm 1 empleando un regio­

trador, Se obaerva una mínima variaoi6n en cada aoluoi6n con roopeoto a loo 

puntos reportados por Hoxter1 

K2Cr207 ± 5 nm 

AllT ± 10 nm 

N,11, ± 5 nm 

R.C, ± 10 nm 

Hi/HiCN ± 10 nm 

Eotu variacionH oon debidu a la 11ndbilidad del aparato 111pleado1 

ae! como, al no tener un ~giltrador que grat1que exaotuente el punto de io­

terHaoi6n, oomo "' puode obHrvar en las figura• de lo• Col...,. 55, Coleman 

Jr II, Perldn Elller 35 1 ZliH PM2DL, Sin ubargo, en un Beoloaan 26 11 e11ple6 

regietrador, 1 •e encuentra que ha.Y una variaci6n de ± 2 llllo oon ro1p1oto a -

loa otro• aparato •• 

Se detemin6 •a e1tabilidad de lu 1oluoionH 1mpleadu durante 12 -

me11•, obtonilndo 101 •i&ui•ntH ro•ul tado81 (Cuadro 4) 

E8to1 dato• no1 indican que en cllda 1oluoi6n 1u rango de e1t.;¡,ilidlld 

1 oeguridad llh1Da H de 8 MH•, dHpuh del cual lu utinoionH tienden a 

bajar progrHiv-nte, dendo d1.rfoile1 de medir. lih el cuo de la metah9mi­

globinl/Hemi;rlobina cianuro, eu vida media H roduce aprox1aadallente a 6 mo­

H• 1 Hto ee oompr1ndble 7a que la bemoglobina por aco16n de la lua 7 el a! 
rt .. deecompone r&ailmente, eu1'riendo una oxidao16n. 



CUADRO 3 

PUNTOS ISOSllESTICOS DEll'ERMINADOS EN DIFERENTES APARATOS 

SOLUCION ZEISS ffiQ II :BECKMAN 26 COLmAN 55 ZEISS ffi2DL l'ERKD: ELMER 35 COLEMAN 6/20 
Q!l'ARZO VIDRIO c¡1JARZO VIDRIO QUARZO . VIDRIO QUARZO VIDRIO QUARZO VIDRIO QUARZO VIDRIO 

(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (m) (nm) (nm) (nm) (mn) (m) 

K2Cr207 
245 245 
297 297 296 299 

3.0 mg/L '39 339 339 340 340 339 
445 445 445 450 441 449 448 

Azul do BromoUmol 260 250 261 

(Al!!') 279 279 276 

25 rrJg/L 325 320 324 324 325 
498 496 496 497 499 505 502 

?laranja d• Motilo 352 352 352 354 354 351 
(11.M) 6.5 mg/L 465 467 465 470 470 470 470 

Rojo Congo (a.c.) 269 266 265 
14 mg/L 295 297 297 

541 551 549 550 545 550 545 

Hemlglobina/Hemlglo 415 416 416 420 420 420 419 
bina-cianuro, - 486 470 460 460 460 500 .475 
(Hi/HiCN) 10 1111101/L 519 520 520 520 520 520 520 

595 590 597 600 590 590 585 



CUADRO 4 

ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES MIDIENDO SU EXTINCION EN UN ZEISS FM2DL. 

Soluoidn Agosto Sept. Oot, Nov. Dic. Enero Feb. Marzo Abril Mayo 

K2Cr207 
0.265 0,265 0.265 0.265 0,265 0,265 0.260 0,185 0,160 0.150 

p,¡ - 340 m 

AllT 

P..-I - 498 1111 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 0,49 0.48 
P,I - 465 nm 

0,48 0,48 0.44 0.40 0.35 ·0.25 

R.C. 

P,I - 550 M 
0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0,24 0.24 0.20 0.17 0.10 

Hi/HiCN 

P,I - 519 lllD 
0.06 0.06 0.06 0.03 0.01. 

P.I ... Punto• Iaoab,aticoa. 
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Espectros enoontrad.os en la obtenoidn de loa puntos iaoab•aticoa an 

diferentea aparatos. 
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En las figuras 47 y 51 encontramoo dos tipos de eopectroa empleando 

el mismo aparato Coleman Jr II 6/20, trabajando con el aparato ajustado y de­

sajustado. Ndteae la difaranoia en cuanto a la banda de múima axtincidn o 

abaorci6n donde la respuesta ee menor cuando está deaajuatado¡ por otro lado, 

por la inexactitud. de la longitud de onda, se de•via por lo menos para al Na­

ranja de metilo 10 nm, de un punto i•oeb•atico reportad.o a 470 nm, en el oa10 

del Rojo congo, ee encuentra d1aviado 18 nm con reapecto al reportado a 543 
tlll. 

IV. 2 Linearidad fotom4trica 

Se resumen en loa siguientes cuadros las extinciones obtenidas en d! 

ferenho eopeotrofotdmetroa, incluyendo aua 1'igurae1 (CUadroo del 5 al 13). 

Podemos obotnar en el oaao de la soluoidn de K.¿cr2o7, tanto a 350 

como a 365 nm, que en tod.01 lo• aparato• eu p1Ddi1nt1 11 una recta qua aale -

del oi-J.«en. 

En al caao del Naranja de ••tilo, para comprobar la linearidad toto­

m,trioa H ampled la longitud de onda da aouerdo a loo puntee iaosbbticoe o!!. 

tanidoo. (Soco, IV .1.o) 

Ellto arswo•nto .. vil.ido 7a que no hay una interaooidn del abaorl>on­

te con el aolvente, ni la acoidn de 111atanciaa extraflaa que reaccionaran con 

el abaorbante. Siendo 11toa, requ11ito• 1ndi1p1naablea para que •• cwapla oon 

la LeJ do Beer. li'>1 laa 1'J.curu da la 5B a la 60 H demuoetra lo antariomen­

te expuaato, logrando de eata for11& darle una mayor utilidad a loo puntoe ilD.! 

blatiooa, ol ajuatar la linoaridad rotodtrica. 

Fil cada una de las figu.ru •e puede ob•enar que dependiendo del ªP.! 

rato, de acuerdo a au poder da roaoluoidn (paao da· banda), tendriln una llUllOr 

o meDOr reopueota 1 que ae puede deteminar por ol grado de inclinaoidn de la 

recta. Aai, pod.99011 notar que en aparato• aú •en•iblea 11u pendiente e• aa­

yor y parlen del origen coao oucede con el Boclcnan 26, Coleman 55, Zoioa l'M2DL 



CUADRO 5 

Solucidn K.¿Cr2°1 
Longitud de onda - }50 nm 

Concentraoi"n 

mg/dL umol/L Bockman 26 Coleman 55 Perkin Elmer }5 Zeisa m2DL Coleman Jr 6/20 

2 6.8 0.210 0.206 o.188 0.190 0.10 

10.2 o.}17 0.306 0.278 0.295 0.265 

4 13.6 0.410 0.410 0.375 0.400 0.}58 

5 17.0 0.520 0.507 0.458 0.400 0.440. 
22.4 o.6}0 0.615 0.655 0.505 0.530 

CUADRO 6 

Solucidn K2Cr207 

Longitud de onda - }65 nm 

Concentrecidn 

mg/dL umol/L Beckman 26 Coleman 55 Perkin Elmer 35 Zaise rn2DL Coleman Jr 6/20 

2 6.a 0.180 0.170 0.165 0.165 0.16 

3 10.2 0.270 0.265 0.250 0.250 0.235 

4 1},6 0.}60 º·'50 0.,20 o.,2a 0.315 

5 17.0 0.450 0,430 0.410 0,405 0.395 
6 22.4 0.540 0,530 0.495 0.495 o.46a 
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CUADRO 

