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INTRODUCCTION

Una gran cantidad de las mediciones efectuadas en el
laboratorio de an&lisis clinicos son sencillas debido al-
empleo de instrumentos que pueden ser, desde aquellos re-

lativamente sencillos hasta los m&s complejos.

A medida que continuan las investigaciones para lle-
var a cabo los diagnésticos y para detectar anormalidades
clinicas en forma més rdpida y simple, se desarrollan nue
vos y mejores instrumentos y la automatizacibén se incre--
menta dfa con dia. Sin embargo, esto es un arma de dos-
fiios, puesto que si solamente se introduce el empleo de-
los instrumentos en el laboratorio y se utilizan mediante
una "receta de cocina", sin tener un conocimientc b&sico-
de todo lo referente a ellos, el analista se convierte en
un autdmata, ademds de que no puede obtener todos los be-
neficios que ofrecen estos dispositivos.

Es la finalidad de esta tésis presentar un panorama-
lo m&s completo posible, teniendo en cuenta las limivacio
nes que ofrece la falta de espacio, de los componentes, -
funcionamiento, manejo y cuidados de los instrumentos que
pueden encontrarse en un laboratorio de andlisis clini---
cos, o con los cuales puede enfrentarse una persona dedi-



cada al anflisis en la bioquimica clfnica.

Consideramos que la comprensibn de dichos dispositi-
vos es esencial no sbdlo para los jefes de laboratorio si-
no también para los analistas, puesto que es importante -
saber no sblo el orden en que deben accionarse los contro
les de un instrumento determinado, sino también lo que su

cede en el interior del mismo.

Con un entendimiento b&sico, sentido comfin y un poco
de habilidad mec&nica, alrededor del 90% de los problemas
que surgen debido al empleo de instrumentos, puede ser re

suelto.



I. ANTECEDENTES

Citaremos las necesidades que surgieron durante el -

desarrollo de la bioquimica clfnica y que originaron las-

técnicas e instrumentos que conocemos hoy en dia:

a).

b).

c).

d).

e).

Comparacibén del cambio de color gque se produce -
para que una reaccibn quim;ca llegue a un final,
como ejemplo podemos citar la determinacibn de -
dcido clorhidrico libre en jugo g&strico por me-
dio del procedimiento de Tdpfer y la determina--
cién de cloruros en plasma o suero mediante el -
método de Schales y Schales.

Necesidad de comparar una substancia colorida --
contra un patrén impreso que en este caso ejem--
plificaremos con el m&todo de Talquist, para de-
terminacibn de la concentracibén de hemoglobina -
en sangre.

Observacibn de lo impreciso de la comparacibn, y
desarrollo de patrones coloridos como barras de-
vidrio. En este inciso podemos mencionar el he-
moglobinémetro de Sahli y el de Haden-Hausser.

Nuevas técnicas de comparacibén con el colorime--
tro de Lovy-Bond.

Aparicibén de los colorimetros Spticos de Duboscqg.



£).

g).

h).

1).

Preparacibn y mejoramiento de sistemas eléctri--
cos en un principio, y posteriormente de tipo --
electrbdnico.

Aplicacibn de estos sistemas en nefelometrfa, --
flamometria, fluorometria, etc.

Aplicacibn de los instrumentos de medicién en au
toanalizadores, tanto del tipo de flujo continuo
como de flujo discreto.

Importancia del equipo, su seleccibn adecuada en
funcidn de las necesidades concretas, tanto en -
sistemas de control de calidad como en sistemas-
utilizados en un laboratorio de bioquimica clini
ca.



II. VOCABULARIO

TERMINO SIMBOLO DEFINICION

Luz Energia radiante en la
escala espectral visi-
ble al ojo humano (380
a 780 nm.).

Energia Energia transmitida co

radiante mo radiacidn electro--
magnética.

Poder Proporcién a la cual -

Radiante P se transmite la ener--

Longitud de
Onda

Nfmero de o
Onda

Frecuencia f

gia en un haz de ener-
gfia radiante

Distancia existente en
tre las crestas de una
onda. ,Se expresa en -
nm. o A en las escalas
visible y ultravioleta
y en micras en el in--
frarrojo.

N@mero de ondas/unidad
de longitud en un va--
cio; la unidad usual -
para expresarlo es --
cm-1,

Nfimero de ciclos de --
energia radiante/uni--
dad de tiempo.

SINONIMO

Flujo Ra
diante

().

<l



TERMINO SIMBOLO

DEFINICION

Ultravioleta uv

Ultravioleta
lejano

Ultravioleta
cercano

Espectro

Nanémetro nm,

Micra P

o] o
Angstrom A.
Absorbancia A
Absorbimetria

Absortividad a

Regibn del espectro com--
prendida entre 10 y 380 -
mm.

Regibn comprendida entre-
10 y 200 nm.

Regibn comprendida entre-
200 y 380 nm.

Arreglo ordenado de ener-
gia radiante de acuerdo a
la longitud de onda.

Unidad de longitud igual-

a 10—9m.

Unidad de longitud igual-

a 10-6 m.

Unidad de longitud igual-
-10

a 10 m.

‘log. (1/T) = -log.T =

2-log. % T

Método que involucra la -
determinacién de la capa-
cidad de absorcibén de ---
energfa radiante por un--
sistema.

Absorbancia/unidad de con
centracién y grosor, es -
decir absorbancia especi-

fica. a = A/bc

SINONIMO

Milimicra
(mpm).

Densidad
Optica
(D.0.)
Extincibn
(E,&).

Colorime
tria.

Absnrcibn
especifica
Coef. de -
Extincidn
(K, £, k).

Extincibén
especifica
(KI KSPlk )



TERMINO SIMBOLO DEFINICION
Absortividad 2 Absortividad en unidades
Molar de litro/mol-cm. Frecuen
temente se le representa
como:
Al cm.
Transmitancia Ay Proporcibn existente en-

Porciento de
Transmitan--
cia

Fotbmetro de
Filtro

Fotdmetro
Fotoeléctrico

3T

tre el poder radiante --
transmitido (P) por la -
muestra y el poder ra---
diante incidente (P,) en
la misma, midiéndose am-
bos en la misma posicibn
espectral y con la misma
anchura de banda espec--
tral. T = B/P,

Es la transmisién multi-
plicada por cien
(3T = 100 T).

Instrumento que mide la-
transmisidén de la luz, -
en el cual la anchura de
banda espectral es am---
plia y usualmente aisla-
da por un filtro transpa
rente.

Instrumento que mide el-
poder radiante transfor-
m&ndolo en energfa eléc-
trica mediante un elemen
to sensible como un foto
tubo o celda de capa ba-
rrera.

SINONIMO

Coeficien
te de Ex-
tincibn -
Molar o -
Molecular
(Km’ émol,
E, Ac).

Indice de
Absorban-
cia Molar
(aM) .

Transmi--
sidn

(T)
Transmisi

vidad.
(T) .

Porciento
Transmisidn
(8T, t).

Colorimetro



TERMINO SIMBOLO

DEFINICION

Espectrofo-
témetro

Mitad de la
Anchura del
Paso de Ban
da.

Longitud de
Onda Nominal

Pico de Trans
mitancia

Energifa ra--
diante disper
sada.

Instrumento que mide el
poder radiante en fun--
cidén de la longitud de-
onda. Fotbmetro de fil-
tro con un amplio nfime-
ro de filtros.

Es la escala de longitu
des de onda entre los -
dos puntos a los cuales
la transmitancia es la-
mitad del pico de trans
mitancia de las varias-—
longitudes de onda in--
cluidas en la luz trans
mitida por un monocroma
dor.

Longitud de onda a la--
cual se encuentra el pi
co de transmitancia.

El m&ximo tanto por ---
ciento de emisién a la-
longitud de onda a la -
cual una substancia ab
sorbe un minimo de ener
gia radiante.

Toda energia radiante -
que llega al detector--
a longitudes de onda --
gue no corresponden a -
la posicibén espectral -
considerada.

SINONIMO

Paso de
banda.

(De: Henry, J.R., Cannon, C.D. y Winkelman, W. F. (1) )



III. LEYES DE LA COLORIMETRIA

Las leyes de Lambert-Bouguer-Bunsen-Roscoe-Beer, son
indispensables para entender y usar la espectrofotometria
o cualquiera de sus derivados (flamometria, nefelometria,
etc.). A esta ley se le llama, por simplicidad, ley de --
Beer; pero debe tenerse en cuenta que las cinco personas-

arriba mencionadas, participaron en -su elaboracién.

Bouguer establecif que una substancia absorbente, de
igual grosor, absorber&@ siempre una fraccidn constante de
la energfa que incide en ella; esto no es dificil de en--

tender y se explica por si solo (2).

El estudio de las leyes de la colorimetrfa fue conti
nuado por Bunsen, Roscoe, Beer, Yoe, y muchos otros inves
tigadores, los cuales han anadido nuevos conceptos y han-
estudiado tanto el aspecto fisico como el matem&tico, has

ta llegar a la expresibén actual (1, 2, 3, 4, 10):

P
_P—=T'
o
donde:
P es la energia radiante transmitida por la solucibn.
PO es la energia radiante transmitida por el disolvente

puro, o el disolvente mis reactivos. O expresado de
otra manera, la energfa radiante incidente sobre la-
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cubeta que contiene el disolvente puro o con los ---
reactivos.
T es la transmitancia, es decir, la medida de la rela-

cibn entre la energia incidente y la transmitida.

Otra forma de expresar matem&ticamente esta ley es:

p=p x10 3b°
o

donde las literales conocidas conservan su significado y-

sbélo afiadiremos que:

a es la constante de absortividad.

b es la longitud del trayecto que recorre la luz a tra
vés de la solucibn, y normalmente se expresa en cen-
timetros.

c es la concentracibén del absorbente en la solucibn.

Esta expresibén puede transformarse en:

o sea que: T = 10

Cuando P= P tenemos que P/Po = 1, lo cual significa
que la energfa radiante transmitida es igual a la energia
radiante incidente. Por ello, cualquier solucifn que ab-
sorba, en mayor o menor grado, debe presentar una rela---
cibn P/Po menor de 1 y como puede presentarse alguna difi
cultad para manejar estas cifras decimales, se multiplica
por cien para obtener el %T (por ciento de transmitancia)

Finalmente, la ley de Beer se puede expresar de la--

siguiente manera:
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gg = 10 abc

sl se calcula el logaritmo tenemos:
lo ._P_Q.—
g. 5 = abc

Como el término log. Po/P es conocido como absorban-
cia, de donde, por lo tanto,

abc = Absorbancia
A = log. PO - log. P
Yo

Como Po y P representan la energia radiante inciden-
te y la transmitida, respectivamente, en %T; y si P0 = 100
tenemos:

A
A

log. 100 - log. 8T
2 - log. T = abc

Como los valores de a y b son constantes, nos queda-

que:
A = abc = Kc N
= A
c
Yr

Si tenemos dos soluciones del mismo soluto, a dife--
rentes concentraciones, tenemos que:

Al = Kc1 Yy A2 = Kc2

de donde, como K sigue siendo constante,
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%2 r
c A

(]
N

Si la absorbancia del patr6n se divide entre la con-
centracibén del mismo, se obtiene un factor (F), cuyo va--
lor permanece constante y el cual nos servir8 para calcu-
lar la concentracibn del soluto problema en la solucibén -
problema.

