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-INTRODUCCTION

a.- PROYECTOQ

Cuando realicé mi gervicio sccial en
el laboratorio de bicfisica de la facultad, ge  me propusc
trabajar en un proyecto de teegis schre espectrozcopls  infrarroja
y algunas aplicacionee. El proyectoc practicamente partia de cero,

eg decir, tenlamoe que realizar un trabasjo previce, con apoyo
biblicgrafice, de familiari=zacién con la técnica v el equipo de

IR, para poeteriormente calibrar y utilizar un espectrofotémetro,
al cual gentilmente se nog habla dado acceso.

Durante el desarrollce del proyecto,

previe a la elaboracidn de la tesie propiamente dicha, loe
problemas e imprevistos fueron maodificando loe cbhietivaoe
originalmente planteados. En este tiempo, se presgentaron 4

trabajos relacionadcos con @eta tesis en loz congregss  nacionaleg
de filgica {13,14,15,16}. Aqui se hard mencidén a algunas partes de
estoe trabajos y a otros resultados. Primeramente se mostrara una
relacidén entre el cadlculo tedrico de una frecuencia de absorcion

para un par de= dtomos vy la frecuencia sncontrada
experimentalmente. Despuis ge realizara la interpretaciéon de
algunce eepectros obtenidese vy finalmente =2 encontrara la

relacidn entre la abzorbancia de lz musstra Nistatina-solvente y
la wconcentracién del antibidtico.

La Nigtatina eg un antibidtico de
gran ugo. Recientemente =e aplica en tratamientos de
quimicterapia celular contra el ciéncer. En el laborateoric de
biofisica e utilizado por el grupo de membranas artificiales
para analizar la formacién de canales en membranas de colesterol

oxidado. La Nistatina en cantidadee micromclaree aumenta 1la
conductancia en las membranas y £sta, a su vez es8 proporcional =&
una potencia a la concentracidén del antibidtico{10}. De igual

manera, los grupoe hidroxilo de la Nistatina son rezponsazbles  de
la selectividad de anicnes en la membrana.

La apariencia de la Nigtatina es la
de un polvo uniforme, prdcticamente libre de impurezas vizibles y
grumos (&n casgc de tener alguncog, eetes se deghacgen facilmente).
5u color es amarillo claro y =8 practicament= inodero, Bi acasg
con un ligerc aroma a cereal. Pressenta un anillo lactona
polihidroxilico de 37 atomoz de carbono con 7 dobles ligaduras de
carkeonc conjugadae en el anilla,y un grupo micosamino unido a
éste por un enlace glucosddico. (Fig 1)



OH OH

FIGURA 1



La espectroscepla infrarroja es una
técnica analitica indispaeneable como fuente de datos
@atructurales de sgustancias organicas. Este metodo 5se enplea
generalmente en &1 sstudio de muestras, para obtensr dates sobre
grupog funcionales y otras caracterlsticas estructurales. El
espectro infrarrojo de una sustancia orgdnica es caracteristico

de ella, 8 decir, =8 comc su "huella digital”™, y cuando 1la
guetancia eetd contaminada con cantidades apreciables de
impurezas de ctrog conmpuestos, =se advierten variaciones

pronunciadas en su espectro. For ello, la técnica de infrarroje
es util para la comprobacidén de la identidad de materias primas

en preparaciones organicas a gran escala. ({5}



CONSIDERACIONES TEORICAS

a.~LA REGION INFRARROJA

El eszpectro electromagnético esta
dividido en varias regiones, las cuales dan diferente informaciodn
y por ende sirven a diferentes propdésitos. Esta divisidn del
espectro electromagnético es arbitraria y los limites no estan
bien definidoe, =in embargo, un ssquema como el mostrado en la
figura 2 es conveniente {1}.

Lae moléculas pueden absorber
radiacidn electromagnética de diferentes longitudes de onda.
Dentro de eéstas, 1la regidén que se conoce como radiacibn
infrarroja puade subdividiree de acuerdo a las t&cnicas
experimentales an tres{l}:

frecuszncis longitud de
(cm-1) onda {(um)
1.- INFRARROJO CERCANO 13200-4000 0.75-2.5
2.~ ROTACION-VIBRACION FUNDAMENTAL 4000-400 2.5 -25
3.-~ INFRARROJO LEJANO 40020 25 -500

De las tres subdivieiones del

infrarrojo, ee pondrd mas atencién a la llamada de rotacidn-

vibracidn fundamental, pues es la regidn mas utilizada.

b.~ EL ESPECTRO

Un espectre infrarrojo ez la  curva
obtenida en un plano radiacidn emitida vs. longitud o ntmero de
onda. La cantidad de radiacion emitida es entonces, funcidn de la
longitud de onda ¢ 1la frecuencia y tambien depsnds de 1la
temperatura y de su emisividad. Por ejemple, =8i 1la radiacidn
emitida por una fuente al calentarla, es representada frente a la
longitud de onda, es= obtiens la curva de traze discontinuo de 1la

fig. 3 . Al intoducir una sustancia 2n la trayectoria de 1la
radiacidn, se obtiene la curva de trazo continuo y se observa gque
presenta variaciones pronunciadas. Esto g2e debe a que la

gustancia absorbid ciertas longitudes de onda especificas de
=nergla del haz de radiacién. {1}
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FUNCION DE LA LONGITUD DE ONDA Y DE LA ABSORCION DE LA MUESTRA



Cuando Ee colocan diferentee
sustancias en la trayectoria del haz radiante se observa que cada
una de estae sustancias abeorbe energla ascciada con diferentes
longitudes de onda, y por e&llo pueden distinguirse de las otras
ya que presentan o carecen, segin sea el caso, de bandas
particulares de abscorcidn de energia. Otro fendmeno interesante
es que mezclando varias sustancias, se obtiene una curva de

absorcidén compueeta, que correeponde a la sguma de loe
constituyentes individuales{1}. Tambi&n [=1=] obeerva que
determinadas abzorciones representan una medida de la

concantracidn de alguna de lae suetanciaes de la mezcla.