Soluoidn Naranja de metilo 

Longitud de onda - 350 nm 

Concentraol.dn 
Perkl.n Elmer 35 mg/dL mmol/L lleckman 26 Coleman 55 Zel.as l'l't2DL Colemnn Jr 6/20 

20 0,061 0,14 0.13 0,11 0,12 0,16 

40 0,122 0,28 0.26 0,22 0.24 0,30 

60 0.183 0,41 0,400 0,34 0,36 0.44 
eo 0.244 0,54 0,620 0,56 0,40 o.se 

100 0.305 0,66 0,650 0,575 0,600 0.70 .. 
CUADRO 

Soluoidn Naranja de motilo 

Longl. tud de onda - 365 nm 

Concentraci"n 

mg/c!L umol/L lleokman 26 Coleman 55 Perkl.n Elmer 35 Zel.ae PM~L ColelUllll Jr 6/20 

20 0,061 0,245 . 0.230 0.17 0.22 0.22 

40 0.122 0,400 0,455 0,345 0.435 0.41 
60 0,163 0.72 0.695 0,52 0,65 0,60 
00 0,244 0,96 0,920 0,69 o,a7 o.7e 

100 0.305 1.195 1.16 0,87 1,110 0,90 
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CUi.DRO 9 

3oluoidn Naranja do metilo 

loon¡;itud de onda - 465 nm 

Cono entraoi6n 

mg/dL WllDl/L - Bockman 26 Coleman 55 rerkin Elmer 35 Zoioe ™:iDL Coleman Jr 6/20 Leito 

20 0,061 0,11 0.10 (1,10 0,10 0.09 0,06 

40 0.122 0.22 0.210 0,185 0,205 o,1n 0.11 

60 0, 183 0,33 0.310 0.300 0.305 0,20 0.10 

eo 0,244 0.44 0.410 0,390 0,410 0,37 0,24 

100 0,305 0,55 0.520 o,4eo 0.510 0.47 0,31 

CUADflO 10 

Soluoi6n Rojo COJlóO 

Longitud de onda - 540 nm 

Concentracidn Leitz 
mg/dL umol/L Declcll1an 26 COleman 55 rerkin ! Elmer 35 7.eiss m 2DL Colo~an Jr 6/20 (550 nm) 

20 0,029 0,079 0.01 0.076 0.076 0.075 0.04 

40 0,057 0,16 0.15 0.150 0.150 0.145 0.07 

60 0.086 0,25 0.25 0,22 0.230 0.220 0.12 

eo 0,114 0,33 0.32 0.300 0.310 0.290 0.16 

100 0,143 0.415 0.39 0.370 0.400 0,360 0,19 
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CUADRO 11 

~olucidn Clueca a 

Longitud de onda - 510 nm 

Concentracidn Leitz 
mg/dL umol/L Beckman 26 Colel:lll!l 55 Perkin Elmer 35 Zeien W.zDL coi.man Jr 6/20 (520 nm) 

27,7 1,52 0,10 0,09 0.09 0.09 o.oo 0,05 

50 2, 75 0.105 0,10 0,165 0,16 0,15 0,105 

100 5,5 0.375 0,37 0,350 0,36 0.32 0.21 

200 11,0 0.76 º· 75 0.71 0,70 0,65 0.44 

CUADRO 12 

Soluc16n creatinina 

Longitud de onda - 490 nm 

Concantraoidn 

mg/dL U111ol/L lltckman 26 Coleman 55 I'erkin E.'lmer 35 Zeiee PM2DL Cole::ia.n Jr 6.20 Lcitz 

0,10 0,04 0,035 0,03 0,034 0,034 0,02 0.02 

0,25 22.1 o,oa 0,00 0,07 0.075 0.015 0.06 

0.50 44,2 0,10 0.17 0,16 0.16 0.14 0.12 

0,75 66,3 0.26 0.26 0,23 0,24 0.225 0.19 

1.00 ao,4 0.35 0,34 0,31 0,33 0.300 0.26 
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CUADRO 13 

Soluoi~n p-Nitro!enilfoo!ato 

Lor1$itUd de onda - 405 nm 

Actividad J.eitz 
U/L ukat/L -llockman 26 Coleman 55 Perkin Elmor 35 Zeias Pl1~L ColemM Jr 6/20 (415 run) 

10 166.7 0.05 . 0.05 0,045 0,043 0.044 0.035 

20 '33.4 0.09 0.09 0.09 . 0.09 o.os 0.07 

30 500.0 0,14 0.14 0,140 0.13 0.12 0.10 

60 1000.2 0.29 0,16 0.276 0.27 0.25 0.22 

100 1667 0.40 0.47 0,451 0.40 0.41 0.37 
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en cambio, en al Coleman 6/20 y Perkin El.mar 35 su conducta ee diferente y !le 

nota m4e en cercano U. V., donde su pendiente ea inclinada, la respuesta del 

detector diBlltinuye y por ende no pasa por el or.18an. Aunque dichae deficien• 

oias no se manifiestan tMto en el Perkin El.mar 35, pues ai se observa, a. una 

longitud de onda de 365 nm presenta una recta que verdaderamente p~te del -

erigen. Este t.echo ee explica por ser un aparato de una mejor re1olucidn que 

el Coleman 6/20 1 muy eemejante al Zeia1 JM2DL, s6lo que tiene una limitante, 

que eu rango espectral ea inicia a partir de 335 nm, lo cual lo haoe vulnera­

ble a la luz extrafta. 

Por otro lado, en la regido vielble, los aparatos curean con pendil!! 

tea que parten del origen, incluyendo el fotdmetro Lei ta, con eoluoiones de 

Naranja de metilo a 465 nm y Rojo oonso a 540 nm. Ademú te 111plearon otro t! 

po de 1olucion11 con el objeto de comprobar au utilidad 7 verificar la linea­

ridad fotom,trica. 

La !oa!ataaa alcalina (405 m), la creatinina (490 m) y glucooa (510 
m), todas ella• 1ua p1ndiente1 para cada aparato parten del origen. 

Para verificar que 101 aparatos eat'n oalibrado1 de acu.erdo a 101 1!. 