Supongamos que al efectuar una determinacién X, tene
mos los siguientes datos:

Concentracién del patrdén = ¢, = 0.5 mg./50 ml.

Absorbancia del patrdén = Ay = 0.2218

Concentracién de la solucibn problema = c, = ?
Absorbancia de la solucidn problema = A = 0.6989

Volumen de la solucibn problema = 25 ml.

Para encontrar la concentracibn del analito problema
aplicamos la férmula:

c, = F x A2,
pero debemos corregir para los volfimenes empleados, y por
lo tanto,
_ 50
c2 = F x A2 X 3
Ry
como F = e tenemos:
1 A
1 50
CZ—E_I X AZX E

Finalmente, substituyendo en la ecuacibn anterior,’



13

0.2218 50
C, = —F5 =5 X 0.6989 x 58 = 0.62 mg./50 ml.

Como tenemos que expresar la concentracibén de los =
analitos en dos formas, la tradicional y la contempor§---
nea; la primera en mg./100 ml. y la actual en mM/Z, habré
que efectuar los cilculos pertinentes. Si al hacer la de
terminacibén de urea en suero obtenemos 31 mg./100 ml., de
beremos efectuar los siguientes cdlculos:

Peso Molecular de la Urea = 60, y por lo tanto:
60 g. ======- 1 mol de urea, y
60 mg. = 1 mM de urea.

Finalmente, 31 mg./100 ml. = 310 mg./lt.

Ahora establecemos la relacién 60 mg. —=-=-=--—- 1 mM
310 mg. ==-=--=-- X

de donde:

X =5.16 mM/£ = 5.16 U.S.I.



IV. COLORIMETROS OPTICOS

Debido a que gran parte del trabajo cuantitativo en-
quimica clfnica se basa en la medicién del color o de la-
luz, se deben considerar los principios fifsicos involucra
dos y los fundamentos de los procedimientos instrumenﬁa--
les.

Muchos métodos para efectuar el andlisis cuantitati-
vo de la sangre o la orina se basan en la separacién de -
la substancia de inter&s y en su conversifn quimica para-
formar una molécula capaz de absorber energia radiante. -
Si el producto de la reaccibn, en solucibn, absorbe luz--
en la regibn visible del espectro, la solucibn ser& colo-
rida y puede emplearse la intensidad de dicho color como-
una medida de la concentracibn.

En un cierto grado la intensidad de un color puede--
ser estimada por el ojo humano; las determinaciones que -
involucran la estimacidn cuantitativa de un color, son co
nocidas como andlisis colorimétricos y también pueden ---

efectuarse mediante instrumentos.

El color se produce cuando longitudes de onda especi
ficas del espectro visible son absorbidas, como ejemplo,-
pensemos en una solucibn de color azul; esta solucién es-

azul porque absorbe una proporcién pequefna o abundante de
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los componentes azules de la luz blanca que pasa a través
de ella; por lo tanto la luz blanca emerge con menor in--
tensidad y tendr& preponderancia de las longitudes de on-
da azules.

Los procedimientos analiticos basados en la medicién
directa de la absorcifén de la luz a longitudes de onda es
pecificas, son llamados procedimientos fotométricos. Tan
to la colorimetria como la fotometria se basan en la ab--
sorcibn caracteristica de longitudes de onda de energia--
radiante dadas (cada longitud de onda ‘-orresponde a una -
diferente cantidad de energia). Para evitar confusiones-
definamos un procedimiento colorimétrico como aguel en el
cual una solucién que representa a la substancia problema
en una concentracién desconocida se llega a aparear con -
un color de comparacidn que representa a dicha substancia

en una concentracidn conocida.

Un procedimiento fotométrico es aquel basado en la -
medicidén directa de la intensidad del color, en términos-
de poder de absorcién de luz, de la solucibn, a una longi

tud de onda especifica.

Por lo tanto en la colorimetria la substancia debe--
ser colorida por si misma o en su defecto, capaz de su---
frir reacciones que lleven a la produccién de una molécu-
la colorida y, ademds, la intensidad del color debe depen
der de la concentracibén, pues de lo contrario la reaccidn

no tiene valor alguno.

Por lo tanto, un procedimiento colorimétrico involu-

cra tres operaciones:
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1) . Preparacibn de la solucién colorida
2). Obtencién de un patrén adecuado
3) . Apareamiento del color

Si la substancia es colorida, la preparacién de la -
solucibn colorida es sencilla y puede suceder que sea su-
ficiente efectuar una dilucidn de la muestra para produ--
cir un color de intensidad adecuada para compararlo con -
el patrén. Aﬁn en estas condiciones normalmente es mejor
separar el compuesto colorido para evitar la interferen--
cia de cualquier material colorido o incoloro, antes de--
realizar la determinacidn. '

Existen factores como el tiempo de calentamiento y -
enfriamiento, orden de adicibén de los reactivos, edad de-
los mismos y la temperatura de la solucibén, que afectan -
la intensidad final del color, obtenido después de efec--
tuar la reaccién productora del mismo. Por ello, para ob
tener resultados precisos y reproducibles es indispensa--
ble que todos los pasos del procedimiento se realicen ba-

jo condiciones reproducibles.

Como los métodos colorim&tricos solo son v&lidos ---
cuando se compara la intensidad de color del desconocido-
contra la del patrbn, es obvio que &ste GGltimo es de gran
importancia. El patrén de comparacién que debe usarse es
aquel que se obtiene tratando una concentracién conocida-
de la substancia problema, simult&neamente y bajo las mis
mas condiciones, puesto que asi muchos factores no especi
ficos que afectan la intensidad del color, influir&n en -
la misma proporcidn tanto sobre el patrén como sobre el -

problema.
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En algunos procedimientos se requieren patrones que-
contengan substancias que son dificiles de obtener en --
forma pura (bilirrubina), o que se deterioran répidamente
por lo cual han surgido patrones "artificiales", los cua-
les consisten en soluciones estables a base de colorantes
o sales inorgénicas. Al emplear este tipo de soluciones,
el problema es tratado por el método habitual y después--
se le compara con el patr6n. Con algunas excepciones, es
tos patrones son satisfactorios solamente cuando se re---
quiere obtener resultados aproximados, pero nunca deben--
emplearse para evitar la preparacibn de un patrén prima--

rio exacto (8).

COLORIMETROS.

Son instrumentos que se utilizan para facilitar la -
comparacibén de dos soluciones coloridas, de manera tal --
que una de ellas, de concentracibén desconocida, se compa-
ra con la otra de igual intensidad, pero de concentracién
conocida, y la concentracibn de la primera se determina--

por esta comparacidbn.

Se puede producir la comparacibén o igualacibén de in-
tensidad de color en diversas maneras, las cuales pueden-

resumirse como sigue:

1) . Por comparacibn contra una serie de patrones.- La so-
lucién colorida problema se compara, por inspeccién,-
contra una serie de patrones coloridos que represen--
tan a la substancia por determinar, en diferentes con
centraciones. La concentracién del desconocido est&-
dada por la concentracidn de aquél con el cual el apa

reamiento es méds préximo.



2).

3).

4).
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Por duplicacibn del color.- En este método, a una so-
lucién patrén concentrada se le agrega un "blanco" --
que contiene los mismos reactivos empleados en la ---
muestra, hasta que el color se iguale con el de esta-
Gltima. El1 volumen de solucibn tipo requerido para -
preparar el duplicado es una medida de la cantidad de
la substancia problema presente en la muestra; algu--
nos autores llaman a este método titulacibén colorimé-
trica.

Por dilucién.- El problema o el tipo se diluye con --
agua u otro disolvente, hasta que la intensidad de am
bos colores se iguala, cuando se comparan bajo condi-
ciones similares de iluminacibén y profundidad de solu
cibn a través de la cual pasa la luz. Por lo tanto,-
si el problema debe diluirse al doble de su volumen -
original para igualarlo, se supone que su concentra-
cién original es el doble de la del tipo, y en gene--
ral si dos soluciones coloridas que difieren en con--
centracién se igualan por dilucidn de una de ellas,--
la concentracibn original de la solucibén diluida es -
igual a la concentracibn de la solucibén sin diluir, -
multiplicada por la proporcién de volumen final a ini
cial de la primera.

Variando la profundidad de la solucibn a través de la
cual pasa la luz.- Este procedimiento es la base del-
colorimetro visual y se fundamenta en la ley de Beer,
la cual tratamos en el Capitulo III.

El dispositivo empleado para llevar a cabo esta técni

ca consiste de un elemento por medio del cual, se --
puede variar el grosor de la solucidén colorida, tanto
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en el tipo como en la muestra que se examina, de modo
que las intensidades de color varien en una amplia es
calz; el colorimetro Duboscq, que se muestra en la fi
gura 3.1, es el aparato utilizado en este caso (3, 5,
6, 11).

Ocular
FIG.3.1 (8)

Lente

"Collectiv
vidrio protector

Bi-prisma

Prisma ,Prisma romboide

Roboid

Imbolo Embolo

Copas

1
1
4 ; 'j‘i— ESPEJO
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METODO COLORIMETRICO DE DUBOSCQ.

1)

2).

Las soluciones que han de compararse, se colocan en-
vasos especiales de cristal que se mueven hacia arri
ba y abajo mediante pifion y cremallera. Unos cilin-
dros de cristal entran y salen de dichos vasos y el-
exceso de liquido se dispone entre aquellos y las pa
redes de éstos; asi, bajando o subiendo los soportes
con el tornillo de cremallera, se puede hacer que la
capa de liquido comprendida entre el fondo de los va
sos y las extremidades de los émbolos tenga el gro--
sor que se desee; este filtimo estd indicado por una-
escala.

Debajo de los vasos hay un espejo que refleja la luz
a través de ellos y del eje mayor de los &mbolos ha-
cia un juego de prismas. Estos filtimos dirigen la -
luz hacia un campo finico que puede ser observado por
medio de un ocular dispuesto en la parte superior. -
Cada mitad lateral del campo recibe la luz del vaso-
respectivo. Al bajar y subir los vasos se aumenta o
disminuye el espesor de la capa liquida atravesada--
por la luz, aumentando o disminuyendo, en consecuen-
cia, el color de la mitad correspondiente del campo.

Antes de usar el aparato, es preciso comprobar el --
ajuste de las escalas. Se levantan lentamente los -
vasos hasta que sus bases gquedan en contacto cor los
émbolos respectivos y si en tal momento las dos esca
las, gue son movibles en la mayor parte de los apara
tos, no estén marcando exactamente cero, se hace pre
ciso un ajuste. Si las escalas no son mbviles, des-

pués de la lectura se procede a la correccidn de los
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resultados en cada lado, de modo que se conozca el -
verdadero grosor del lfquido comprendido entre la ba

se de los &mbolos y el fondo de los vasos.