Lag bandas de absorcién infrarroja
se pueden relacionar con log movimientos de los atomos
individuales que forman la molé&cula. En una manera aproximada se
puede suponer que las partes aisladas de una molécula pueden
vibrar independientemente del resto de la molécula. Por ejenmplo,
un grupo OH que forma parte de un grupo mayor de &tomos, se
encuentra en un movimiento vibratorio. Dicho movimiento produce
una banda de absorcidn que Be observa en todag las mcléculas que
contienen este grupe, de eeta forma de vibracién surge el
concepto de frecusncias de grupo.{1}

c.-VIBRACIONES MOLECULARES

Los espectros moleculares pueden sBer
de tree claszes: electrdnicoe, de rotacidn y de vibracidn. Los
egpectrog electrdnicos se deben a cambios en la energla de la
moleécula provocadeos por diferentes arreglos de los electrones{4},
los espectros de rotacidén se originan por la absorcidn de
fotonee por parte de lae molé&culas con la convereidén completa de
la energla del fotén en energla de rotacidn molecular. Los
egpectros de vibracién socn aquellos en los cuales la abesorcibdn de

energla radiante produce cambios en la =nergila de la vibracidn

molecular{i}. La diferencia de energla encontrada en los
egspectrog de vibracién es, come s mostrard mas adelante,
aproximadamente 100 veces mas grande que la correspondiente a los
egpectrog de rotacidén y puesto que los cambios espectrales de
rotacidén son relativamente pequefios, tienen como efecta el
ensanchar la banda de vibracidn-rotacién.{2}

Se puede considerar un modelo de
molécula como un conjunto de bolas y resortes; esiendoc lae
bolas los nlcleog y loeg resortes loe enlaces quimicos. Eete
Bistema puede vibrar de acuerdo con un amplio nimerc de esguemas



complicados. Puede esperarse un espectro de absorcién bastante
complejo para la mayoria de los compuestos porque una moldcula
que contenga n atomos tiene 3n-6 vibraciones normalee (3n-5 para
una molécula lineal).

La cantidad 3n-6 se cobtiene porque
con el fin de degcribir el movimiente de los nuclecs de una
molécula, tienen que especificarse tres coordenadas para cada
nticleo, asi que para una moclécula con n atomos Be requieren un
total de 3n coordenadas y se dice gue la molécula tiene tree n
grados de libertad, sin embargo, no todos reflejan modos de
vibracién ya que tres de ellos describen la translacién de la
molécula come una unidad rigida (las tree coordenadae del centro
de masa). Ademas, la rotacién de una molécula, estd dada
completamente por tres coordenadas; dos &ngulcoe que describen la
orientacidn de una linea fijada en la molécula con referencia al
gigtema de coordenadas fijo en el espacic y por un tercer 4&ngulo
que describe 1la rotacidn alrededor de esta 1linea{l,4}. Lo=
restantes 3n-6 grados de libertad tienen entonces que describir
movimientos relatives de les nlcleos, entre Bl con el sistema
come@ un todo fijo en el eepacio, ¢ sea movimientos vibratorios.

Por lo tanto hay un total de 3n-6 vibracicnes fundamesntales. 8in
embargo no siempre aparecen en el sepectro este ntimero exacto de
bandas. Dicho ndmero puede aumentar debido a bandas no

fundamentales tales como,lce tonos de combinacién, loe armbnicos
y los tonos de diferencia. Un tono de combinacidn es la suma de
dos o mas frecuencias diferentes, por ei=zmploc vl y v2, ez decir
que el fotén abeorbido excita las vibraciones 1 y 2 al mismo

tiempo, un arménico es un multiplo de una frecuencia dada
2v,3v,...: (primer armbnico, segundo arménico,....) y un tono de
diferencia es la diferencia entre dos frecuencias como v1 y v2,
es decir, la molécula se encuentra en un estade de vibracidn

excitado (v2) y abeorbe energia adicicnal para alcanzar otro
estado excitado de vibracidn. {1}

d.-ROTOR RIGIDO

Una molécula en rotacidn, puede
representarse en forma simple considerandc dos dtomos de masas ml
y m2 come puntuales unidas entre 81 a una distancia r desde los
extremos de una varilla rigida sin pesc . En este medelo =se
desecha el tamafic finito de los Atomos y el hecho de gque los
mismos no se encuentran rigidamente unidos, ya que en realidad su
distancia puede variar debido a la rotacibn de la molécula.



En mecAnica clésica la energla de
rotacidn de un cuerpo rigido (E), esta dada por

E=%Ima (5)

donde w es la velocidad angular de rotacidn € I es el momento de
inercia del sistema alrededor del eje de rotacidn. De igual
manera se tiene que

w-= Z\W Viot (Ll)

donde vrot es la frecuencia rotacional,

=S me? (i)
y el momento angular del. eigstema es:
L=Tw | (iv)

Para el modelo propuesto tenemos gque
el momento de inercia sera:

x
T=murd + m,is



donde

b= _Ma T far M
My + My My My
y ri y r2 gon las diptancias entre lae masas ml y m2 del

centro de gravedad, y r la distancia entre las dos masas
puntuales. Al sustituir Be tiene:

I - MMy ra
m, +(ﬂ;

y Ei,

MM
ﬁl Mo+ My,

2]l momento de inercia es el miemo que el de una masa
1 T (v)

a una distancia r del eje;/i es la masa reducida.Por lo tanto,
se puede congiderar la rotacién de una masa sencilla alrededor de
un punto a una distancia fija r del eje de rotacidén. Este sistema
se conoce como rotor rigido =zinmple.