11ul tad.01 ezpue1to1 anteriormente, H deaaJuatd uno de ellos, el Colean 6/20, 
noUndo11 una d11viaoi6n de la pendiente y una diaainucidn do la arlinaidn, • 

omploando lu soluciones de llaranja do motilo 7 Rojo congo, (PJc. 47 t• 51) 

IV.3 Hftodoo omploadoo para la aomprobaoi6n dol ajuota do aparatoo, 

En el cuadro 11guiente •• mu.eatran loa resultado• abt1nido1 en 101 

diferentes aparata1, utiltzardo 1u1ro1 control de valore• conocido1 Seronorm 

Routine. Como ae puede ob1ervar, en cada uno de loa aparato1 loa re1ul tado1 

oon m117 reproducibleo, excepto en el del Coliman 6/20 {detaJuotado), puH en 

lae deteminacione• cinftioat 'I en mftodoa que emplean un !actor to6rico, loe 

valoreo son bajoo. {caso 1, 2, 3, 5, 6 y 8), Sin nbarso, ei to e11ploa un -

patrdn de concentracidn conocida no se nqta una diter1noia en 1u11 reaul tado1, 

· comparados con aparato• bien calibradoo, {GOD-PAPJUREA). Eo factible que ou• 



Cl7All!IO 14 

No. de 
Caso BECKMAN 26 COLIJUN 55 PlltKIH Ellml '5 ZCSS ll'l2DL COLllWl 6/20 LEITZ COL!l".AN 6/20+ 

Cl'l' (Cinlllco) 
(l65 nm) 5B U/L 56 U/L 56 U/L 56 0/L 54 U/L ,2 

COT (C!nllloo) 
(}65 nm) 27 O/L 26 O/L 26 U/L 26 U/L 24 U/L 19 U/L 

LDH { C!nlllco) 
(}65 nm) 275 U/L 260 U/L 275 U/L 270 U/L 2l0 O/L 190 U/L 

cr (Cinhlco) 
(405 nm) ,4 U/L ,2 U/L l1 U/L lO U/L 20 U/L 1B U/L 

~·oatatau. o.lcalina 252 U/L 249 U/L 240 U/L 247 U/L 229 V/L 200 U/L (Punto r1na1)(405 nm) 

Gluco10. (Oluo-DH) 
{l65 nm) 

210 mg/100 •l 200 """100 ml 206 u.g/100 •l 206 oi;/100 ml 205 mg/100 •l 205 mg/100 •l 174.5 ,,.j100 ml 

Glucosa (GOD-oPAP) 
(510 no) 227 nig/100 •l 226 nig/100 •l 227 "8/100 •l 226 l!l(J'/100 ml 226 mg/100 ml 227 rr;:/100 ml 222 ir.e/100 ltll 

Colesterol llizinidtioo 200 mg/100 ml 201 "'8/100 ,,,¡ 201 mg/100 ml 199 oi;/100 ml 200 'll/100 •l 170 m¡¡/100 ~1 {l65 nm) 

Uru {525 ne) 65 m;r/100 •l 65 ma/100 ml 65 "8/100 ml 64 og/100 ml 6) me/100 ml 64 "6/100 ml 6, ..;100 ml 

+ Aparato deeajuatad.o. 
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ceda eete efecto. por emplear un patrdn que al mismo tiempo se proceea con un 

problema, por tauto, ae trabajan a las mismas condiciones (de pipeteo, tiempo 

de medicidn, aparato, tiempo de reacc16n, ato. 1 ) reduciendo el error. Pero 

ui ae hubiera utilizado Wl& curva de calibracidn deearrollada en un Coleman -

6/20 ajustado, encontrariamoe resulte.dos muy diferentes, como H aprecia en -

la determinaci6n de Foef'ataoa alcalina. 
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La seleccidn de la longitud de onda ••tablece el color de la luz que 

pasa a trav&s de la soluci6n problema y que eapecifica el valor medio del ran 

go de longitudes de onda que incluyen el haz de luz, Siendo muy il:lportante -

que el espectrofotémetro eiida exacta:nente a la longitud de on:ia deseada, no -

sufriendo desviaciones. Para .Sato se requidro la calibracién constante de d.! 

chos aparatos. 

t:ntre loa mHodoa empleados para la calibracidn de la longitud de º!! 
da se cuenta con el filtro de Didil'lio, encontrando i;nportantoo ventajas, ya -

'!Ue permite en corto tiempo (5 min, máxiao) detectar deeviacionee do la long!. 

tud de onda, por diB!linucidn de la fuente de poder o por presencia do polvo -

que daña el sistema dptico, El m!nillo do traem1si6n pomitido es hasta± 2n11 

a 565 m, oegón lo indica el manual de operaciones Coleman. r.:teotiTB11ente en 

contramoe que durante un allo perraanooe dentro del rango de aceptabilidad, D•,! 

graciadamente edlo detecta deaviacionee a una sola longitud de onda, lo cual 

ea representativo para la regidn media del espectro visible y sdlo ea adapta­

ble en alguno a aparatoa 1 por otro lado, tiene la desventaja da qua sdlo ae -

usan para localizar longitudes de onda de tra .. ioidn mínima, que es m!s dif!­

oil que loolllizar longitudes do onda do traemieidn mhilla. 

Sabemoo que para la calibracidn de la longitud do onda no basta con 

ajustar a una longitud de onda, se requiere de 2 o 11'8 puntos, dependiendo -

del tipo de 111onocrcmador (prisma o rejilla), 

Con el ueo del juego de estandares que miden a 3 longitudes de onda1 

sulfato de niquel 670 m, sulrato do amonio cobalto 520 nm y perolorato cr611!. 

co 420 m, se observa similar conducta lll absorber la luz cuando el aparato -

est! ajuotado. (57) 

En el caso de un aparato desajustado, a parte de no obtener la mieaa 

absorcidn a diferentes longitudes de onda, se observa una desviacidn de la -

Ley de !leer, al no pasar por el origen (Fig. 30) ~or inexactitud de la longi­

tud de onda. Esta comprobaci6n se puede apoyar mediante los reaul tadoa del -

filtro de Didimio y de la solucidn de sulfato de niquel con una concentracidn 
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de 1.0 segdn recor:.ienda F•rkin-;;J.mer en su re¡·orte de 1975, 

Se utilizü. la soluci6n de sulfato de niquel 1 porque produce una ban­

da de m!xima trasrnisi6n a 510 ru;¡ (Fi.,, 66), pei':ll1tiando ~edir la trasm1si6n -

en todo ese rango de longit'..ldea da onda. 

La longitud de onda de 51C :.n nos ~ermi te controlar el a.~cr.o de ban­

da, en donde a eoa longitud de onda es mfia al ta. la energ!a de la l~para, y -

deja pasar más luz (no absorbe) el •st,mdar, Por lo hoto, la lectura sed. -

del 90,~ o má.s. En el caso del íli-ar.lt.o desajustado se obeerva que hay una di!, 

minuci6n de la luz (lectura b4;;) lo ruétl nos hace pensar que puede ser debido 

a una abertura de la hendidura, el filainento de la l5inpara se haya desgastada. 

o por falta de limpieza del .;istema 6phco. En este caso se observ6 qu,e el -

filamento de la l~'ttpara, se hatia desgaetado ocaaionnndo una deeviaci6n en el 

haz de luz. Al cambiarse la ~~npara ln respuesta de ~eta fu' superior al 90,~. 