También debe comprobarse si hay igual transmisién de
luz en los dos lados del colorimetro, lo cual se ob-
tiene colocando una solucibén colorida en ambos vasos
teniendo cuidado de no llenarlos demasiado para que-
al desplazarse el liquido por la presién de los &mbo
los, no se derrame. Entonces se suben los vasos hag
ta que ambos émbolos se sumerjan a igual profundi---
dad. Puede emplearse luz natural o artificial; en -
el primer caso, el espejo y el instrumento se colo--
can de modo que se refleje por ambos vasos igual can
tidad de luz. Si ambos lados no estén igualados, --
puede modificarse la posicibn del espejo y/o la del-

.aparato, para lograr dicha igualdad. Si ain asf é&s-

ta no se logra, el sistema 6ptico de ambos lados es-
diferente o puede ser debido a la formacibn de burbu
jas sobre los émbolos.

En caso de emplear luz artificial, basta mover el es
pejo hasta encontrar la posicibn en la cual se logra

la igualdad.

Una vez ajustado el colorimetro en relacién con la -
fuente luminosa, no debe moverse de posicién. Se va
cfa el vaso izquierdo y se enjuaga con la solucibn -
patrén; se llena parcialmente el vaso y se eleva has
ta que el émbolo quede sumergido, evitando que se --
formen burbujas sobre este Gltimo. Dicho vaso se --
dispone a la profundidad conveniente, por lo gene---
ral 10, 15 6 20 unidades, segfin la concentracién y -
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se modifica la altura del vaso de la derecha en el--
cual estd el liquido problema, hasta que ambas mita-
des del campo tengan igual intensidad de color. En-
tonces se lee la escala y se anota la altura. Para-
mayor exactitud debe hacerse una serie de lecturas-

y sacar el promedio de éstas.

Cuando la intensidad del color es igual, las concen-
traciones de ambas soluciones son inversamente pro--
porcionales a sus respectivas alturas, aceptando que
siguen la ley de Beer. Tal relacibén puede expresar-

se de la siguiente manera:

Concentracibén del liquido problema =

lectura del patrdn
lectura del problema

X concentracién del patrén.

Para expresar los resultados en concentracién por --
100 ml., se modifica la f6rmula por dos factores =---
mds: a) La proporcién de substancias problema en 100
ml. v b) Los volfimenes a que se han diluido el pa--
trén y la solucibn desconocida para la comparacién--—
del color.

Estas condiciones varifan en cada determinacién y los
cdlculos se dan por separado en cada método. Ejem--
plificando: En la determinacién de nitrSgeno no pro
téico, el patrén contiene 0.15 mg. de nitrbgeno en -
un volumen final de 50 ml. y la solucién desconoci--
da, equivalente a 0.5 ml. de sangre (5 ml. de dilu--
cién 1:10), es de un volumen final de 25 ml. Si el-
patrbén estd en el vaso situado a la izquierda del co
lorimetro, marcando una altura de 20 mm. y la solu--
cidén desconocida en el vaso de la derecha, con una -
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lectura de 24, la concentracidn de la solucibén que -
se examina, en mg./100 ml. es:
20/24 x 0.15 x 50/25 x 100/0.5 = 15000/300 = 50

Se puede simplificar el c&lculo colocando la solu---
cién desconocida en el vaso de la izquierda, a una-
profundidad elegida segln la concentracién del pa--
trén, de tal modo que esta concentracién sea un ml-
tiplo de la cifra a la cual se fija el vaso con la -
solucién desconocida. 2Asi, en la determinacién de -
nitrégenc no proté&ico, puesto que el patrén contiene
0.15 mg. en 50 ml., si la solucidn desconocida se si
tla a 15 mm., entonces, usando la férmula general, -

la concentracién de esta filtima por 100 ml. es:

lectura del patrdén/15 x 0.15 x 200,

lo cual se reduce a 2 x lectura del patrbn.

Los resultados son mis exactos en las determinacio--
nes coleorimétricas siempre que la intensidad del co-

lor en el patrdén y en el problema sea casi la misma.

Cuando la absorcibén luminosa, después de producirse-
la reaccibén colorida, es m&s intensa en una porcibn-
del espectro, algunas veces es ventajoso el uso de -
filtros de luz que s6lo dejen pasar esa parte del es
pectro, lo cual puede eliminar el enturbiamiento pro
ducido por la absorcidén luminosa de las dem&s partes
del espectro, por substancias extrafias (5, 6, 1").



V. FOTOCOLORIMETROS

El fotocolorimetro se basa en la propiedad que tiene
la luz de crear un potencial eléctrico en una célula foto
eléctrica. Puesto que la corriente de salida de la célu-
la depende de la intensidad de la luz que incide en ella,
se deduce que no sb6lo se hallard afectada por las solucio
nes coloridas interpuestas entre ella y la fuente lumino-
sa, sino también por la interposicibén de soluciones tur--
bias. La intensidad de luz se mide por medio de un cir--
cuito eléctrico que comprende una resistencia y un galva-
németro que oscila sobre una escala indica, en unidades -
arbitrarias, la cantidad de corriente generada, o se go--
bierna la oscilacibén mediante una resistencia variable --

que se mide sobre una escala arbitraria.

Para la luz monocromitica, la relacibn entre la in--
tensidad luminosa que sale de la solucibn colorida y la -
que entra, es una funcibén logarfitmica de la concentra----
cibn (8).

COLORIMETROS DE UNA CELULA.

El medidor de estos aparatos est& graduado de cero a
cien, y por ello da transmitancia en por ciento. La fuen
te de luz se opera mediante dos baterfas secas o por una-
lfnea de corriente alterna a través de un transformador -

de voltaje.
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Los filtros se encuentran lo suficientemente cerca--
nos a la fotocelda para evitar interferencias debidas a--
luz perdida. Estos se encuentran permanentemente monta--
dos en un disco giratorio o pueden ser insertados a medi-
da que se necesiten.

La fotocelda estf herméticamente sellada en una at--
mésfera inerte. Para operar este aparato, debe ajustarse
a una lectura de 100 en el medidor, con agua o con el ---
"blanco de reactivo" y se coloca el filtro adecuado; el -
"blanco" se reemplaza con la solucibn problema y se toma-
la lectura. Este valor da la transmitancia de la muestra
en %. La mayoria de los instrumentos tienen sobrepuesta-
la escala de densidad 6ptica y en el caso que ésta no es-
t€&, la absorbancia puede obtenerse mediante la f6rmula:

A =2 - 1lcg. T ..... (4.1)

Como cubetas pueden emplearse desde tubos de ensayo-
hasta cubetas rectangulares, especificamente disefiadas pa
ra estos instrumentos.

Otro tipo de instrumentos de una sola celda emplean-
un galvanbmetro cuya escala estd graduada linealmente de-
0 a 100; en estos instrumentos una vez colocado el filtro
acdecuado se inserta la cubeta conteniendo el patrén y se-
ajusta la intensidad de la luz hasta obtener una lectura-
de 100; se coloca el problema y se obtiene la lectura. -
Para encontrar la concentracién se emplea la f6rmula 4.1.

A continuacién presentamos el diagrama de un fotoco-

lorimetro de una celda:
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otocelda de capa barrera

l ] Galvanémetro

Filtro‘\‘Cubeta

Apertura

L&m
para:

FIG. 4.1 (10)

Como ejemplo de aparato de dos celdas, tenemos el fo
tocolorimetro de Klett-Summerson, que es una unidad que -
puede conectarse a cualquier generador de corriente alter
na o directa, gracias al efecto de compensacién de la do-
ble célula fotoeléctrica.

Primeramente se coloca la cubeta conteniendo el pa--
trén, en el trayecto de luz que incide sobre una de las -
fotoceldas, las cuales est@n dispuestas en un circuito po
tenciométrico de manera que la corriente de una celda es-
opuesta a la de la otra mediante un instrumento de punto-
nulo (galvanbmetro de baja sensibilidad).
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Con la escala marcando cero (correspondiendo a cero-
de absorbancia), la corriente que emerge de la segunda --
celda Se ajusta para que balancee la que proviene de la--
celda que recibe la luz que atraviesa la solucién. Este-
balance estd indicado por una lectura de cero en el galva
németro. Se coloca la solucibén problema y cualquier ab--
sorcién de esta solucién eliminard el balance eléctrico -
que existe entre ambas fotoceldas, el cual se restaura mo
viendo el selector del potencibmetro hasta que se obtenga
una lectura de cero. La lectura obtenida al balancear am
bas fotoceldas es una medida de la absorcién de la solu--

cién.

La eleccién de los filtros depende del procedimiento
analitico que se emplee; en general, debe elegirse aquél-
gue tenga una transmisifén del espectro opuesta a la de la
solucibn que se examina, es decir, el filtro que deje pa-
sar la mayor cantidad de luz en la escala donde la subs--
tancia presente una mayor absorcibn.

Sin embargo, en algunos casos, los colores produci--
dos sobrepasarian la capacidad del instrumento si se em--
pleasen tales filtros (como en el método de Folin-Wu), =--
por lo que deben usarse filtros que absorban luz de la --

misma gama que la solucidn.

La escala de este instrumento estd graduada en unida
des que son proporcionales a la densidad 6ptica. Los va-
lores numéricos representan la absorbancia multiplicada por
dos y omitiendo el punto decimal, por lo tanto una lectu-
ra de 250 corresponde a una D.O. de 0.500. En general, -
la relacibn entre la lectura de la escala (L) y la D.O. -
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es (6, 8, 10):

1000 x D.O. Sy mmreren  (Ba2)
2

I

La representacibn esquemdtica del fotocolorimetro de

Klett-Summerson se presenta a continuacidn:

fotocelda de

medicién
Lentes interruptor
condensadores ‘ =
cubet
e
(::>:: escala de lec-
S~ tura de la re-
e o = di - ;
L&mpara Y 4 sistencia.
f Fotocel
filtro\ da de - )
. ; referencia.
Vidrio Letilln
absorbente ~J Calvandmetro
‘ ajusta-
de calor
dora.

FIG. 4.2 (10)



VI. ESPECTROFOTOMETROS

INTRODUCCION

Las mediciones fotométricas son muy usadas en la quf
mica clinica, siendo las razones para ello: rapidez, espe
cificidad adecuada y sensibilidad aceptable. Debido a --
que este tipo de mediciones tiene un campo de aplicacidn-
tan amplio, es necesario tener un concepto claro de los -
aspectos tebdricos y précticos asi como de los instrumen--

tos que se emplean.

Bésicamente, hacemos uso de las propiedades que per-
miten a los &tomos y moléculas absorber o emitir energia-
en alguna de las regiones del espectro electromagnético.-
Es muy comin interpretar a este iltimo en té&rminos de luz
y color, pero es mis adecuado pensar en términos de ener-
gia, puesto que realmente se trata de ella, propagéndose-
en forma de ondas constituidas de tal manera que mientras
més cerca estén las crestas, mayor es la energia; la dis-
tancia entre crestas es la longitud de onda y su rango de
magnitud va desde menos de 0.1 nm. hasta algo més alld de
25 em (2).