Aplicando a (V) la condicién de
Bohr de que &l momento angular estad cuantizade en unidades de

hiakw (43

L= = {"he . 10,1 2,...



tenemos de (1 )

gin embargo tratamientos poetericres plantean que L estéd dado por

L[U_] VJ( +1) h/’&ﬂ‘

por lo tanto de (} )

It (ui

De acuserde a 1la electrodinamica
clagica, un movimiento intermolecular conduce a la radiacidn de
luz 86lo si existe un momento dipolar variable asociado con é&l1.
Para un rotor rigido esto puede originarse por una masa puntual

rotatoria con una carga o0 apBociada a un momento dipolar
permanente, Lo anterior =se aplica a todas la=s moléculas
diatomicas constituidas por dtomos dietintos, porque para éstoe
los centros de las cargae positivas y negativas no coinciden, es

decir, tales molé&culas tienen un momento dipolar permanente que
esta en el eje internuclear. Durante la rotacidén, &1 componente
del dipolo en una direccién fijada cambia periddicamente, lo que
gsegun la teoria clisica significa que debe emitirse luz de una



frecuencia vrot. Para moléculas constituidas por dos atomos
iguales no aparece un dipolo permanente, y, en consecuencia no se
emite lu=z.

e, -QSCILADOR ARMONICO

El concepto mas sencillo sobre 1a
forma de vibracidn de una molécula diatdmica es que cada uno de
los &atomos sBe acerca o se aleja con movimiento armdnico, o sea,
que el desplazamiento de la pesicidn de equlibrio es una funcidn
sinusoidal del tiempo. Tal movimiento de los dos dtomos puede
reducirse con facilidad a la vibracidn arménica de una sola masa
puntual alrededor de una pesicidn de equilibrio, es decir, al
modelo del oscilador armdnico.

En mecanica clasica, un oscilador
arménico se puede definir como un punto de masa m, Qque esta
Bometido a una fuerza F proporcional a la distancia x y dirigida
hacia 1la posicidn de equilibrio.

Felox =mdh | (vii)
de*

la eclucién de la ecuacidn diferencial es
X=Xo sen (Mvuck + B) (Vi)

aqul la frecuencia de vibracién esta dada por

\rosc = __l_ ‘Ik—/(-h (j X)
alr



13,

la amplitud de la vibracisdn es Xe y 25 e2 una constante de fase
dependiente de las condicicnes iniciales.

La energla potencial es:

\/=%k = Armed (x)

La fuerza mutua ejercida por dos
atomos de wuna molécula cuando e desplazan de su posicidn de
equilibrio es, aproximadamente proporcional a la vibracidn de 1la
distancia internuclear. 8i &ge supecne que esta relacidn =e
mantiene con exactitud, se deduce que los Atomos en la molécula
ejecutardn vibraciones armdnicas, cuando queden sueltos después
de haber sido desplazados de sus poeiciones de equilibrio.

Para el primer &tomo de masa ml,

me_lf_fx_ z ‘k(r - fe)
dt?

Yy para el segundo &tomo de masa m2,

ma dﬁ‘g s ‘k(t’ 'fe.)
4t

donde ril y r2 son las distancias de los dos atomos al centro de
gravedad, r es la distancia entre los dos dtomos y re es la
distancia de eguilibrio. For sustitucién de la ecuacidn (jif ),
obtenemos a partir de las dos ecuaciones

MMa & z -k(("l'e)
m‘L +ma dka



Por introduccién de la masa reducida y sustitucién de r bajo el
signo diferencial por (r-re) pues re es constante, resulta

Ji da(rk;re) - kle-ce) (xi)

Por tanto, las vibracionzs de los
dos &tomeos de una molé&cula se han reducido a la vibracién de una
Bola masa puntual, cuya anmplitud es igual al cambic de la
digtancia internuclear en la molécula. Y también se deduce que la
frecuencia de vibracidn clésica de la molécula es

Puzeto que la energla vibracional
estd cuantizada, los niveles de energla del oscilador arménico
sBon discretos y un tratamiento cudntico del miemo da para 1la
ecuacion de Schr8&dinger aplicada a un solo atome de masa m sujeta
a un potencial (1X)

ey ;8?‘1:?“ %}‘iﬁ + (%kxa)uﬁ

entonces

E=(v+) h(— (v Yalhe. o (xil)

14.



) Esta ecuacidén indica que  los niveles de
energia del oscilador arménico estan igualmente separados y para
el nivel mas bajo donde v=0

=l
£ §h\rm

La banda fundamental ze define como
la banda para la cual el nimero cudntico vibracional cambia de
v'=0 a v'=l . Se puede describir esta banda utilizando la
ecuacidn anterior, asl es que, sustituyende los nimeros cuanticos
para la banda fundamental en la ecuacidén se obtiene

E-F = hv =hea [ (L+4) - (01l

V= Yose

asl es que el nimero de onda calculado correspondiente a 1la
transicién es igual al numero de onda del oscilador armbnico.