De acuerdo a los resultados oCtenidos an un Colernan de 6 nm. {cuadro 

?.) presenta una banda de m.úima trasmis16n mucho meyor que la de un apnrato -

de menor sensibilidad, cor.io el Coleman 6/20 ( CUadro 1), 

Perkin-Elmer '5 

Coleman 6/20 

Máximo de Tramnisi6n 
510 nm. 

9, 92.6 

90 - 90 

Por lo tanto, la exactitud de la longitud de onda se puede comprobar 

por la mhima traemisi6n a 510 nm, sea cual fuere el apnrato, ya que, una de,!! 

vi3ci6n bajaría la trasmhi6n. 

Sin embargo, la calibraci6n y eotandarizaci6n con ooluciones siempre 

cetd.n asociadas con n@eroeae complicaciones como; pureza qu!mica, estabili-­

dad de loa eetandar•o y la limitaci6n de a6lo adaptarse a al8unos aparatos -

que cuenten con portaceldae para ccldaa redondas {Spectronic 20, 21, Colema.n 

20, 35, 6/a, ~ilfor II). 
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Adermb el problema se puede complicar con errores sistem.!ticoe co::ioi 

dicroisr.:o, vart!culaa coloidales o efectos de temperatura. 

A nivel naciomü es dificil conse~ir el jueoo de estandares, por lo 

que son pocos loa laboratorios que cuentan o tienen acceso a este tipo de ca­

libradores de longitud ~e onda, 

Desde hace tJUcho tie;u110 se ha intentado encontrar un iR6todo flicil de 

realizar, para la calibracién de la longitud de onda, relativamente libre de 

errores. Esto se ha logrado 11ediante el u~o de soluciones indicadoras !oido­

bass, como es la de naranja de metilo (28), 

Se sabe que lae curvas de trasmiai6n para valores de pH's diferentes 

de cualquier indicador en particular, se interceptan en un punto conocido co­

mo punto isosbhtico, que tiene un valor para el naranja de 11stilo de 469 nm 

(2B, 29), Lo• valores que obtuve con diferentes aparatos están en el rango -

de 465 nm a 470 n:n, (Fig. 4~ a la 46), lo cual •e a¡iroxilla r1ucho a los valo­

ree encontrados por Hoxter (465 nm) y de Parthasarathy y Sangbi (29) de 469 -.... 
Hoxter inveetig6 varias oalucionea indico.doras, colorantes, vitami­

nas u otras sustancian que podrían modificar eu pH. Escooiendo solamente BU,! 

tancias estables que aa conaervaran a temperatura ambiente y que fueran f!cil 

mente reproduciblee como ee el caso de lae soluciones indicadoras. 

En la literatura encontramos el empleo de varios indicadores (~1) de 

los cuales seleccionamos a aquellos que nos dan mayor infor.nacién a lo largo 

de todo el espectro U.V. y visible, adem!s, por supuesto, ~ar eu f.tcil adqui­

sicién y procaeamiento, 

Loo puntos ieoeb,sticoe que escogimos no su.frieron variaciones de -

ningdn tipo a causa de la diferencia de seneibilidad de cada aparato, Los v~ 

lores exactoo en ca.da caso se pudieron calcular por integracidn de las curvas 

do absorcién, obtenidas en iostru11entos de precisién con un poder de resolu­

cién de 20, 10, B y 2 om, en 1961 Fog (32) reporté el punto isosbhtico del 
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azul de bromofenol a 496,2 nm y encontró que este valor erB dependiente do la 

temperatura al correr el eepactro a temperaturas altas y bajas. Desgraciada.­

mente no pudo confirmar dichos resultados. Hoxter por su parte, encontr6 que 

loe punteo isoeb,eticoe no eran afectados por cambios de temperatura entre 4 

y 45º0 (5). 

Por nuestra parte, sólo empleamoa temperaturas de 25°0, 37º0 y 40°0 1 

no sufriendo OQlllbios en loe puntos, Esto ee puede explicar de la eiglliente -

aaneras 

Las moUculae al absorber el calor, modifican loe niveles energ&ti­

coa, vibracional y rotacional, sin afectar lae transiciones electr6nicas, las 

cual.ea son reaponaablea del espectro de abaorci6n.· Por lo tanto, no so enp9-

ra una desviación de un punto iaoeb&stioo a causa de cambios de tempera.tura. 

Es importente que las soluoionee comparadas {iloido-base) tengan la -

misma concentraci6n, mas no es preciso conocer la concentraci6n absoluta, - -

pues la• variaciones en la concentraoi6n provocan dnicamente un cambio de ex­

tinción o ab•oroi6n sin alterar el punto ieoebhtico, Tampoco ea necesario -

conocer el valor exacto del pH, pues la solución indicadora cruzaril por el -

miemo punto iooobhtioo 1 indopea!ientemente del pH y a la miama concentración. 

Para ~or precisión, Hoxtor (3) recoaienda eacoger dos curvas 0117as 

tangentes tengan un ~or 4ngulo entre e!, generalmente se emplean valorea •!. 
tremoa de pH. 

Apoyamos eato criterio de preciei6n, porque pernite por una parte, -

preparar lae solucione• en forna r'pida y segura sin necesidad de emplear in_! 

trwaental adicional (potenoi6metro) 1 basta con una varilla indicadora univer­

sal (un rango do 1 a 14) y por otro lado, permite detectar claruente el pun­

to de intereeoci6n 1 ooao se observan en las fi¡¡urae de la 31 a la 55, 

Es interesante advertir la conducta de un aparato desajusta.do, en -

donde ae aprecia la deaviaoi6n que sufre la longitud de onda en base a 101 -

puntos isoab6sticos. 
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En el caso del Cole:nan 6/20 desajustado, encontramos que dicha dea­

viaoi6n se manifiesta notoriamente en ciertaa regicnes más que en otras, por 

ejemplo: con el naranjn do metilo e~ la regi6n visible a 470 nm, ae ve afect.!i, 

da con una desviaci6n da 5 nra (inexactitud a 475). Sin embargo, con el rojo 

congo a 543 nm, ao obaerva unn deaviaci6n do 20 nm (inexactitud a 568 nm) lo 

cual nos hace suponer que la inexactitud se encuentr.~ aproximadamente entre -

540 y 580 nm. Esto puede ser factible cuando se trata de uoo l.lmpara que em­

piezn a bajar su poder por desgaste de sus filamentos. -~•! tambián, la ine­

xactitud de la longitud de onda a6lo afecta en un cierto rango que puede ser 

visible o U.V. 

En el caso de la regi6n U.V., ea muy importante controlar la exacti­

tud de la longitud de onda ya que hoy en d!a muchos de loa m&todoa que se ent­

plean en el campo de loa análisis cl!nicos se trabaja en esta regida, como en 

la Enzbolog!a Clínica, en donde ae aplican loa m6todos de medioidn continua 

y que se basa para eu determinaci6n en la produooidn o consumo de la coenzima 

Nicotioamida adenina dinuoleotido (NADH), que tiene la propiedad de formar º.!?. 

lor en la regidn de 334 a 365 nm. Cuando ha_y una deaviaoidn de 5 nm, alrede­

dor de 340 m, dara una diferencia de abaorcidn del 10)&, la misma desviacidn 

a 465 nm aumentar! el error hasta al 50% en la lectura. 