Se puede definir la espectrofotometria de absorcibdn-
como la medicibdn de la atenuacidn, provocada por un mate-
rial de prueba, de la radiacibén incidente que estd espec-
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tralmente definida.

En quimica clinica las mediciones se efect@an normal
mente en el rango espectral de 220 a 800 nm. Este rango-
est8 subdividido en regibén visible, que se encuentra por-
arriba de los 380 nm.; regibn ultravioleta, por debajo de
los 380 nm. y regidn infrarroja, que se encuentra sobre -
los 800 nm.; &statiene poca aplicacibn en el trabajo de -
laboratorio clinico (1).

Finalmente debemos recordar que la espectrofotome---
tria, usando comparadores visuales, se ha practicado por-
més de un siglo, mientras que las té&cnicas fotoeléctricas

se han puesto en pr&ctica hace unos 50 afos.

PRINCIPIOS

La espectrofotometria también puede ser definida co-
mo la medicién del poder que tiene una solucidn colorida-
para transmitir la luz, dato a partir del cual puede de--
terminarse la concentracibn de las substancias que se en-
cuentren presentes en dicha solucibn y sean capaces de ab
sorber energia.

La espectrofotometria puede aplicarse para medir la-
transmisibn de energia en las regiones ultravioleta, in--

frarroja y visible del espectro de energia radiante.

Los instrumentos utilizados para medir la transmi---
sibén a diferentes longitudes de onda, son los espectrofo-
témetros y los colorimetros fotoeléctricos, dependiendo -
este nombre de particulares diferencias en la construc---
cién del aparato. La diferencia que existe entre ellos -
es gue los filtimos solo se pueden usar en la regibn visi=-
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ble del espectro de energfa radiante, ademis de que no --
pueden emplearse si no es con un filtro monocromador, y -
los espectrofotfmetros pueden variar en su empleo de lon

gitud de onda.

En el proceso de absorcidn, un fotén incidente cede-
su energfa a una molécula presente en la solucibn a me---
dir, lo cual produce la excitacibén de la misma a un nivel
energético mayor. Este proceso puede representarse como:

A+ hyY --=---- ¥ A ——————= + A + calor

*
en la cual A es la molécula que absorbe la energfa; A -

es la misma molécula, pero en estado excitado; y hV es -
la energia de el fotén incidente, siendo h 1la constante-

de Planck y V la frecuencia.

*
A es muy inestable y répidamente revierte al esta-

do de menor energia, cediéndola en forma de calor.

La habilidad que posee una solucibn para transmitir-
la luz es medida como una funcibén de la concentracibén de-
las moléculas en disolucidn y coloridas, y es conocida co

mo la transmitancia, T, de la solucibn.

Se define la transmitancia como la relacibn existen-
te entre la intensidad, 12, de la luz emergente del por-
ta-muestra que contiene la solucidn y la intensidad Il’ =
de la energfa incidente en la solucibén, ambas medidas a -
la misma posicibén espectral y longitud de onda, es decir,

T = I2 / Il svwewane (5a1)
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En todo procedimiento fotométrico hay una cierta pro
porcién de luz que se pierde, al pasar por la solucibn, -
debido a reflexiones, dispersiones y absorcibén por disol -
ventes, reactivos y posibles contaminantes. Por ello, se
‘debe tener presente la reduccibén de la intensidad de la -
luz, provocada por factores ajenos a la absorcién de la -
substancia de interés. Para determinar la magnitud de es
te efecto, se debe conocer la transmitancia relativa, pa-
ra lo cual se comparan, en condiciones equivalentes de --
longitud de onda, intensidad de luz incidente y profundi-
dad de solucibn, la transmitancia de una solucidn que con
tiene un material absorbente de energia (Tsoluc.) y la -~
transmitancia del disolvente o "blanco de reactivo" - - -
(Tdisol;)' Entonces, la transmitancia, Ts’ est8 dada por

T =T

s soluc. / Taisoly.t+rrrr (5-2)

De esta manera no se requiere determinar la pérdida-
inespecifica de luz; ni la intensidad de la luz incidente
y los reactivos que absorben luz no interfieren en la de-

terminacidn.

El cambio en transmitancia debido a la presencia de-
la substancia de interés, se determina por el incremento-
de la absorcién de energfia por arriba de un nivel, arbi--
trariamente tomado como cero. La absorcibn cero es la --
del disolvente o "blanco de reactivo", tomada en condicio

nes equivalentes de medici®bn.

La transmitancia (Ts), es siempre menor de 1.00 si -
existe material absorbente en la muestra, y puede expre--
sarse numéricamente como fraccibén decimal o en por cien--
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to.

Una manera satisfactoria de expresar la transmitan--
cia de una solucibn es en té&rminos de su logaritmo negati
vo ( - log. Ts), conocido como densidad 6ptica (D.0.) y =
también designado con los nombres de absorbancia (A) o ex
tincibén (E) de la solucibén. Por lo tanto:

D.0. = log.10 (1/TS) = - log.10 TS =2 - log.lo %Ts

ensuw (Dud)

Finalmente enunciaremos, de una forma sencilla, .lo -
que sucede en un espectrofotémetro: Se pasa luz monocro-
mé&tica a través de una celdilla o tubo conteniendo la so
lucién problema y la luz emergente de &sta incide en un -
mecanismo fotosensible que convierte la energia radiante-
en energfa eléctrica; la corriente producida es medida --
-por un microgalvanémetro o un microvoltfimetro. (1)

COMPONENTES BASICOS DE UN ESPECTROFOTOMETRO

Los componentes son:
1. Fuente de poder, que proporcione energia eléctri-
ca regulada.

2. Fuente de energia radiante.

3. Monocrcomador para eliminar longitudes de onda no-

deseadas.
4. Porta-muestras.

5. Sistema receptor para captar la energfa transmiti

da y convertirla a eléctrica que pueda ser medida

6. Dispositivo para medir la corriente generada.
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1. Fuente de Poder

Las constantes fluctuaciones del voltaje que se pre-
sentan en la red de abastecimiento de flufdo de energfa -
eléctrica producen efectos indeseables en el funcionamien
to de los aparatos de medicibén. Por esta razbn se requie
re una fuente de energfa que sea capaz de proporcionar --
energia eléctrica regulada para los prop6sitos especifi--
cos del instrumento que se utiliza.

Estas pueden ser de tres categorias: baterfas, regu-
ladores de voltaje y fuentes de poder electrénicas.

Baterias. Estas producen voltajes estables, tr&tese
de baterfas secas o hfimedas, pero no tienen la suficiente
capacidad para operar todos los instrumentos.

Las baterias secas se usan para pequerios fotémetros,
especialmente de tipo port&til; algunos instrumentos de -
este tipo usan baterfas alcalinas o de niquel-cadmio, pe-
ro éstas sblo sirven para equipo que requiere poca CO----

rriente.

Las baterfas hfimedas de plomo y &cido, como las usa-
das por los automdviles, producen corriente estable, pero
también estén limitadas a instrumentos de bajo requeri---
)miénto eléctrico y no son f&cilmente portables. Ademds -
este tipo de fuente de poder requiere un mantenimiento, a
.intervalos regulares, consistente en adicifén de agua y re
cargas constantes para alcanzar la tensién de voltaje mi-
nimo indispensable, mismo gue es mayor puesto que puede -
alcanzar una ligera sobrecarga y al conectar el instrumen
to se debe esperar un perfodo de tiempo apropiado para --

que &ste se estabilice. El voltaje permanece constante -
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hasta que casi se ha descargado la baterfia y después em--
pieza a decaer. Por lo tanto, al principio y final del -
ciclo de carga-descarga, ocurren variaciones considera---
bles.

Fuentes Electrénicas. Estas emplean circuitos total
mente electrbnicos, con tubos al vacfo o transistores, --
asegurando una regulacibdn muy precisa. Podemos, por tan-
to, considerar més fitiles aquellas que emplean los tubos-
al vacio, puesto que cualquier persona es capaz de reem--
plazarlos si hay necesidad, pero no cualquier individuo -
puede manipular los componentes de aquellas fuentes tran-
sistorizadas, por otro lado el consumo de corriente eléc-

trica de los circuitos transistorizados es minimo.

En todos los casos, ya sean reguladores de voltaje o
circuitos electrbnicos, se consume corriente alterna, y -
se suministra corriente directa, esto a una tensibn pare-
ja, sin fluctuaciones, lo que es realmente el objetivo de
estos circuitos (2, 4).

2. Fuente de Energia Radiante

La funcién de la fuente de energfa radiante es la de
proporcionar luz incidente de suficiente intensidad para-
efectuar la medicibn.

Un espectro continuo contiene todas las longitudes -
de onda presentes, el ejemplo clisico de una fuente de ra
diacibn continua es la l&mpara de tungsteno, en la cual -
se representan longitudes de onda de 350 a 1000 nm.

A la temperatura del filamento del tungsteno, parte-

del metal se evapora y condensa en las paredes de vidrio-



36

ue la l&mpara, formando una capa que decrementa la inten-
sidad de la energia, cambiando el espectro a tal grado --
que provoca fluctuaciones en la respuesta del instrumen--
to. Cuando penetra aire a la ldmpara se provoca la forma
ciZn de una capa de 6xido de tungsteno en las paredes de-
la misma, y ésta se quema,

La mayor parte de la energfa que emiten estas l&mpa-
ras se localiza en la regibn infrarroja y s6lo el 15% en-
13 regibn visible. Para aumentar el porcentaje emitido -
en el visible se puede aumentar la temperatura, aumentan-
do el voltaje, pero este procedimiento acorta en forma --
dristica la vida de la l&mpara.

La lémpara de vapor de mercuriv de baja presibn emi-
te un espectro discontinuo, muy Gtil para propbsitos de -
calibracién, pero no para mediciones. Las l&mparas de hi
drégeno o deuterio son fuentes de radiacidn adecuadas pa
ra trabajar en la regidn ultravioleta, de 200 a 375 nm. -
Para este mismo fin pueden utilizarse también las l&mpa--

ras de mercurio de alta presibn y las de xenbn.

Es importante que el filamento de la l&mpara, cual--
gquiera que ésta sea, sea perpendicular al eje Sptico del ins-
trumento, tanto vertical como horizontalmente.

Una l&mpara incandescente, como la de tungsteno, ---
irradia una cantidad considerable de calor y ello puede -
afectar la transmitancia de los filtros y/o de las mues--
“ras; para evitar este efecto es necesario filtrar los ra
yos de calor, lo cual se logra con un filtro claro, fabri
cado de un material especial que tiene la cualidad de ab-
sorber el calor. El efecto de la temperatura es de mayor
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importancia en aquellos aparatos que utilizan como detec-
tores las celdas fotoconductivas o las de capa de barre--
ra, puesto que estos elementos son muy sensibles a la tem
peratura (1, 2, 3, 4, 10).

3. Monocromador.

Cuando se mide la absorcidn o emisibn de energia ra-
diante de una solucibn, es necesario aislar la longitud -
de onda deseada y excluir las demds. En otras palabras,-
restringiendo la banda de longitudes de onda que pasan a-
través de la muestra, a aquellas absorbidas por la subs--
tancia de interés, la sensibilidad es aumentada.