ECUACION OSCILADOR ARMONICO-ROTOR RIGIDO

S= ha visto que wuna banda de
absorcion representa traneiciones moleculares que sa& relacionan
tanto con cambios @ de energla rotacicnales al igual que
vibracionales. Los niveles de energia rotacional vibracional para
una molé&cula que vibra como un oscilader armdnico y reta como un
rotor rigido estan dados por

Fo [ e (v +1)] + [E /8] (xiis)

Nibracidn ratacidn
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g.-MOLECULAS DIATOMICAS

Abeorcidn del infrarrcjo.

Como Be ha mencicnado, la abscorcidn
molecular de la radiacidn es eelectiva; =ole la radiacidn de
ciertas longitudes de onda sera absorbida por una molécula dada.
Ademas hay ciertas moléculas gque no son capaces de absorber
radiacidn infrarrcja discreta. Ademas como Be menciond
anteriormente, esclo lae molé&culae diatémicas con un  momento
dipolar permanente absorberdn radiacidn infrarreja{2}.

Un modelo para describir la
absorcidn, es €l de una molécula en la cual los &atomos ligados
por enlaces quimicog estdan vibrando, mientras que la moléculs
completa se encuentra rotando. Este modelo es bueno, porque toma
en cuenta tanto la energla rotacional como la vibracicnal de la
molécula. En este modelo se define una molécula distémica en
eatade vibracional cuande sus enlaces quimicos =& mueven hacia
afuera y hacia adentro de ellose mismos debido al alternado
estiramientc y contraccién. Este movimiento vibratorio estd
superpueeto a la rotacidén de la molécula alrededor de un eje
perpendicular al enlace quimice. Por otre lade cuande una
vibracidén dinfrarrcja de= una frecuencia apropiada incide en la
molecula y es  abeorbida, 1a vibracién y/o la rotacidn es
alterada, por la tanto cuande la energia vibracional de 1la
molécula es afectada, los &tomos vibrardn en una mayor amplitud y
el enlace quimico se alargard un poco y £i la energia rotacional
de la molécula s afectada, entonces rotard en una frecuencia mae
alta que en la 'que rotaba ant=s de que la radiacidén fuera
absorbida. {1}

8i se coneidera la longitud de onda
de mayor radiacién infrarrcoja absorbida por la molécula diatdmica
que resulta sdlo =n un cambio en el movimiento vibratoria de
egta, la longitud de onda de esta radiacién absorbida localiza
una banda de abeorcién llamada fundamentzl en el easpectro
infrarreojeo de la molécula{i}. Las molé&culas diatémicas tienen
86lo una banda fundamental de absorcidn.

8i la radiacidén infrarrcja absorbida
excita tanto cambioe vibracionales ocomo rotacionales en la
molé&cula, en lugar de una sola frecusncia de radiacién infrarroja
vl, una banda de frecuenciazg centradas alrededor de v1 tomara
el 1lugar de la banda fundamental{2}. Por otre lade 1la energila
vibracional est# cuantizada, es decir, 1la molécula =dlo puede



vibrar a ciertas energlas diecretas y por ello, los niveles de
energia pueden ser indicados por valores enteros de un numero
cuantico v, por lo tanto el menor nivel se asigna al valor de v=0
v el eiguiente nivel superior es v=1.

El cambio fundamentsl para una
moleécula es un salte de v'"=0 a v'=1.{2}

|

¢n=0

FIGURA 4

TRANSICION DE ENERGIA VIBRACIONAL

la flecha representa la transicién. Esta transicidn fundamental
corresponde a la banda de abeorcidn vibracional fundamental.

Como ee explica anteriormente esta
banda tiene un ancho finito como resultado de cambios

simultaneos en la energia rotacional y vibracional de la

mol&cula. Por lo tanto, para representar una banda ¢ indicar como
ocurren las transiciones de energla cuando Be absorbe radiacidn y
se forman bandas infrarrojas, siempre se deben tomar en cuenta



tanto los niveles de energla rotacional como vibracional. Los
niveles de energla rotaconales también estan cuantizados y se
representan por el numero cuantico J= 0,1,2.... ,es decir, J

enterc eblo permitira valores multiplos de h/2

La magnitud de los cambios de
energia rotacional en las moléculas e menor que los cambics de
energla vibracional, y por lo tante, los niveles de energia
rotacionales e representan masg Jjuntoe que los niveles
vibracionales. (fig.5){2}

V'=d

v oo

£

V'=0

Il

FIGURA 5
NIVELES DE ENERGIA VIBRACIONALES Y ROTACIONALES

[} i R et
"0 v:0 S
FIGURA 6
NIVEL VIBRACIONAL-ROTACIONAL




En l1la fig. 6 estan combinados 1los
niveles rotacionales y vibracionales de una molécula, es decir,
que un nivel de energila puede estar dado por la suma de energla
rotacional y vibracional, y estos dozs tipos de energia juntos nos
dan un nivel de energla fijo para la molécula que ez llamado
nivel vibracional-rotacional.{2}

Si a@e congidera un gran numero de
moléculag de un miemo compuesto, Be encuentran diferentes
energilae vibracionales y rotacionales. Sin embargo, la mayor
parte de las molé&culas se encuentran en el nivel vibracicnal mas
bajo v"=0 pero con diferentes energlas de rotacién cuyos niveles
J" pueden estar distribuidos desde J"=0 hasta J"=20.{2}

Lae distintas formas de una handa de
abeorcidén para una moleécula diatdmica estad relacionada con el
nimero de moléculas que efectian diferentes transiciones de
energila. {1}

h.~MOLECULAS POLIATOMICAS

Las bandae de abeorcidn pueden estar
relacionadas con los2 movimientos de los &tomos que componen una
molécula. En una aproximacidén muy simple se asume que las partes
aisladas de una molé&cula pueden vibrar independientemente del
resto de la molé&cula, lo anterior se habla afirmado anteriormente
al introducir el concepto de frecuencia de grupo.