Para controlar dicha ragidn ae puede eacoger el naranja de •etilo -

que tiene un pUnto iaoab&atico a 352 nm, o el dicromato de potasio (K2er2o7
) 

que tiene un punto isoab&atico a 339 '1111. 

En el caso de la regi6n de 400 a 450 nm qua tambi&n se emplea en En­

dmologia Clínica, ae pueden emplear loa parea do derivado• de la Hemoglobina, 

como ea el caso del par de ll> metahemiglobina (Hi) y hemiglobina cianuro - -

(HiCN) qua cuentan con un punto isoablatico " 416 nm. 

Hoxter (5) y Parthaaaraty e !. Sanghi (29), revisaron al&una• oolu­

cionea indicadoras qua ae pued~n emplear para la oalibraci6n de la longitud -

de onda y que poseen puntos 1ooab6aticos (cuadro 15). 
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Indicador Punto Isosbhtico 

.Naranja de metilo 352, 469 

Verde de Bromocresol 265, 277' 329, 509 

Rojo neutro 408 

Azul de timol (Acido) 485 

Azul de timol (Alcalino) 500 

Azul de bromoti111ol 260, 279, 325, 498 

Rojo de íenol 238, 213, 3n, 365, 

p=ni troíenol 350 

Riboflavim 266, 275, 296, 369, 

K2Cr207 245, 297, 339, 445 

!'drpura de bro:nocresol 322, 490 

üeri vado a de Hemoglobina 

llb/Hb02 

Hb/Hi 

b1>/HiCN 

llb/l!bCO 

!!blI!bCC 

Hi/HiC!I 

Hi/HiN3 

J!b - ::Jesoxihemoglobina 

397, 506, 548 

461' 454, 520, 600 

400, 448, 542 

457, 548 

497 

515, 406, 519, 595 

474, 520, 603 

Hi - Hemoglobina (metahemiglobina) 

HiCN - Cianometahemoglobina 

llb02 - OXihemoglobina 

HiCO - Carboxihemoglol>ina 

ruu
3 

- Azidaherno¡¡lobina 

121 

514 

462 
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Para la práctica será auficiente trabajar 11nicwnente con 4 solucio-­

nea -dicromato de potasio, rojo co~o, naranja de metilo y azul de bromoti­

nol- y con un par de derivados de hemo:;lobin~-~atahemoglobina (;u)/f!emiglob,! 

na cianuro (!-!ict~), las cuales proveen suficientes runtos isosb6sticos que - -

abarcan todo el espectro visible y parte del U. 't. neceearlo }JclXa las determi­

naciones enzi1n&ticas. Con estna solucionen se calibraron los espectrofot6me­

tros y se midieron los puntea isosb6sticos reproduciéndose de acuerdo a sus -

vr.lores reportados en la literatura (5, 29, ~o), 

Las ventajas que ofrece este m&todo es que comprende la detecina- -

ci6n de un punto de interaecci6n; eato implica una m~or preciai6n que la de­

terminaci6n de máximos y mínimos de absorci6n, En la práctica es fácil trab! 

jar con igualdad de abeorcionee (puntos isoeb&sticos), que establecer la lon­

gitud de onda exacta a baee de mrucimoe o m!nimoe de absorci6n. Ademb, ea un 

m4todo sencillo, fácil de procesar y trabajar, econ6mico y con soluciones muy 

establee, haeta 8 meses, oe pueden utilizar con mayor precieicSn y exactitud -

de acuerdo a loe resultados obtenidoa en el cuadro 4, En el caso de los der,! 

vados de hemoglobina la estabilidad se reduce a 3 meneo. 

l'or la oxidaci6n que sufre la Ciano metahemo¡¡lobina, a trav~e del -

tiempo se refleja un cambio de pH ligeramente neutro, de tal modo que presen­

ta un es~ectro caracter!atico similar al de la motahemoglobina, con una banda 

múima de abaorciln de 402 n 406 nm, como eo observa en la Fi¡¡. 67, No pre-­

oentando ningán punto de intereecci6n. 

A continuaci6n se proporciona una tnbla con la aplicaci6n de loa PUE 

too isosbbticoa en Química Clínica. 
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CU A D R O 16 

Determinaci6n Longitud Punto 
de onda !eosb~stico 

!MD+ NAD!l (GOO', GPI', 340 339 K2cr2o7 

LDH, CK) 365 365 rojo de fenol 

p-ni trofenilfosfato, colinesterasa 

! Glutamil transferasa, Leucinarila-

midasa, Colesterol enzimá.tico. 405 339, 445 K2Cr207 
Creatinina, Acido urico 490 498 azul de broe1otimol 

Bilirrubina total (Jendrassik-

Grof) 578 595 Hi/!UCN 

llilirrubina conju¡¡ada 546 541 rojo congo 

;iagnesio, Glucosa (GOD-PAP) 500 498 azul de bro:notimol 

Urea (DA;·J), Proteínas T. 525 520 Hi/!UCN 

El estar comprobando mensualmente la exaoti tud de la longitud de on­

da, nos permite trabajar con la mayor eeguridad que cada aparato presente. 

Otra funci6n importante que deben exhibir los espectr6metroe, es la 

rolaci6n lineal entre la energía radiante absorbida y la lectura del inntru­

mento, La linearidad foto:iultrica es nn prerrequieito para la exactitud espeE_ 

trofotcm~trica, as! como, la exactitud analítica. 

El 3ubcomi t6 de Sapectrofotometría de la Asociaci6n Americana de Q.u,f 
mica Clínica recomendé en 1969, el empleo de aolucioneo preparadas de compue.!. 

tos apropiadoo (7). los compuestos reportados para este prop6sito incluyen -

oxihemoglobina a 415 nm, J>'"nitrofenol a 405 nm, cinnometahemoglobina a 540 nm, 
sulfato de amonio cobalto a 512 nm y sulfato de cobre a 650 nm (13). Lae so­

luciones que se emplearon en este trabajo son las misma.e que se aplicaron pa­

ra le. obtenci6n de puntos isosbhticos; K2cr2o
7 

con absorciones a 350 y 365 -

nm, liaranja de metilo a 350, 365 y 465 nm y Rojo congo a 540 nm, adem.ie •• •,!!! 

plearon eetandaree de glucosa a 510 nm (HEtodo glucosa oxidase. {GCD-PAP) y de 

cree.tinina a 490 nm y la soluci6n de p-nitrofenol a 405 nra. Todoa ellos exh,! 

ben una linee.ridad que sigue la Ley de :!leer. 
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El haber aplicado las mismas soluciones para la obtenci6n de loe Pll!l 

tos ieoebbticos y poder oalibrar la linearidad fotoill~trica, se bas6 en las -

características que tienen los punto's isosb6sticos de ser independientes del 

pll, de la conccntraci6n y de la temperatura. Por lo tm"lto, para que la Ley -

de Beer no sufra desviaciones, es irtportante que no exista interacci6n del m,! 