El dispositivo mis sencillo para lograr el efecto de
seado es un filtro; los filtros generalmente estd&n com---
puestos de sales metdlicas disueltas o suspendidas en vi-
dric, celatina o cualquier otro material transparente, --
por ejemplo, sales de cromo o cobalto, etc. Anteriormen-
te se usaban matraces u otros recipientes que contenfan -
soluciones coloridas, pero tienen la desventaja de ser --
muy ffagiles.

Podemos considerar que existen dos clases de fil----
tros, los de vidrio y de gelatina por una parte, y los --

filtros de interferencia por otra (4).

Filtros de Vidrio. Pueden ser de tres tipos: fil---
tros de corte, que producen un corte en el espectro, con-
una absorcién total en un lado y alta transmitancia en el
otro. El segundo tipo de filtro estd representado por --
los tintes neutros o grises, los cuales tienen una absor-
cién relativamente constante en un rango espectral am----
plio. El tercero, y mé&s comlin tipo de filtro es el com--
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puesto, el cual transmite exclusivamente en una banda 1li-
mitada; est§ formado por una combinacibdn de filtros de --
corte cementados entre si.

Filtros de Gelatina. Tambié&n llamados Wratten, con-
feccionados con gelatina coloreada, que es cementada en--
tre dos placas de vidrio. Este tipo de filtros tiene gra
ves desventajas, puesto que son muy sensibles al calor y-
a productos quimicos que al ser derramados sobre las ori-
llas del vidrio pueden penetrar y disolver o deteriorar en
alguna forma la gelatina.

Filtros de Interferencia. Estén formados por dos pa
redes de vidrio recubiertas con una delgada capa de pla--
ta, entre ambas paredes se encuentra un material dieléc--
trico de espesor rigurosamente controlado. Este espesor-
determina la longitud de onda que podr& pasar a través de
81. Solo aquellas longitudes de onda que sean mfiltiplos-
del espesor permanecerdn en fase, mientras se reflejan en
el dieléctrico antes de emerger; las demds se cancelarén-
debido a diferencias de fase durante el proceso de refle-
xi6n y no serédn transmitidas.

En otras palabras, cuando la luz incide en el dieléc
trico, parte de ella es reflejada de la superficie fron--
tal, mientras que la luz que penetra es reflejada por la-
superficie opuesta. Estos iltimos rayos han viajado més-
que los primeros, una distancia igual al espesor del die-
léctrico. 8i los dos rayos reflejados esté&n en fase,su -
intensidad se duplica, mientras que si estén desfasados -
se anulan mutuamente; por lo tanto, cuando la luz blanca-
incide en el filtro algunas longitudes de onda ser&n au--
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mentadas y otras ser&n destruidas, produciéndose color. -
Los filtros de interferencia son de dos tipos:

a) El efecto de interferencia se obtiene como resul-
tado de una reflexidn mfiltiple entre dos capas de metal -
paralelas y parcialmente transparentes, colocadas muy cer
ca una de la otra. El principio de interferencia predice
que este tipo de filtro pasard una serie de regiones es--
pectrales a ciertos intervalos; por lo tanto, si el fil--
tro tiene su mixima transmitancia de primer 6rden a 700 -
nm., los miximos de segundo y tercer orden ser&n a 350 y-
233 nm. respectivamente (N, V2, N/3).

El uso de los méximos de primer orden ofrece la ven-
taja de proporcionar bandas mis estrechas, pero tiene la-
desventaja de que las bandas indeseables adyacentes estén
muy cerca. Si estas bandas se encuentran dentro del ran-
go de respuesta del aparato deben ser eliminadas por fil-
tros de corte.

b) En este otro tipo de filtro de interferencia se-
reemplazan las capas metflicas con capas alternantes de -
varios materiales que difieren en su indice de refraccibn
por lo que se le llama filtro de interferencia de capas--
mGltiples. El mlximo de transmitancia de este filtro pue
de llegar a ser de 90% y la anchura media de 4 nm. Las -
bandas adyacentes se encuentran en ambos lados del m&ximo
y deben ser eliminadas con filtros de corte.

Se debe tener precaucién de que los filtros de inter
ferencia estén exactamente perpendiculares al trayecto '—-
6ptico, puesto que cualquier desviacibén cambiar§ el gro--
sor efectivo del material dielé&ctrico y consecuentemente-
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cambiard las longitudes de onda que son transmitidas (1,-
2, 4).

Prismas y Rejillas de Difraccibn. Estos elementos--
separan la mezcla de longitudes de onda emitidas por fuen
tes como la l&mpara de tungsteno, por medic de refraccibn
o difraccibn, y la presentan como un espectro del cual --
las longitudes de onda pueden ser seleccionadas.

Prismas. Estos dispositivos usan la refraccién o --
"doblamiento" de la energfa radiante para separar las lon
gitudes de un espectro continuo en una progresibn.

Las longitudes de onda m&s cortas son refractadas en
un mayor grado que las mds largas, lo cual produce un es-

pectro no lineal y curvo.

Estas dos caracteristicas, a saber, la produccibn de
un espectro no lineal y curvo, obligan a tener dispositi-
vos Gpticos y mecdnicos complejos para seleccionar una --
porcién espectral dada con una pequefia anchura de banda.

Los prismas de vidrio son adecuadods y satisfactorios
para trabajar en las regiones visible y ultravioleta cer
cano, pero para el ultravioleta es indispensable que sean

de cuarzo.

Al usar prismas o rejillas de difraccidn como elemen
tos dispersantes, se requiere ademis el uso de aberturas,
lentes y espejos colocados en arreglos variables, para --
proporcionar aberturas de entrada (por lo cual penetra la
luz blanca) y de salida (por la cual emergen las bandas -
espectrales aisladas). Normalmente el control de estas -
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aberturas se efectfian con un solo selector y se les man--—
tiene constantes.

Rejillas de Difraccién. Estos elementos producen un
espectro lineal, no curvo. Se elaboran evaporando una ca
pa delgada de una aleacibn de cobre-aluminio, sobre la su
perficie de una placa de vidrio plana y con una miquina -
se marca una serie de hendiduras o rendijas en la capa de
metal. El nGmero de &stas varia de uno a varios cientos-
por pulgada, y a mayor nfimero de hendiduras, mayor es la-
dispersibn.

La produccibén de rejillas de alta calidad es muy cos
tosa, sin embargo, teniendo una de ellas se pueden hacer-
copias de la siguiente manera: se coloca un compuesto se-
parador en la superficie de la rejilla, se aluminiza y se
le pone una capa de resina epbxica, que endurece y copia-
la rejilla totalmente.

Estos elementos funcionan basados en el principio de
que los rayos de energfa radiante se refractar&n al inci-
dir en una esquina aguda, dependiendo en la longitud de -
onda el grado de refraccién.

Cuando un haz de luz que contiene una mezcla de lon-
gitudes de onda diferentes incide sobre la rejilla, se --
produce una serie de espectros pequefios, uno por cada hen
didura iluminada.

A medida que la mezcla de longitudes de onda incide-
en la rejilla, se forman frentes de onda, como cuando se-
tiran dos piedras a un estanque, donde éstas se cruzan =-
las ondas que esté&n en fase se refuerzan, y las que no lo
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est&n se cancelan.

Algunas rejillas tienen anchuras de banda de 0.5 nm.
pero las més econfmicas la tienen de 20 a 35 nm.

Las rejillas de difraccibn tienen serios problemas--
de desviacibn de luz, debido a que tienen miles de super-
ficies y la perfeccibn de las mismas es diffcil de contro
lar. Si definimos la luz dispersada como aquella energfia
radiante de longitudes de onda no deseadas que llega al -
detector, se comprende porque las superficies de las reji
llas deben estar perfectamente pulidas. Este fenbmeno --
puede ser mis fdcil de evitar en el caso de los prismas, -
puesto que éstos poseen un nfimero menor de caras y ademés
€stas pueden pulirse en una manera bastante satisfacto---

ria.

Para hacer frente a la luz dispersada, se usan dos -
monocromadores, es decir, se pasa el rayo de energia a --
través de dos monocromadores en serie y con ello se elimi
na la mayor parte de la luz desviada (1, 2, 4, 10).

4. Porta-Muestras.

El receptéculo en el cual se coloca la muestra reci-
be el nombre de porta-muestras, cubeta, celda o celdilla.-
Existen varios tamanos y formas de cubetas, y muchos apa-
ratos comerciales estén disefiados de tal manera que se =--
pueden emplear varias de ellas, lo cual es deseable por -

dos razones:

a). Hay ocasiones en que se desea hacer mediciones -
de muestras de volumen muy pequeiio y se hace ne-

cesario efectuarlas en microcubetas.
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b). E1 cambio en la longitud del trayecto de luz, a-
través de la solucibn, es un método conveniente-
para acercar los valores de absorbancia a la re-
gién de mayor precisibn fotométrica.

La mayorfa de estos recept8culos est&n construfdos--
de vidrio, lo cual es satisfactorio para el rango de 320~
a 1000 nm.; también se fabrican algunas cubetas de plésti
co para ciertos instrumentos. Para mediciones por debajo
de los 320 nm. es necesario usar cubetas de cuarzo, aun--
que también éstas pueden usarse a longitudes de onda mayo
res.

Respecto a la forma, encontramos dos tipos de porta-
muestras: Rectangulares y cilfindricas.

Rectangulares. Estas permiten una mayor precisibn,-
puesto que poseen caras paralelas hechas de vidrio b6ptico
muy bien pulidas, lo cual elimina los errores que se ori-
ginan por refraccibn y reflexibén. Las paredes deben, de-
preferencia, estar fusionadas en lugar de cementadas.

Existen dos tipos de fuente de error en estos porta-
muestras, ninguno de los cuales es de consecuencias se---
rias: La energfa radiante que ha pasado a través de la -
solucibén puede ser reflejada hacia atrés por algfin elemen
to del detector, y &sta puede a su vez volver a reflejar-
se hacia el detector.

La otra fuente de error es la falta de homogenicidad
del &rea receptora del detector. Por lo tanto, pequenas-
diferencias en las cubetas producen desviaciones del &rea
iluminada por la luz transmitida.
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Cilindricas. Estas actfian como un lente cilfndrico-
para astigmatismo y debemos recordar que el Indice de re-~
fraccibén de un lente es un factor importante en lo que --
respecta a la longitud focal del mismo y por tanto influ-
ye en la transmisién de luz hacia el detector.

En las cubetas hay variaciones en la cantidad de luz
transmitida debido a pequenas imperfecciones y por ello -
es necesario marcarlas de tal maneré que siempre se colo-
quen en la misma posicién al llevar a cabo las mediciones; -
normalmente esta sefial es la marca de f&@brica de las cube
tas.

En general, hay pérdidas de energia radiante transmi
tida como resultado de la reflexibn en la interfase vi---
drio-disolvente, debido a variacién o diferencia del coe-
ficiente de refraccibdn del vidrio y el disolvente.

Finalmente, como las caras de las cubetas cilfndri--
cas no estén pulidas, aumentan los errores producidos por

refraccién y reflexibn.