Un modelo mas genaral involucra
movimientos complejos de todos los atomos de la molécula. Este
movimiento complejo de todas direcciones puede ser dividido en un
numero menor de movimientoe basicos gue pueden ser designados
como lae vibracionees fundamentales de una molécula que como ee&
mostrd anteriormente, son alrededor de 3N-6.

i.-FRECUENCIAS DE GRUFO

E1l egpectro infarrojo de un
compuesto orgdnico muestra un cierto nudmero de bandas de
absorcion asociadas a ciertas unidades estructurales de 1la
molécula. A las frecuencias caracteristicas de estas bandazs se
les 1llama, como ya se menciond anteriormente, frecuencias de

grupo. La figura 7 mueetra alguncs de los grupos fundamentales
mag  comunes Yy sencillos. Se puede apreciar como las bandas de
absorcién de frecuencias superiores (5000 a 1000 cm-1) resultan



de las vibraciones de tensién y flexién de grupog que eon
di&tomicos; C-H, N-H, 0-H, C=0, C=C, etc., igualmente se aprecia
que al disminuir las masas de los atomos, la frecuencia aumenta,
agl como que la variacién de la constante de fuerza muestra un
efecto esimilar; hay que recordar que esta depende del numero de
enlaces que une al par de atomos.

tensidn O-H yN-H tengida c 0

8o '
r " tensidn C-K
60 p
3
flexign N~H
Yo f 3 :
flexidn C-

a0 b flexidn OH rlexidn N~W

Lae frecuencias de grupo Be
describen en términos de los movimientos qgue realizan los nucleos
de ‘un grupo estructural de la molécula durante la vibracidn. 8Se
tienen asi las esiguientes vibraciones:

1.~ Vibraciones de tensitn sim&tricas y antisimé&tricas: Si  los
4tomos se mueven hacia adentro y afuera en fase se trata de un
movimiento eimétrico y 8i un a&tomo Be mueve hacia adentro y el
otro hacia afuera alternadamente, se trata de un movimiento

antigimétrico.

20, -
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2.~ Vibraciones de flexibn simé&tricas y antieimétricas: Todos los
movimientoe gque no sean de tensibn se consideran vibraciones de
deformacibn. Si el numero total de vibraciones de una molécula es
3N-6, se encuentra que n-1 s8on de tensidén mientras que 2n-5 son
deformaciones. Para 1las vibraciones de flexidn, 2i uno de los
dtomog se mueve hacia adentro y el otro hacia afuera, se trata de
una flexién asimé&trica, mientras que i loe dos se mueven hacia
adentro, se trata de una flexidén eimé&trica.
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3.~ Deformacibn de aleteo: Si los dos Atomos se mueven en fase
arriba y abajo del plano del Atomo al que estan enlazados Ee le
llama deformacidn de aleteo.

O

4.~ Deformacién de balanceo: Se le llama a la que produce un
cambio en el &ngulo del enlace, al miemo tiempo en que los dos
atomos se mueven en fase.




5.- Deformacién de torcidn: Se le llama al movimiento del plano
de los tres &tomos como una unidad sobre €l enlace formado por un
cuarto atomo.




INSTRUMENTACION

a.-COMPONENTES
El aparato utilizado para el desarrollo de
egta técnica es un Perkin-Elmer 267 cuyo rango de operacidn es de

2.5Mm a 50 m. Este aparato consta de does unidades, la dptica vy
la de regisetro.

-Fuente de radiacién infrarroja

Unidad dptica -Monocromador
-Detector
-Tablerc
Unidad de registro ~Graficador
-Controles

. En la figura 8, se obEerva la trayectoria
6ptica y los componentes principales del espectrofotdmetro. La
radiacién infrarroja de la fuente es reflejada por los espejos
Mz y Mr para dar doe rayos idé&nticos que se enfocan sobre las
celdas con muestra y de referencia reepectivamente. La radiacién
tranemitida por cada celda se dirige a un espejo dividido en
gectores Sm. En un instante dado, este espejo giratorio envila
energla radiante desde la muestra a la entrada de 1la rendija Se,
en el giguiente instante, incide energlia radiante desde la celda
de referencia enfocada por el espejo Mi. El espejo M2 colima el
haz y lo refleja a una red de difraccién que, a su vez, devuelve
una estrecha banda de frecuencias al espejo colimador M2. E1
espejo Mm enfoca el haz a la rendija de salida Sx y por ultimo,
desde el espejo M5 se remite a un espejo de focalizacidn M6, que
envia al detector 1la banda seleccionada de frecuencias
infrarrojas.

Cuando no hay absorcidn por la mue=stra, la
cantidad de radiacidn que llega al detector es igual para los doe
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haces y el detector no produce ninguna eefial. Sin embargo, cuando
la muestra absorbe radiacidén, los dos haces transmitidoe no =Bon
iguales y el sistema giratorio envia un pulso de frecuencias al
detector. El detector traneforma esta radiacién incidente en wuna
seffal electrica pulsante de la misma frecuencia que el espejo
giratorio.

La s=seHal e amplificada y utilizada para
mover un atenuador de peine C1 en el haz de referencia. Este
peine reduce la cantidad de energla del haz de referencia hasta
que ge establece el equilibrio energético entre la muestra y 1la
referencia y en ese momento, el detector cesa de emitir esefialee,
accionando a s8u ver el mecaniemo de la pluma que registra el
egpectro.