terial absorbente entre s! (forman complejos), interacci6n del absorbente con 

el solvente o interacci6n del absorbente con suata.nciae extrañas. De ah! que 

los resultados que se obtuvieron, ellpleando el punto de intereecoi6n, fomen 

una línea recta que parte del origen. Permitiendo de eota forma detectar - -

errores de precisidn o por mal funcionamiento del detector. Aeí como, recon.2 

car limitaciones de la respuesta del detector, como es el caso del Coleman -

6/20 y Perkin Elmer 35, con la solución de naranja de metilo a 350 nm (Pig, 

58), en donde es especialllente problemático, debido a la baja producci6n de 

energ!a de la l&mpara excitadora ocasionando que oe desvie del origen, facilj. 

tanda la intervención de luz extralla, sin embargo, a 365 nm (Fig, 59) •6lo -

en el Coleman 6/20 ee observa una baja reopueeta del detector, 

Las ventajas que ofrecen laB solucionen coloridas para certificar la 

respueota lineal del detector aon: eu estabilidad (ee pueden emplear haeta -

por 8 11eeee), su confiabilidad, eu 1'6.cil ueo y aplicaci6n en cualquier tipo -

de eopectr6metro, economías y por dl tillo, ae pueden emplear para calibrar en 

cualquier regi6n del espectro vieible y cercano U.V. 

Y como dltino par-'metro, bajo estudio que definitivamente ea illlpor­

tante por su complejidad y que a •imple vista no se puede detectar e• la pre­

sencia de la deovie.ci6n de la luz (luz extrw1a), 

Normalmente ea aanifioeta la presencia de luz extriu1a en loo extrMOOe 

del espectro visible, es decir, a longitud .. de onda corta ('60 - 400 1111) T -

larga {670 - 700 na). 

Existen varios mltodoo para la detecci6n de la luz extrL~a {'4) de -

los cuales se emplearon dos que oon sencillo• y ril.pidos, (58) 
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El ·primero de ellos es a base de Wl eatandar de concentraci6n conoc! 

da. de taso
4 

calibrado, que por su pro¡iiedad anteriormente citada, puede leer­

se en los ds la regi6n visible (Fig. 66) a 400 y 700 run. 

Los incre::ientoa que se observen en la3 lecturas a estas lor13'itudes -

de onda indicar.in incrementos en la luz extrai':n. Un incremento llié&J•)T de 3;-~·r 

d~'.llanda la solucitud del servicio técnico especializado (38). 

En el caso del aparato deaajustado, se observa que as! como la res­

puesta del aparato disminuye (s4;;T) hay un notable aumento de la tras:nisi6n -

en loe extremos del aparato de 5,'bT a 400 run y 8;bT a 700 m, lo cual indica la 

presencia de luz extra.fla. 

E:ote tipo de Li&todo a base de un estandar do·111so 
4 

que controla la -

luz extrafla es poco as'!quible, poco econcSmico y con una estabilidad. de aprox! 

madamente 2 aí'ios, lo cual no en todoe los laboratorios, tanto de institucio­

nes como privados, los puedan adquirfr. 

Es necesario buscar un mtStodo que no3 permita detectar la preaencia 

de la ·1u• extrl\fla en fama práctica y econ6micn. Slavin (34) propcns ol uso 

de la Ley de Deer, para la detecci6n de la luz extraña inatrumental, donde s!!_ 

fre deRviaci6n la Ley de Beer, en abao:rciones al tas (al tas concentrnoiones) a 

cualquior lor.gitud de onda. 

En las figura• 56 'J 59, oe demuestra la desviaci6n de la Ley de Deer, 

empleando una soluci6n de llaranja de cotilo a 2 longitudes de onda 350 y 365 
nm. En el caao de la fJ.&llra a 350 nm, ee observa que el Coleman 6/20 sufre -

desviaci6n a absorciones altas (a partir de 0.55 A - l!nea punteada), lo cual 

no se obeerva en los demás aparatos. Unicamente no parte del or~en el Cole­

man 6/20 y Perkin Elmer 35, y eato es ractible ya que ae está midiendo un r"!! 

go inicial de longitudea de onda, donde es la interferencia por luz extra-'la. 

En el caao de la l'i5. 59, ae observa que en el Coleman 6/20 aufre -

desv1aci6n de la Ley de Deer, a absorcionen superiores de 0.675, lo cual es -

cuy importante tomar en cuenta al momento que se valoren m6todoa cin6ticos o 
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' enzill!ticos a 365 en dicho aparato, ya que se tendrá un error apreciable (de 

10 - 20%) en valoras al toe de absorci6n o extinci6n, como ae puede observar -

en el cuadro 14. Solamente en un aparato de menor sensibilidad exiote una V,! 

riaci6n mayor comparando con aparatos alis aeneiblea,, 

En el cuadro 14, se comparan los valores obtenidos de un!l misma de­

teminac16n en diferentes aparatos, observ!ndoae que en aparatos menos sensi­

bles tendran resultados más bajos que si se realizan en aparatos de mayor se.!! 

sibilida.d. Y hto en parte se debe a que en los extre11100 del espectro del -

aparato exista la interferencia por luz extre.fia, 

Por otro lado, empleando la curva de K2er2o
7 

a 365 nm (FJ.s. 57), en­

contramos que todos loo aparatos cUlllplen con la Ley de !leer ;y parten del ori­

gen •in sufrir desviaci6n. 

Contrariamente a lo que oucsde con naranja de metilo que sufre des­

viacionH a altao concentracionea, ee trabaj6 con una curva de K.¿Cr2o7 
de ma­

yor concentraci6n, es decir, de 10 mg/dL como 111úima concentraci6n, encontr'!l 

do loe dguientea reaultados ?1;¡. 65. Comiensa a haber una pequefla doovia- -

ci6n a partir del Perkin Elmer 35 ;y Zeiao 1'112DL, oin 1111bargo, en el caoo del 

Coloaan 6/20 la dHviaci6n que o\lfre es a partir de la concentraoi6n de 8 118/ 
dL, lo cual noe hace penur qua oe deba dicha deaviaci6n por la preasncia da 

lus extraña. Por lo tanto loe l!miteo de confiabilidad ;y exactitud para 101 

aparatos en loo r&1111<>s cercanos al U. V., variarán de acuerdo a eu aensibili­

dad, de uta unera exiatir' aayor error cuando ee mida a una extinci6n mayor 

de 0.5 en el Coleaan 6/20 7 de 0.65 en al caso del Perlcin El.llar 35 ;y Zeiao -

R'l:¡l>L1 o dicho en otra foraa el límite do ~or riesgo en donde se preaente -

la lua e:rtraffn Hría a p!lrtir de 0.5 en el Perlcin ElJller 35 7 ZeiH Ri~L. En 

el caso de lc1 otroe apara.toa no hay prHeacia de luz extraila. 

Eate tipo de control de la luz extrafla ea hace norsahente c>da mee 

o 2 aeaes de acuerdo al uoo que ee le d' al aparato. 

Para comprobar que loa diferentes tipos de mhodoa que suger.l.lloo pa­

ra el control de 101 eepectr611etroe y fot6111tros son confiables y aeguroe ee 
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realizaron varias deteminacioneo tratando de abarcar todo el rango vioible y 

cercano al U.V., empleando "~todos enzimilticoa para la valoraci6n de sustrato, 

m&todoa de medici6n continua y de punto final, algunos utilizan factor te6ri­

co y ctroe un eetandar de concentraci61,1 conocida. De acuerdo al cuadro 14, -

loe resultados que se obtuvieron presentan buena correlacidn entre un aparato 

y otro. Esto noe permite confiar en los resultados al comprobar que loa apa­

ratos se encuentran en buenas condiciones y su respuesta es excelente. 