Microcubetas. Son fabricadas de cuarzo y pueden em-
plearse con volfimenes de 50, 75 y 100 ul.; se requiere de
un dispositivo especial al igual que de un diafragma para
poder emplearlas (1, 2, 4, 10).

Calibracién de las Cubetas. No puede confiarse cie-
gamente en las especificaciones de los fabricantes de cu-
petas, es decir, es conveniente probar que todas las cubg
tas de un "juego" sean iguales y si el caso lo amerita, -
se deben efectuar dos correcciones:
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a). La llamada "correccibén de la "cubeta", se re-
fiere a variaciones en la pérdida de energfa, de
bidas a reflexibn y dispersibn de la radiacibn -
en la superficie de la cubeta y a diferencias en
refraccién de las mismas, ya sea en el &ngulo o-
en dispersibn que provoquen que la radiacién ---
transmitida incida en diferentes &reas del detec
tor.

Para efectuar dicha correccibn:

a). Escoja una cubeta y denominela "cubeta de refe--
rencia".

b). Llene todas las cubetas con agua.

c). Coloque la "cubeta de referencia” en el instru--
mento y ajuste la respuesta del mismo, arbitra--

riamente, a una absorbancia de 0.400.
d). Lea la absorcibn de todas las dem8s cubetas.

e). Registre las lecturas y la diferencia que é&éstas-
presenten, con respecto a la "cubeta de referen-
cia", constituye la llamada "correccibén de cube-
ta". Dichas diferencias deben ser sumadas o res
tadas segfin sea el caso, a todas las mediciones-
que se efectfien con esa cubeta en particular.

Este tipo de correccibén debe determinarse para -
cada longitud de onda usada; si é&stas no son ma-
yores de 0.002, su valor es despreciable.

El segundo tipo de correccibén se refiere a la varia-
cibén de la longitud del trayecto que recorre la luz, de -

una celda a otra; de acuerdo a la ley de Beer una diferen
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cia del 1% en esta dimensibn, provoca un cambio del 1% en
la concentracidn estimada del problema; para obtener esta
correccibn, se elige una solucibn de sulfato de cobre —--
acuoso, la cual se lee a una longitud de onda de 277 nm.,
obteniéndose asi un sistema que sigue la ley de Beer; ade
més se escoge el rango de absorbancia de 0.2 § 0.7 (re---
gién de error minimo).

La absorbancia de esta solucién se compara entre la-
obtenida en la "cubeta de referencia" y la medida en cada
una de las cubetas por comprobar, la proporcibn que exis-
te entre estos valores es igual a la que existe entre las
longitudes del trayecto.

Como hemos mencionado, se pueden emplear a manera de
cubetas, tubos de ensayo, siempre y cuando estén calibra-
dos. Para efectuar la calibracién se puede seguir el si-

guiente procedimiento:

a). Decida la tolerancia permitida.

b). Cologue el instrumento a una absorbancia de cero

usando agua.

c). Llene todos los tubos con una solucién colorida-

(sulfato de cobre).

d) . Efect@le la lectura.
¢C6mo deben interpretarse los resultados?. Por ejem-
plo, si la absorbancia de la solucibn es de 0.50 y la to-

lerancia es de + 2%, los tubos que tengan absorbancias --
dentro del rango 0.49-0.51 son aceptados.

Algunos de los tubos rechazados pueden ser aceptados
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si se les coloca en una posicién diferente dentro del apa
rato, es decir, si se les hace girar. Finalmente, debe -
marcarse el frente de cada tubo, para que siempre sea co-
locado en la misma posicién.

Cuando se efectfie la lectura de una serie de proble-
mas, incluyendo los patrones, se puede emplear una sola--
cubeta, siempre y cuando una vez efectuada la primera lec
tura se escurra bien la solucibn sobre un papel absorben-
te y se enjuague la cubeta con la segunda solucibn, antes

de hacer esta segunda lectura, y asf sucesivamente.

Debido a que algunos disolventes son &ltamente volé&-
tiles se recomienda emplear cubetas con tapén o efectuar-
la medicibén ré&pidamente, para evitar que la concentracibn
se vea incrementada debido a la evaporacién del disolven-
te (1, 2).

Cuidado de las Cubetas. Deben ser protegidas de ---
cualquier tipo de contacto fisico que produzca rayones -
en su superficie externa; se debe evitar la reaccibn di--
recta de substancias como el &cido sulffirico concentrado-
caliente y 8lcalis fuertes en la cubeta. Para efectuar -
la limpieza de estos dispositivos se recomienda el uso de
detergentes suaves, sin utilizar para nada escotillones o
cepillos que puedan danar las superficies internas de las
cubetas.

En aquellos casos en que la determinacién exija el -
empleo de substancias como las mencionadas en el pérrafo-
anterior, se recomienda hacer la lectura lo m&s r&pidamen
te posible e inmediatamente enjuagar la cubeta (1).
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5. Sistema Detector.

Para poder medir la energfa electromagnética, ésta =
debe ser convertida a otro tipo de energla, a saber, ener
gia eléctrica.

La medicibn de la eﬁergia radiante que emerge de la-
cubeta incluye varios pasos: deteccién, amplificacién de-
la sefnal en caso de ser necesario y, presentacién de da--
tos. '

Deteccibén. Existen dos tipos de detectores que se -
englean en las regiones visibles y ultravioleta:

a). Celdas Fotovoltéicas. En este grupo encontramos
las celdas semiconductoras o de capa barrera y -
los fotoresistores.

b) . Tubos fotoemisivos.

La eleccibn del tipo de detector depende del poder -
radiante asequible.

Celdas Semiconductoras. Este tipo de detector con--
siste de una placa de cobre o fierro sobre la cual se de-
posita una capa semiconductora, formada por 6xido cupro--
so, selenio o silicio. El semiconductor estd recubierto-
por una capa de metal que transmite la luz y que funciona
a manera de electrodo colector; la celda se deposita en -
una caja de vidrio o plédstico para protegerla.

Al incidir un fotbn sobre alguno de los &tomos de se
lenio, por ejemplo, transfiere su energfa a un electrén,-
el cual pasa al circuito externo y finalmente regresa a -
la celda.
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Las celdas de selenio son mis sensibles a los efec--
tos de la temperatura y tienden a perder sensibilidad en-
los primeros cinco o diez minutos de operacifn, estabili-
zdndose al alcanzar el equilibrio térmico. Cuando se cam
bia un filtro, se debe dar un periodo para que la celda -
se acostumbre a la nueva longitud de onda.

Si se prende el aparato cuando el filtro no est& co-
locado, la celda se ciega y requiere de 30 minutos de des

canso para funcionar adecuadamente.

Las celdas fotovolt&icas sufren los efectos llamados
de fatiga, es decir, al ser iluminadas, la corriente se -
eleva ré&pidamente hasta un valor muy por encima del punto
de equilibrio, y desciende gradualmente, por lo cual debe
esperarse de 30 a 60 segundos antes de tomar la lectura.

La fotosensibilidad varfia con la longitud de onda,--
siendo méxima a 550 nm. para las celdas de selenio y deca
yendo un 10% del m&ximo a 250 y 750 nm.

Estas celdas son sensibles de la regién ultravioleta
hasta los 1200 nm. y no se requiere de una. fuente de po--
der externa, puesto que este dispositivo se basa en trans
ferencias internas de electrones para producir una co----

rriente en el circuito externo.

Fotoresistores. Esté&n formados por una banda de ma-
terial que actfia a manera de resistencia y cuya accidén =--
disminuye bajo la influencia de la energfa electromagnéti
ca. Se requiere de una fuente de poder externa, lo cual-
provoca que los instrumentos que los emplean como siste--
mas de deteccibén sean electrbnicamente m&s complejos.
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Si el circuito estd@ bien disefiado se puede lograr --
que la corriente que fluye a travé&s del fotoresistor sea-
proporcional a la energia electromagnética que incide so-
bre €l. Estos dispositivos poseen el mismo rango de sen-
sibilidad que las celdas de capa barrera.

Fototubos. Contienen un citodo recubierto con &xido
de cesio, que emite electrones en forma proporcional a la
energia radiante que incide en €1, y un &nodo que colecta
dichos electrones. En algunos casos, los fototubos con--
tienen argbén u otro gas inerte, pero en la mavoria de loé
instrumentos se encuentran al vacio.

Estos dispositivos tienen de 9 a 14 diodos que produ
cen una cecrriente final, que puede ser 108 veces mayor --
gue la corriente primaria.

Cuando un fotén incide en la capa de 6xido de cesio-
transfiere su energia a un electrbén, el cual en este esta
do excitado escapa de la superficie de dicha capa y es --
atrafdo por el &nodo. Después de ello, el electrdn viaja
a través del circuito externo, a manera de corriente eléc

tricé.,

Los tubos que est&n totalmente protegidos de la ener
gia radiante emiten una pequena corriente anexa llamada -
"corriente obscura" (Una seria limitacidén a su sensibili-
dad) que es amplificada junto con la fotocorriente produ-
cida por la radiacién incidente.

Como una regla sencilla para la eleccién del sistema
cetector se puede mencionar gue el uso de filtros y mono-
cromadores de baja dispersifn proporciona la suficiente -
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energia para poder emplear las celdas de capa barrera, y-
en aquellos casos en que se use un monocromador de alta--
resolucibn, la eleccibn adecuada son los tubos fotoemiso-
res (1, 2, 3, 4, 10).

Amplificacién de la Sefial. La corriente que emerge-
de las celdas de capa barrera no es ficil de amplificar y
por ello éstas se utilizan solamente en instrumentos de -
anchura de banda amplia, para la regi6n visible, donde --
existe suficiente poder radiante para qué un microgalvand
metro pueda acoplarse como instrumento de medicibn.

Otros disenos emplean dos celdas en un circuito de -
puente y un galvanémetro como indicador de punto nulo, pa
ra senalar que la salida por ambas celdas est& balancea--
da. Las dos celdas son expuestas a la misma fuente de --
energfa y la muestra se coloca entre la fuente y una de -
ellas. El circuito se balancea con el blanco y después -

se coloca la muestra (1).
Presentacibén de Datos. Esta puede efectuarse de va-
rias maneras:

1) . Una escala graduada en la cual puede leerse la -
absorbancia o la transmitancia.

2) . Indicadores de punto nulo.

3) . Indicadores digitales.

4). Impresién en papel (1, 2, 4).

Los medidores usados para presentar los datos en una

escala graduada poseen algunas caracteristicas interesan-
tes y por ello explicaremos como funcionan:



52

Pr&cticamente todcs los galvanbmetros empleados en -
la actualidad son del tipo D'Arsonval de cuadro mévil o -
de cuadro que puede girar alrededor de un eje. En ellos-
el imén es grande y fijo, mientras que el elemento mbvil-
es un cuadro ligero que puede oscilar en el campo del ---
im&n. El esquema de un galvanémetro de cuadro mévil estd

representado en la figura (5.1).