En 1la figura 9, se puede obgervar un
diagrama general de los componentes bdsicos de la unidad dptica
del espectrofotdmetro.

Hay principalmente dos tipos de materiales
que sBe emplean como fuente de energla radiante, pueden ser
sugstancias refractarias que se calienten al rojo vivo o hile de
nicromel que se calienta por resistencia hasta, la incandescencia.
La radiacidn de estos materiales se emite con una disgtribucidn de
longitudes de onda caracteristicas de la temperatura de lo=s
mismos. En el cago del instrumento utilizado en el laboratorio,
ge trata de un tubo de cerémica que es calentado por medio de un
filamento metalico situado en su interior, a una temperatura de
aproximadamente 12000 grados centigrados que produce un esBpectro
de radiacién continua que cubre la regidn de 4000 cm-1 hasta 200
cm-1 (2.5~50 M m).

La imagen enfocada sobre la rendija de
entrada del monocromador (Se,fig 2) conserva toda la energia
espectral emitida por la fuente, 8i =se Bupone que noc ha habido
abgorcién de energia antes de entrar en el monocromador. E1
egpejo colimador refleja en forma de radiacién paralela el haz
infrarrojo que atravesd la rendija de entrada y la radiacidn =e
dispersa por la rejilla en su espectro. Con ayuda del espejo
(M3,fig 2) una porcién estrecha de la luz dispersada me pasa de
nuevo através de la rejilla, ee vuelve a disperear y s8e enfoca
por el espejo colimador sBobre la rendija de salida (Sx,fig 2). La
rendija de salida permite sdélo el paso de un estrecho intervalo
de frecuencias de la radiacién dispersada, y este intervalo de
frecuencias ez muy préximo a la radiacidn monocromética.

Los principales tipos de detectores
empleados en los espectrofotdmetros infrarrojos son: boldmetros,
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termopares y celdsaB neumdticae de Golay. Todos estos dispositivoes
ee basan en el efecto té&rmico producido cuande la radiacidn
infrarrcja se abeorbe del haz incidente. El detector convierte la
energla de radiacién que incide sobre ¢l1, en un potencial
eléctrico, las variaciones en el potencial eléctirico se registran
en la pluma del graficador.

Este aparatc utiliza un termopar de gran
sensibilidad que consiste en una tira de oroe ennsgrecida vy
scldada a dos alfileres. La radiacidén incidente es absorbida por
la hoja de oro y experimenta un aumento de temperatura. Esta
diferencia de temperatura entre las uniones del termopar, es la
que genera una sefial de potencial termceléctrico que a su vez
mueve la pluma graficadora.

. ~PREPARACION DE MUESTRAS

Lae mu=strae == obtuviercn usandeo
como solventes Nujol(aceite mineral) y DMSO (dimetileulfdxido).

El Nujol &8 .un solvente muy
utilizado en técnica IR y& que cuenta s&lo con un pico de
absorcidn alrededor de 2800 em-1 y otroe dos picoz bien definidos
en la regidn de 1300-1500 cm-1, dejando a=zl gran parte de la
regién infrarroja libre de absorcidn del solventa. E1 DM30 ee
utilizé ya gue en el lakoratoric, es ueado come unc de los
principales conservadores de la Nistatina en soclucidn.

Las muestras 8e preparaban de
manera directa en tuboe de ensayec a diferentes concentraciones vy
posteriormente con ayuda de una jeringa provista de un adaptador
en la punta se inyectaba suficiente cantidad de la muegtra a 1la
cadmara de ventanas de Csl (yoduro de cesio). Se usaron ventanas
de Cel por ger las Unicae en existencia con el resto del eguipo.
8in embargo hay ventanas de otros materiales (i.e. <cloruro de
godic) que permiten analizar con mas precisidn diferentes
regiones del IR.(Tabla 1)

a8,

Matertal Ibervdos  de frecuencios (cm)
NoCl 5000 - 650
IKbr 1100 - 385

(81 2000 - 200

~ Tabla 1
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ANALISIS DE ESFPECTROS

a.~CALIBRACION

La muestra que Be analizé
primeramente fue Nujol. Esto fue con el fin de calibrar el
aparato, ya que como se menciond anteriormente su eBpectro se

registra usualmente dentro de la bibliocgrafia{1,2,3}.

FPosgteriormente e analizd la pureza
de la Nistatina. Para ello se corrid un espectro de Nistatina en
Nujol a una concentracidn de 2Zmg/ml, tal y como Be propone en la
bibliografia {3}.

Una vez calibrado el
espectrofotdémetro y comprobada la pureza de la Nistatina en

existencia en el laboratoric, se procedid a obtener los espectros.

b.~ CALCULO DE FRECUENCIAS DE VIBRACION

Cuando Be cuenta con una gran
experiencia analizando espectrosg, se puede tener una buena idea
de la regidén de absorciédn de una muestra sin neceeidad de obtener
gu eepectro; e=in embargo, teoricamente sBe puede calcular la
regién del esapectro correspondiente a la absorcidn de un par de
Atomos. Para ello &3 neceeario conocer las masas de los atomoe Yy
la conatante de fuerza del enlace. Con esta informacidén se emplea
la ley de Hooke para el oscilador armdnico (cap. 2), y sBe calcula
una frecuencia de vibracidén aproximada. Estos cdlculos son
simplificados y nos dan sdloc una primera aproximacidn razonable
de la posicién de la vibracidn del par de atomos.