Sin embargo, cuando ee trabaja con un aparato desajustado se ob1erva 

que loa resultados son mils bajos llegando hasta un 25% da variaci6n, cuando -

se emplean faotoree de c'1oulo te6rico• como es el caso de la medici6n conti­

nua o 11&todoa enzim.1ticoa para deteminar sustratos (Colesterol y Glucoea - -

GLUC-DH) CUadro 17, pero, cuando se utiliza un ,.,todo que incluye un eatandar 

de coocentraoi6n no ee aprecia dicha variaoi6n, siendo co11pr•n•ible ya que el 

eatandar ea valorado al mismo tiempo que los probleaaa, logrando de ea ta for­

aa. miniaisar al error propio humano, coao de aparato. Cuadro 18. 

Doterminaci6u 

Glucosa. (GLUC-DH) 

Colesterol enzimiltico 

Doteminac16n 

Glucosa (GOD-PAP) 

Urea (DAM) 

CUADRO 17 

Factor Te6rico mg/100 ml 
Ajuatado Deaajuetado 

Coloman Jr 11 6/20 

205 174.5 
200 170 

CUADRO 16 

Eata.ndar mg/100 al 
Ajuatado Desajustado 

Colaaan Jr 11 6/20 

228 

6J 

222 

6J 

lb Variaoi6n 

25 

25 

% Variao16o 

2,5 

o 
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Ahora bien, si se trü.tajara r...:>n una cu.~t! dg c~!ibraci6n df:'finitiva­

mente fJe observar!a una variaoi6n sio.il.i.,r a la del ~opleo de f.lztor tcdrico, 

entre un aparato desajustado y un ajustado. 

En el siguiente cjo'1plo Ge valoro la Glucosa (GCD-PAP) en un aparato 

ajustado y otro desajustado, con una curva de calibraci6n hecha en el espAc-­

trofot6motro ajustado y empleando como proble:na un estandnr de conccntra.ci6n 

conocida de 100mg/dl, CUadro19. 

Estande.r 

Estanda.r 

CU.\.DHO 

Coleme.n Jr 11 6/ 20 
Extinci6n 510 nm 

Ajustado Desajustado 

0.340 
0.330 

0,280 

0.270 

19 

Intsr¡>olando en la curva de Galibraci6n 
Concentraci6n i;,z/100ml 

Ajustado lJoaajustado % Va.riac16n 

103 

100 

85 
82 

17 

1íl 

De esta forma se concluye la itnportancia de tener un espectrofot6me­

tro o fot6roetro calibrado, yo. que del buen mmtenimiento que se le d6 oe ob­

tendrW. los resultado• mis exactos y confiablen. 
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:'l. procei:io ·JI:' la ca.libraci6n espcctrofo~om~"rlca es fur.dame:nt.al en -

los procartimi':'t;tos .1u!!!lieo clínicos~ lor: reoul tados que se obte!:.:;an dependen 

del control quA r.,~ t~n~;i. del inntrmnento. 

Aunr¡ue si: t:im~lee r:l mojor Q~todo p:ir.'l la determinación de un annlito 

o enzi~Ja, 16Jica.r;iente, un o:ipectrof-:it61:1clro o fotómetro ci.l calibrado dará -

una renpuenta ir.exacta. 

};ormalm!!nte p:ir:1 la calihracl6n de la exactitud de la lon¿;itud de º!!. 

da y linearidad fotoL11Hrica, se e:nplcan, ya sea filtros co:iercia.lea, lá.'llpara 

o solucionea estandarea cnl ibradas ,, lon¿;i tudea de onrln espoc!ficaa. La.::nent.!, 

blemente, dichoa utonsilioa !JOO poco o:rnequiblea, de alto costo y eapecificas 

a cierto tipo de aporatos, (Colernan Jr II y III). 

De acuerdo o. loa resultados obtenidos, el. empleo de loe puntos ieoe­

b6sticoo a baoo de soluciones indica.dorao para la. calibr:ici6n de la exactitud 

de la low;itu1 de onda, es un m~todo exn.cto, de fácil ma.'lejo, práctico y de -

bajo costo, qu~ al mi'lmo tiempo oe puede utilizar para la co.1ibraci6n de la -

lineo.ridad foto:ni!trica. 

ror otro lado, se ha comprob::i:lo que dicho mc$todo oe adapta a cual- -

quier tipo de espectrofot6motro, deodo el aparato mAa sencillo, hasta el más 

sofiaticado que podamos encontrar. 

!~eaul ta ventajoso el emplel\r la.e solucione!!'. indicadoras, consideran­

do c¡ue e ldc. d!a our¡¡en nuevoe aparatos y que defini t1vamente eo neceoario coa 

trolarlos y mantenerlos en éptL11ae condiciones. 

La eotnbilidad de las soluciones indicndorao ea de aproximadamente 9 
meses a temperatura ambiente. 

Fodemon concluir, :¡ue el e:n1üeo de los ¡;unto!.J isoeb6nticoa ne puede 

considerar como un rr.6todo nlternat1vo p:l.ra la cnlitracidn de la loruit~d de -

on:la. y la verificaci6n de la lin•aridad fotora~trica. 



APE!IDICE A 1}1 

Ca.usas de deDajuet.e dal espectrofot6metLo. 

Medio Ambiente 

En un labocatorio aucio don1a el instrumento está expuesto a solven­

tes vol~tilea como: w:a, HH03, 1m
4
c1, entre otros, o humo de cigarro, son ca1!_ 

eas de un deBa.juate del aparato; ya qui! ~stos cubren las paredes del cornpart! 

mento de lao celda.a, el sistema 6;itico y lao fuentes de poder. A menudo los 

ool ventes volátilea absorben on la regi6n UV ocasionando aumento del ruido y 

hto reduce la aenaib:\lidnd, 

Mayor humedad y temperatura causan condensaci6n del agua en la supe!, 

fioie 6ptica, lo cual resulta un daanjuste del instrumento. Aai taJl!bi~n afe,g 

tan algunos de loe co1nponenetes electr6nicoo. 

Fuente de Poder 

Eroesivn.a fluctuaciones en la fuente de poder podrían causar inesta­

bilidad en el instrw>ento y un desajuste en el funcionamiento. Las cnusaa de 

estas fluctuaciones podr!an ser una inadecuada l!nee. de poder AC o una eobre­

carga de &ate misnio. 

Envejecillionto da la t.'lnipara 

El envejecimiento de la lámpara cauear6. reducci6n sn la energía, lo 

cual dis11inuir6. el funciouarniento e ir.crementarii el nivel de ruido y la luz -

ex tralla. 

Ajuste 

Un desajuste de la l&mpara deepu'8 de su instalaci6n causa pérdida -

de energía 'I presencia de ruido. As! tambi6n un mal ajuste de la celda en el 

haz de luz causa p~rdids. de energía., r.usndo se empleon microceldas o celda• 
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de flujo es muy importante este ajuste. 