FIGURA 5.1 (9)

El campo magnético de un im&n en herradura cuyos po--
los se designan por N y S se concentra en la proximidad -
del cuadro C mediante el cilindro de hierro A. E1l cuadro
estd formado por 10 6§ 20 vueltas de hilo de cobre enrolla
do sobre un marco rectangular y suspendido mediante un hi
lo conductor, F, que proporciona un par recuperador cuan-
do el cuadro se desvia de su equilibrio, y sirve también-
para hacer llegar la corriente al cuadro. El otro extre-
mo del cuadro se conecta a una espiral, S, que sirve como

segundo conductor.

Cuando se envia una corriente a través del cuadro, -
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act@Gan fuerzas horizontales sobre sus lados verticales, -
produciendo un par alrededor de un eje vertical que pasa-
por su centro. El cuadro gira en el sentido de este par-
y al cabo de cierto tiempo se detiene en una posicidn tal
que el momento recuperador ejercido por la suspensibn su-
perior iguala al del par que hace desviar el cuadro. Se-
observa el &ngulo desviado con ayuda de un haz luminoso -
gue se refleja sobre un espejo, M, sujeto a la suspensién
superior, sirviendo este haz a manera de aguja indicado--
ra (9).

Seleccibn del Tipo de Instrumento. No existe un so-

lo instrumento que sea ideal para todo tipo de aplicacio-
nes y por ello los laboratorios que efectfian una amplia -
variedad de andlisis clinicos deben considerar los si----

guientes factores al hacer la seleccibén del instrumento:

a). Uso al que se le destinard. Si las determinacio
nes que se quiere hacer son las mfis comunes, es-
suficiente tener un fotbmetro de filtro o un es-
pectrofotdmetro de baja dispersibén; pero si se -
piensa efectuar determinaciones en el ultraviole
ta o mediciones con anchura de banda muy estre--
cha, se requiere de un instrumento m&s complejo.
Los ensayos basados en técnicas cinéticas deben-
ser efectuados con instrumentos disefiados o modi

ficados especialmente para este objetivo.

b) . Desempefio. Se deben comparar los siguientes pa-
rdmetros: Rango fotométrico, estabilidad y reso-
lucién.

c). Facilidad de Operacibén. El instrumento debe ser
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e).

f).
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lo més sencillo y f&cil de usar, puesto que mien
tras mis complejo sea su funcionamiento, mayor -
seré el tiempo de adiestramiento‘para el opera--
rio, mayor tiempo se invertir& para efectuar la-
determinacibn y ademds se incrementa la posibili
dad de error humano.

Estabilidad. Muchos instrumentos son molestos -
puesto que son inestables, lo cual requiere que-
frecuentemente se tenga que estar ajustando los-
controles o que se deba agregar un regulador de-
voltaje o una fuenfe electrbnica de poder.

Confiabilidad. Generalmente, mientras més compo
nentes electrénicos y mec&nicos posea un instru-
mento, aumenta la tendencia a sufrir errores. Si
todos los demds factores son iguales, se debe es
coger el instrumento que posea el disefio mis sen

cillo.

Costo. Debe tenerse en mente que el instrumento

més caro no siempre es el mejor (1).

Aspectos Pré&cticos de la Fotometria y la Espectrofo-

tometria.
mente y especialmente después de reemplazar alguna pieza,
como filtro, fototubo y lé&mpara. En el caso de los espec
trofotémetros se debe revisar la calibracién de la longi-

Todo instrumento debe ser revisado peribfdica--

tud de onda y la transmitancia a varias longitudes de on-
da, ademis del funcionamiento general del instrumento (1).

Factores que Afectan la Longitud de Onda Nominal. La

longitud de onda efectiva de un fotbmetro de filtro se de
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termina, en gran parte, por las caracteristicas de trans-
misién del filtro; los otros factores son: distribucién -
relativa de la fuente de energia y sensibilidad del detec

tor en el rango espectral transmitido por el filtro.

El envejecimiento de la l&mpara y del detector, o la
substitucién de cualquiera de ellos, produce variaciones-
en la longitud de onda efectiva. Es de hacerse notar que
el reemplazamiento de un filtro también provoca este tipo
de alteraciones, puesto que a pesar de que tengan la mis-
ma clave, rara vez son efectivamente iguales.

Todos los filtros deben mantenerse limpios, lo cual-
puede lograrse con un pedazo de tela hfmeda; se deben evi
tar los disolventes orgé&nicos pero si su uso es inevita--
ble debe tenerse especial cuidado de que no entren en con
tacto con las orillas del filtro, puesto que puede disol-
verse el cementante (1).

Calibracién de la Longitud de Onda. Para llevar a -
cabo esta calibracién se han recomendado filtros de 6xido
de didymium o de holmium, aunque actualmente se usa el --
filtro y se comprueba mediante una solucién &cida de sul-
fato de niquel, la cual tiene su pico de transmisién en -
los 510 nm. En el caso de que las lecturas obtenidas con
el filtro y con dicha solucifn no sean congruentes unas -
con otras, puede emplearse una solucibén de cloruro de co-
balto, la cual también tiene su pico de absorcién en los-
510 nm.

Los instrumentos de precisibn requieren de una com--
probacién més exacta y para ello se usan bandas de emi---
sibén de l&mparas de arco de mercurio o deuterio. La pri-
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mera de estas l&mparas es perfecta para efectuar calibra-
ciones de longitud de onda en el rango de 205 a 1014 nm.-
y la segunda, en aparatos de ultravioleta, presentando 12
neas de emisibén mayores en 486 y 656 nm. (1, 4).

Patrones de Transmitancia. Las lecturas de absorban
cia varfan de un instrumento a otro, a pesar de que ambos
sean de la misma marca; la lectura en un mismo instrumen-

to puede variar significativamente en un par de semanas.

Tales discrepancias no representan un problema cuan-
do los resultados se calculan a partir de la absorbancia-
de un desconocido, en relacién a la de un patrén.

La Oficina Nacional de Normas (National Bureau of --
Standards) ha publicado las caracteristicas de transmi---
sibn de soluciones de sulfato de cobre, sulfato de cobal-
to y cromato de potasip, las cuales no han sido totalmen-
te satisfactorias y se est8n ensayando nuevas soluciones-

patrén.

Actualmente existen tres filtros de vidrio neutro, -
conocidos como SRM 930, los cuales son fitiles para revi--
sar el rango 400-700 nm. Es importante notar que aun con
estos filtros grises, la transmitancia observada depende,
en parte, de la superficie de los mismos, de su correcta-
colocacibén y de la intensidad de la fuente luminosa.

¢Qué debe hacerse cuando la lectura de un espectrofo
témetro es significativamente diferente del valor aceptado pa
ra el patrén de referencia?.

De cuando en cuando debemos comprobar la calidad de-

las lecturas que obtenemos con este tipo de instrumentos,
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y para ello hacemos uso de un patrén de referencia que =--
tenga una absorcibn en la misma banda o bien en una banda
éercana, por ejemplo: Sabemos que el NADH tiene su coefi
ciente de absorcibn molar especifico ya se haga la lectu-
ra a 325, 340 6 366 nm.; si en un momento dado estamos --
trabajando a 340 nm. en la cuantificacién de una enzima -
que utiliza al NADH como cofactor, y deseamos saber si --
las lecturas que estamos obteniendo son las correctas, em
plearemos como patrén de referencia una solucién de dicro
mato de potasio en HZSO4 0.1 N con una concentracién de -
50 mg./ml.; esta solucibén dard una lectura de 0.535, em--
pleando una cubeta de 1 cm. de espesor y una longitud de-
onda de 350 nm., pero si hay alglin desplazamiento podemos
obtener una lectura diferente; para efectuar la correc---
cibn necesaria, se relacionan ambas lecturas con la de --
los problemas enzim&ticos, de acuerdo a la f6rmula siguien
te:

Aj40/napn COTTegida = As,q napy Observada X

0.535 eee. (5.4)

A350/K2Cr207 observada (1)

Blancos de Reactivo. Cuando se efectfa la determina
cibén de un compuesto, se lleva a cabo una determinacibn -
similar, pero empleando agua en substitucién del proble--
ma. Esto Gltimo es conocido como "blanco de reactivo” y-
tiene como propésito determinar la absorcién de la solu--
cibn, que no sea debida al compuesto en sf, si no a los -
reactivos empleados.

Esta absorcifén puede presentarse por dos motivos:
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1) . Puede representar una contaminacién de los reac-
tivos con la substancia por cuantificar, o la --
presencia de una o mis substancias capaces de --
reaccionar en forma similar.:

2). Los reactivos, "per se", pueden ser coloridos, y
aunque la reaccibén con la substancia por determi
nar produzca un color diferente, ambos se sobre-
ponen, por lo cual debe realizarse la correccién-

para el blanco.

Si colocamos el aparato en absorbancia cero con agua,
la lectura del desconocido es para éste mds el reactivo.-
Se lee el "blanco de reactivo" contra el agua y se hace--
la correccibn para la absorbancia del problema, restando-
la A del "blanco de reactivo" a la del desconocido; la re
sultante representa la absorbancia debida a la substancia

por determinar (1).

Luz Dispersada o Energia Perdida. No existe un méto
do universalmente aprobado para determinar la cantidad de
luz dispersada o energia perdida; debemos considerar que-
puede ser de cualquier longitud de onda y afin puede ser -
de una longitud de onda tal, que esté& muy lejana de aque-
lla seleccionada y por lo tanto no serd absorbida por la-

muestra.

Se pueden usar filtros de "corte preciso" para deter
minar la cantidad de luz perdida; estos filtros tienen la
propiedad de detener toda la luz por arriba o por abajo -

de un cierto rango.

El procedimiento a seguir es: Se coloca el selector



59

a la longitud de onda deseada y se ajusta el instrumento-
de manera que el medidor indique 100%T; se coloca un fil-

tro y se anota la lectura del medidor, la cual es un fndi
ce de la luz perdida (1, 4).

Desviaciones de la Ley de Beer. Las desviaciones de
esta ley son muy comunes, puesto que &sta es v&lida en un
rango limitado y en las condiciones mis cercanas a las --
ideales. Las causas que provocan las desviaciones pueden
ser quimicas o instrumentales. Entre las primeras tene--
mos :

a). Formaci6bn variable de absorbente a partir del =--

compuesto por determinar.

b). Interaccibn del absorbente consigo mismo, es de-

cir, formacién de complejos o polimerizacidn.

c). Interaccibn del absorbente con el disolvente, =--
por ejemplo, el yodo en un disolvente no polar -
como el tetracloruro de carbono, es de color mo-
rado, mientras que en disolventes polares, el co
lor es café.

d). Interaccidén del material absorbente con substan-
cias ajenas a la reaccién.

e). Cambio en el indice de refraccifn, con la concen
tracidén.

f) . Desplazamiento del equilibrio que involucre a --
los absorbentes, por ejemplo, cambios de pH o --
fuerza ibnica, cuando &stos son &cidos o bases -
débiles.