Si 1la ecuacién iX ege modifica para
expresar como frecuencia en numero de onda (cm-1), como la
masa reducida del par de dtomos (calculada a partir de los pesos
atémicoe en gramoe), y k comoc la constante de fuerza en unidades
de 10 dinas/cm la ecuacion Be puede reescribir como

Nemst = (3071 {k/m (i)



En este caso se procedid a calcular
(sBustituyende en XiV )la frecuencia en numeroc de onda para los
enlaces 0-H, N-H y C-H.

1.~ O-H .
Conetante de fuerza= 7.66
Mo My = ()}%5
/J mo '\_m“
o Voo = 130178 /0 g5 = 311
2.~ N-H
Constante de fuerza=6.35
JL=My M = 0.942
My + My
o Yoen = 180100 = 3393
3.~ C~H

Constante de fuerza=5.15

}J MMy = 0.933
Me + Ma

e '. Neewm *© lBO} ‘]S'ss/o,qy.\ : 30-‘13\

Como lae absorciones debidas a
estos enlaces, se pueden encontrar en un espectro IR de Nistatina
en Nujol, s8e procedid igualmente a obtener el espectro
correspondiente. ( Espectro A)

31.



c.~ INTERPRETACION DE ESPECTROS INFRARROJOS.

Originalmente, la idea era obtener
espectrogs de Nistatina en diferentes solventes, y algunos de
estoe eran Decano, Dimetilsulfoxido (DMSO), Metanol y Nujol. Sin
embargo, debido a que el Decano y el Metanol reaccionaban daflando
las camarae del equipo, se utilizaron unicamente como solventes
al DMSO y Nujol. .

Para poder realizar una
interpretacién de la Nigtatina en DMSO y Nujol, es necesario
conocer laeg regiones de abeorcién de los grupos funcionales de
loe sBolventee y el eolutc. A continuacién Be preeenta la

discucidn de los grupos y las regiones.

ALCANOS

Vibraciones de tensidn de carbono-hidrdbgeno

Todos los compuestos organicos
tienen bandas entre 3100 y 2750 cm-1 debidas a las vibraciones de
tensidén del carbono-hidrégeno.

Vibraciones de flexién de carbono-hidrégeno

Lag vibracicnes de deformacibén de
los grupos C-H muestran una banda de absorcidn en la regidn de
1460 a 1470.

AMINAS

Vibracionee de tengidén del nitrégeno-hidrégeno

Lag aminag primariae, tanto
alifaticas como aromdticas, muestran vibraciones de tensidn del
~-NH2 sgimilares a lag del grupo metileno (CH2). Se observa una
abgorcidn de tensidén asimé&trica del N-H cerca de 3490 cm-1 . La
banda de tensidn simé&trica del N-H absorbe cerca de 3400 cm-~1.

(2}
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Vibraciones de flexidn de nitrégeno-hidrédgenc

Aparece una banda entre 1640 y 1560
cm-1 y otra segunda difusa y ancha entre la region de 900 a 650
cm-1. Ambas bandas me deben a la deformacidn del N-H.

ACIDOS CARBOXILICOS

La vibracidén de tensién del O0-H del
adcido mondmero absorbe cerca de 3595 c¢cm-1 . La forma dimera
muestra una banda ancha de tensidn en la regidén de 3000 a 2500
cm-1. Normalmente esta es la regidn de teneidn del C-H y es
tipica de los dcidos carboxilicos.

COMPUESTOS DE AZUFRE

Vibracionee de tensién de azufre-
oxigeno del grupo S=0 absorben en la regidén de 1080 a 1000.

Una vez que e ha coneultadeo las
regiones en donde 8se deben esperar 1lag absorciones de los
compuestos, se procede a interpretar algunos espectros.

El egpectro 1 es Nujol y podemos
observar la banda de absorcidn de 3000 a 24000 cm-1 producida por
la tensid&n de €-H. La flexién del C-H presenta el pico en 1420 vy
la banda entre 1350 y 1300 cm-1. La banda en 720 cm-1 es
producida por la vibracidn del metileno.

El espectro 2 es Nistatina en Nujol
y 8e puede observar un gran ensanchamiento en la banda principal
del . Nujol y esto se debe a la contribucidén de loe grupoe OH de
tensidn de 1la Nistatina (3900 a 3600 cm-1) y de NH2 de 3500 a
3000.

El DMS0 emta representado por el
espectro 3. Entre 3100 y 2800 cm-1 Be encuentran gue doe bandae
caracteristicas. La primera se debe a la tensidn asimétrica del
CH3 vy la megunda a la tensidbn simé&trica. La banda entre 1250 vy
1450 cm-1 es producida por la flexién del CH3. La banda entre
1050 y 800 cm-1 Be debe a la deformacidn de balanceo del - grupo
CH3.

(2]
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En el eepectro 4 que ez de Nistatina
en DMSO se observa que las dos handas del DMSO entre 3100 y 2800
cm-1 Be uniformizan debido a la contribucidn de absorcién en 1la
misma regidén del grupo NH2 de la Nistatina.

d.-Ley de Beer-Lambert

Se puede decir que en general, la
determinacidn cuantitativa de un compon=nte especifico de una
mezcla g2 realiza por comparacidn de la intensidad de una banda
determinada de absgorcidn con la miema banda del componente puro
en disclucionee de concentracidn conocida. Puesto que €l m&todo
espectrofotométrico de IR registra la inteneidad relativa de luz
que llega al detector o el porcentaje de transmisién de la
radiacidn incidente al pasar por la muestra, se necesita conocer
la relacidn entre la radiacidén que alcan=za &l detector y la
concentracidén de=l componente en sclucidn antes de realizar un
analisis cuantitativo. A esta relacién se le conoce como ley de
Beer~Lambert o ley de Beer; esto se debe & que la primera
formulacién de 1las leyes de absorcién las realizd Lambert en
1730 y hasta 1850 Bear la hizo extensible ,a concentraciones
variables.