Tiempo de Calen taruiento 

!::A necttsario flUe a ~:ide instrumento ue le de un tiempo de calentamie,!l 

to, dn no oer as! pued11 fn.lsear loe resultndoa. 

r:anejo de r~uestra 

Causan mal funcionamiento del instrumento la ineatabilidad química, 

un :=:l!todo inadecuado y celda9 sucias o rayndaa. 

Envejecimiento del Instrumento 

1.- La párdida de enero!a ea ocaoionada por desgaste dptico, un me­

dio sucio y una mayor hwnedad. 

2.- ~l envejecimiento de loo componentes electrdnicos desajusto.n el 

el aparato. 

~.- Exiaten fallne en su funcionamiento con el envejecimiento del -

fotodetector o exposici6n a la luz ambiental, Tambi&n la pre­

oencia de humedad causa error fotomt!trico. 

CUidado del Instrum~nto, 

Pnra obtener el r.iáximo rendimiento de los inatrwnentos el laboratorio 

debe seguir las recomendac~ones de las compafi!as de latos y verificarlos dia­

riamente. En caso de tener alguna falla. debe oer atendida por personal de se!. 

vicio altamente calificado, 



APENDICE B 

Dafinici6n de t~rminos empleadoa en oapectrofotometr!a, 

Absorci6n.- absorci6n (A) es i¡¡ual a Log10 del reciproco de la trasmisi6n (T) 

A= log10 (1/r) 

Ej. T = 10,~ 

A= log10 
1 

A= log10 ~ iO~. 

por tanto: A = 1 absorci6n 

Si T = 40,V, 

A = log10 ro;'' A = lo¡¡10 ~ = log10 2,5 

por tanto: A= 0,396 

Si ~· = 41' 
A~ 108'10 

1 
A = lorr10 

1 lag 25 4¡,:. D.04 

por tan~o: A= 1,399 

Si T == 0.4~~ 

entonces A = 2,390 

Abeortividad (a).- la absoroi6n (A) dividida por ol producto de la concentra 
ci6n (c) de la sustancia y el paso de luz de la muestra ::: 

(b) O a m to• 

Ancho de banda espectral,- el intervalo de longitud de onda en donde la radia 
ci6n sale de la abertura de salida de un monocromador a la mitad de 
camino entre ls base lineal y al pico de paso de banda. 

Ancho de banda natural,- ea la anchura a la mitad de la al tura de la banda -
de nbaorci6n de la muestra. Es independiente de las anchuras de ban 
da del lnetru:Dento. -

Anchura de abertura espectral.- la anchura .111.ec&nica de la abertura de salida, 
dividida por la dispersi6n lineal en el plano de abertura. 

Banda de abeorci6n.- es una regi6n del espectro da abeorci6n en el cual la -
abeorci6n pasa a trav6s de un máximo. 



Concentraci6n (c) .- cantidad de sustancia ·contenida en una cantidad de mues­
tra. 

Correcci6n de fondo,- absorci6n aparente causada por cualquier otra coaa que 
no sea la euntancia medida. 

Curvu analítica.- es la representacidn gráfica de la relaci6n entre la ener­
g!o. radia.."'lte y la conccntraci6n de la sustancia. absorbente. 

Dispersi6n.- ea la separaci6n de la luz en sus componentes, longitudeo de -
onda. La disper:1i6n se logra por medio da un prim:~J. C.1 rejilla de di 
fracci6n, -

f.nerg!n radiante.- enera!a trasmitida corao una onda electro;1ngnética, 

Energía radiante extr<l1a,- toda energía radiante que sale del detector a lon 
gitudea do onda que no corree panden a. la banda do long! tud de onda = 
seleccionada, 

Espectro de absorci6n.- una grMica entre abeorci6n contra longitud de onda. 

Exactitud.- La concordancia del valor hallado del valor esperado o te6rico. 

i:xactitud fotomHrica,- eo la habilidad para indicar la lectura co1•rocta de 
l:i energía que emerge del detector. 

Filtro.- ea una euatnncia quo permite atenuar o reducir la energía radiante 
en una man13ra. definitiva en algunas porciones del espectro m5.e que -
en otros. 

l!ertz (Hz).- la unidad de frecuencia ea igual a un ciclo por segundo. 

Ley de Beor.- la. abeorci6n de wia muestra homogenea es dirqctamente proporcio 
nal a la concentrac16n de la sustancia absorbente. -

I,oy de Bt>uguer.- la absorci6n de una muestra homogenea ee directamente propor 
cional al espesor o densidad do la 11ueatra y al tamaño de la celda, -

Ley de Lambert-lleer.- la abeorci6n de una muestra homoeonea que contiene sus 
tancia abaorbente os igual a la absortividad molar (a), al paso de ..= 
luz (b) y a la concentraci6n de lo. sustancia absorbente (c) o !uoabc. 

Linearidad fotométrica.- la habilidad de un sistema fotométrico para produ­
cir una relaci6n lineal entre la energía radiante quo incide sobre -
su detector y algunas cantidades medible• provietae por el aiat•ma. 

Longitud de onda (:l) .- ln distancia medida. a lo largo de la linea de propag~ 
ci6n de la onda entre dos puntos que ea tá.n en la. fnee de ondas adya­
centes. 

Lor.¿:itud de onda analítica.- cualquier longitud de onda a la cual la medida 
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de la aboorci6n o trasoiai6n se realiza con el fin de determinar cu~ 
litativaraente o cuantitativamente w1a muestra. 

Mbnocromador.- un dispositivo que pemite :leleccionar una porci6n del espec­
tro g~nerado desde una apropiada fuente de energ!a. 

!jano1>1eh·oa (nm).- unidad do distancia que ea igual a 10-9 metros. Empleado -
en espeotrofotoruotr!a U, Y-visible a loncitud de onda designada. 

Paso de luz.- es la. dimensi6n del diametro interno de la celda o densidad o 
espesor qua recorre el paso do luz. 

Posici6n espectral.- la longitud de onda efoctiva de una haz monocrom6.tico -
de onerg!a radiante. 

Repetibilidad.- l3 medida de la desviacidn de cualquiera de loo valores de -
eu valor medio, todas las dete1'tninacioneo son medidas sucesivamente 
'I sin cambio de aparatos o caterial. 

Reproducibilidad.- la medida de la desviaci6n de loa resultados obtenidos de 
su valor medio, las determinaciones siendo llevadas a cabo por dife­
rentes operadores er11pleando aparatos localizados en diferentes labo­
ratorios. 

Rsaoluci6n espoctral.- la. habilidad de medir la separaci6n de dos bandas de 
abaorci6n adyacentes o l!neaa de s11isi6n elCJ!rssadas como la relacidn 

entre 2... , donde :l. ea la longitud de onda exB11inada, y A'J.. es la se 
A~ -

párnci6n do dos bandas de abaorci6n o emisi6n que pueden ser diotin­
guidaa. 

Traa~isi6n.- la relaci6n entre la energía radiante traemitida por la muestra 
a la energía radiante que incide sobre la mueetra. 
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