Una de lae formae en que ge puede
expresar la ley de Beer-Lambert es:

A=log Po/P= abce

donde A= la absorbancia de la muesgtra

Po= la radiacién incidente en la muestra

F= la radiacidn transmitida por la muestra

a= la absorcividad de un compensnte a una longitud de onda
particular (constante)

b= €l espesor d= la celda

c= la concentracidn del componente

T=dricamente se podria considerar
que & ee una funcidn unica del componente en cuestidn a una
frecuencia para la cual esta determinada y una grafica de
absorbancia (A) contra concentracidn (c) deberia ser una linea



recta. Sin embargo, generalmente esta aseveracidn no es correcta
ya que la grafica solo es recta en un rango pequefio de
concentraciones.

En la practica la constante a es una
funcidn de las condiciones de operacién asl como del componente y
la frecuencia. Por lo tanto esta constante debe ser determinada
para un tipo de muestra eepecifico, a una frecuencia especifica
bajo condicionese de operacidn especificas.

Cuando la grafica absorbancia contra
concentracidn no es una linea recta a través de un gran intervalo
de concentraciones ege debe principalmente al comportamiento no
ideal de la muestra. En muchos de los casos, las desviaciones en
la linea recta se deben a interacciones moleculares tales como la
asociacidn de las moléculas del soluto entre si o con moléculas
del =olvente.{1,2

El proposito es estudiar alguncs
espectroas de Nigtatina en Nujol y DMSO a distintas
concentraciones y asgi determinar la probable formacidn de
complejoe Nisgtatina-Nistatina o Nigtatina-eolvente.

Loe espectroe ee obtuvieron a las
giguientes concentraciones de Nietatina:

a.~ Para el Nujol Be corriercon espectros para concentraciones de
2,4,8,10 y 12 mg/ml

b.- En DMSO 8e obtuvieron espectroe con  concentraciones de
1.2,2.4,4.8,7.2, vy 9.6 mg/ml y 12,16 y 24 g/ml

H

Deepuérs de correr log espectros a
las concentraciones indicadae, se escogieron alguncs de los picos
mejor definidos en los espectros y se midieron leos valeores de
abeorbancia en la longitud de onda para las diferentes
concentraciones y se graficaron, es decir, 1los resultados se
preeentaron en una grafica abeorbancia en una longitud de onda
especifica ve. concentracidn de Nistatina.
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" CONCLUSIONES
Al observar el espectro A, se
encuentran la2 lineas predichas tedricamente para el par de
dtomosg, ein embargo, puesto que el cdlculo de la frecuencia de

vibracidn del par de 3tomos solo refleja sus masas y la conestante
de fuerza del enlace que los une, deberia eeperarse que las
absorciones correspondientes apareciéran en una linea en lugar de
en una regidén. Lo que sucede es que las vibraciones del par se
ven afectadas por lae estructuras moleculares unidas a ambos
dtomos. Este efecto estructural se refleja en los desplazamientos
de lae bandas de absorcidén en zonase relativamente estrechas del
espectro (Tabla 1).

Al interpretar los espectros 1-4 ee
mueestra la confiabilidad de 1la teécnica IR, para reconocer
muestras, Yya que los espectros dan suficiente informacidn sobre
los grupos funcionales como para poder identificar enteramente a
la solucidén . Por otro lado, también se pueds observar la gran
contribucidn en la absorbancia de los grupos hidroxilo y amina de
la Nistatina. (Eepectr. 2,4)

En este punto es necesarioc reconocer
que un argumento en contra del uso de la espectroscopia IR en el
estudio de sistemas biocldgicoe puede per la compleijidad de 1las

moléculas; ya que de acuerdo a la discuegidn del capltulo 2, las
vibracicones normales de una mclécula de N Atomos es 3N-6, ademéas
de las bandas no fundamentales (arménicos, tonos de combinacién,
etc.). De aqul que la superposicién de bandas de absorcidn
dificulta 1la identificacidn de una llnea en particular. En el
caso de la Nistatina, simplemente el ndmero de bandaz

fundamentales es 219, ya que su molécula cuenta con 75 Atomos.

Al analizar las medidas de
absorbancia de los picos a las longitudes indicadas en 1los
espectros B y C chtenidos observamos que la solucidn Nistatina-
Nujol se comporta de acuerdo a una relacion tipo Beer-Lambert por
lo que no se encuentra evidencia para suponer que exisgta alguna
agociacidn d2 moléculas ya sea de Nistatina-Nistatina [}
Nistatina-Nujol.

ESTA TESIS MO DEBE
SALIR BE 1A BIBLIGTECA
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La eolucidn Nietatina-DMSO a altas
concentraciones muestra desviaciones del modelo Beer-Lambert que
Be deben probablemente a la formacibn de agrupaciones micelares.
Esta interpretacion se ha confirmado recientemente por dispersidn
UV de soluciones de Niestatina, que aparentemente forman dimeros
dentro del rango de concentraciones figiocldgicas (16}. La
formacidn de agregados micelares de mae alta molecularidad que
absorben menos luz, produciria la disminucibn que se observa en
la desviacidn de los puntog del comportamiento lineal. A  bajae
concentraciones de Nistatina en DMSO la absorbancia baja debido a
que dieminuye la actividad del sclvente.
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