Para hablar de los errores instrumentales, debemos--
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considerar aquellas ocasiones en que la absorbancia de --
una solucibn se mide contra un blanco de alta absorban---
cia, casos estos en que las desviaciones é la ley de Beer
suceden, a pesar de tener una anchura de banda estrecha.-
Esto se debe a que a altas absorbancias, afin una pequefia-
cantidad de luz desviada se torna una parte significativa
de la radiaci6n total gque llega al detector. Tomando pre
cauciones extremas para eliminar la luz desviada, se si--
gue la ley de Beer afin con valores de absorbancia eleva--
dos.

Afortunadamente la mayéria de las soluciones con las
que se trabaja en quimica clinica presentan bandas de ab-
sorcibn lo suficientemente amplias de manera que el fil--
tro de banda ancha promedio es satisfactorio.

Por supuesto que las desviaciones a esta ley "per --
se" no significan que esta relacién no sea fitil, pero in-
dica que tienen ciertas desventajas, a saber:

a). Se incrementa el error fotométrico.

b). Se debe construir una gr&fica de calibracidn a -
la cual debemos acudir en cada andlisis, excepto
cuando se trata de valores de concentracién en -

rangos limitados.

Como conclusibn, el efecto de la luz dispersada en--
un fotdbmetro de filtro o un espectrofotfmetro de baja dis
persién es una seria limitacibn, especialmente para efec-

tuar mediciones a altas absorbancias.

Nunca se debe suponer que se cumpliré la ley de ----
Beer, sino que debe comprobarse en cada caso, bajo las --
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condiciones del procedimiento empleadc, para el rango de-

concentraciones que se encont

Una tercera causa para g

raré en la préctica.

ue la ley de Beer no se cum-

pla es el error humano, el cual puede aparecer en cual---

quiera de los pasos que deben
determinacién. Estos errores
tuar una medicién volumétrica
la técnica seleccionada de la

limpieza del material emplead

Precisién Fotométrica.

seguirse para efectuar una-
pueden cometerse al efec---
o gravimétrica, a no seguir
manera adecuada, a falta de

o, etc. (1, 3, 8).

Afin para un sistema que si--

gue la Ley de Beer, el rango de concentraciones en el ---
cual el an&lisis fotométrico es fitil, estd limitado por -
los valores bajos y los elevados.- A aItég';oncentracio-—
nes de material absorbente, la cantidad de energia radian
te gue pasa a través de la solucibén es tan pequefia que la
sensibilidad del aparato no es suficiente para detectarla
con precisibn.
la

A bajas concentraciones el error inheren-
te * en lectura del galvanSmetro o el dispositivo de-
lectura del resultado, es grande comparado con la canti--
dad que se mide. La defleccibn del galvanbémetro es direc
tamente proporcional al poder de la radiacién que incide-
en la fotocelda, lo cual significa que el cambio m&s pe--
guefio y cdetectable del poder, & P, seri constante sin que

se vea afectado por el valor absoluto del poder.

Para mayor precisién en la medicibén de la absortan--

cia A, el incremento A A, que corresponde al cambio de po-

der AP, debe ser una pequena fraccibén de la absorbancia,-
es decir, la cantidad & A/A debe ser mfnima. Para de--

terminar la transmitancia para la cual esta relacibén es -
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minima, es necesario diferenciar la ley de Beer dos veces
e igualar la seqgunda diferencial a cero.

Escribamos la ley de la siguiente manera:

A = log.,q P - log.,n P ..... (5.5)

o
Entonces,
. L ~

dA = 0 - (log.,se) —5— dP ...(5.6)
De lo cual,

1 T 0.4343 1 ap = - 0.4343 1—A 'ap

A A P A P°10

eess(5.7)

Reemplazando las diferenciales por incrementos finitos te

nemos:
AR 03 5, L 5
A P A 10

(o]

Diferenciando (AP es una constante),

A
da

a Qb ) - - 0.4343 a7  10™o0g._ 10 _ 10

Pb A A

La condicién para que el valor A A/A sea minima, es que -
el miembro derecho de la ecuacibn anterior sea cero, lo -
cual significa que el factor que estf entre paréntesis de

be ser cero, o sea:

A A

10 log.e 10 10
= T essoce (5.10)

A A
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de lo cual,

A= — 1 o 0.4343 ..... (5.11)

10g., 10

Esto significa que el valor Sptimo para la absorban-

cia es de 0.4343, lo cual corresponde a una transmitancia
de 36.8%.

Un método ventajoso para graficar es el de %T contra
el logaritmo de la concentracibén. Si se cubre un rango--
amplio de concentraciones se obtiene una curva de Rinbgom
(en forma de S); si el sistema sigue la ley de Beer, el -
punto de inflexifn se encuentra a un valor de transmitan-
cia de 37. (3, 4).

Grédficas de Espectro de Absorcibén. Estas relacionan
la A o %T con la longitud de onda, y son ftiles para se--
leccionar la longitud de onda adecuada para efectuar medi
ciorcs cuantitativas o para identificar a la molécula ab-
sorbente.

Lo mis comfin, para presentar los datos de absorcibn,
es graficar la A contra la longitud de onda, en papel mi-
. imétrico, registrando en las ordenadas las lecturas y en
las abscisas la longitud de onda (1).

A manera de ejemplo presentamos la gr&fica de absor-
cibn del NAD y del NADH:
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FIG. 5.2 (7)

La reduccibnenzimitica del NAD y del NAbP estd acom-
pafiada de tres cambios caracteristicos, los cuales son --
Gtiles para medir el curso de la reaccibén. En su forma -
oxidada, estas coenzimas no muestran absorcibén en el ran-
go del visible a no ser por un pico intenso alrededor de-
los 260 nm., el cual surge debido al anillo de la adeni--
na. Cuando éstas se reducen, aparece una banda de absor-
cién en los 340 nm. y decrece la cantidad de luz absorbi-
da a 260 nm.

De esta gréfica podemos concluir que si se desea me-
dir NADH o NADPH, debe hacerse a 340 nm. y si se desea me
dir NAD o NADP, usaremos una longitud de onda de 260 nm.-
(7)

Elecci6n de la Longitud de Onda. Para efectuar tra-
bajos cuantitativos debe elegirse aquella longitud de on-
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da a la cual la substancia posee un pico de absorcién mi-
ximo. Si este pico se encuentra fuera del limite espec--
tral del aparato, o es tan intenso que no puede medirse,-
se debe trabajar a otra longitud de onda cercana al pico-
m&ximo o a aquella a la cual presente otro pico de absor-
cién si es el caso.

Otro factores importantes al elegir la longitud de--

onda son:

a). Al adaptar métodos diseflados para colorimetria -
visual a mé&todos fotométricos, se ha enccontrado-
que si se sigue la regla general que hemos cita-
do, el rango de trabajo se restringe. Para ex--
tender este rango se debe seleccionar otra longi
tud de onda, a pesar de que se sacrifique la sen
sibilidad y afin la precisién fotométrica.

b). Es deseable tener una absorcién elevada debida a
la substancia que se quiere determinar, en rela-
cibén con la absorcién debida a otras substancias
presentes.

c). Otros factores que pueden, ocasionalmente, in---
fluir en el criterio de seleccibén son la ampli--
tud de banda que se puede obtener a diferentes -
longitudes de onda, y el error instrumental, los
cuales tienden a aumentar en la regién en que el
fotoreceptor es menos sensible (1,8).

Gr4ficas de Calibracibén. Relacionan A o %T con la -
concentracién. Cuando es posible, conviene efectuar una-
gréfica de calibracifn que abarque el rango completo de =-=-
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concentraciones que pueden encontrarse en la prictica, lo
cual es el primer paso que debe darse al utilizar un pro-
cedimiento fotométrico.

La concentracién puede expresarse en un gran nfimero-
de formas (mg./100 ml., molaridad, etc.) pero la forma --
mis conveniente es emplear las mismas unidades en que se-
reporta el resultado final.

Usualmente es satisfactorio graficar %T contra con--
centracién; para determinar si la relacibén entre Ay la -
concentracibén es lineal, se requiere de un minimo de tres
puntos. Una A igual a cero, corresponde a una concentra-
cién de cero, con lo cual inmediatamente tenemos localiza
do un punto, lo cual significa que adem&s de un "blanco -
de reactivo" se deben determinar como minimo un par de --
puntos, uno de los cuales debe representar la concentra--
cién m&s alta del rango que se espera encontrar en la ---
pré&ctica, y la otra lectura debe representar la mitad de-
dicha concentracidn.

Los puntos experimentales no deben obtenerse corrien
do la concentracién mids alta y efectuando diluciones se--
riadas de la solucibn colorida final; cada punto experi--
mental debe obtenerse independientemente.

Como existe un error experimental relacionado con ca
da punto que se determina, se debe pensar que es rara la-
ocasifén en que se puede obtener una recta que pase por to
dos los puntos, por lo cual se deben considerar aquellos-
puntos que formen la recta que mejor los represente, y si
alguno o algunos se desvian en forma notable debe repetir
se dicha gré&fica.
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Las indicaciones que citamos para la construccibn de
una recta solo son aplicables para aquellos datos para -
los cuales este tipo de gr&fica es justificable, tomando-
en consideracién el grado de error involucrado, si hay --
una ligera desviacibén de la recta dibujada.

Si es obvio que una recta no representa los datos, -
se debe dibujar una curva, lo cual requerird la determina
cién de m&s puntos. La concentracifn de los problemas --
puede leerse directamente de la gr&fica de calibracién.

Para prop&sitos précticos, puede considerarse un pe-
quefio segmento de la curva, como una linea recta. La con
centracién de un desconocido puede calcularse a partir de
dos patrones cercanos al problema, si aceptamos que la --
ley de Beer es vilida para este segmento; la distancia --
permisible entre los patrones y el problema depende del--
grado de curvatura y del grado de error permisible en el-
resultado (1).

Efecto de la Luz Dispersada. Este término se aplica
a la energfa radiante indeseable que surge como consecuen
cia del polvo, hendiduras u otras imperfecciones 6pticas--
en los prismas o cubetas.

El efecto de la luz dispersada sobre los valores de-
la absorbancia se muestra en la figura 5.3, donde los va-
lores aparentes de A se han calculado para los valores --
reales de la misma, en circunstancias en las cuales el --

0%, 1%, 5% y 10% de la energia incidente no es absorbible.
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FIG. 5.3 (1)
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A medida que la cantidad de energia dispersada aumen
ta, la desviacibén de una relacibén lineal se incrementa. -
Para las tres condiciones (1%, 5% y 10%), a medida que el
valor real de A se aproxima al infinito (la concentracidn
se aproxima al infinito), los valores aparentes de A se--

aproximan a 2, 1.3 y 1 respectivamente.

Esta es una de las consecuencias mds serias produci-
das por la energifa dispersada, es decir, que la exactitud
decrece a altas concentraciones (1).

Errores Fotométricos que se Originan en el Instrumen

to. Algunos de éstos no son de consecuencia para el tra-
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bajo cuantitativo ordinario ya que se eliminan con el uso
de grificas de calibracién, las cuales deben ser revisa--
das con regularidad. Los errores de esta categorfa inclu
yen aquellos debidos a mediciones efectuadas con luz no -
monocromitica, empleo de cubetas cilfndricas, reflexiones
en las superficies de las mismas y la luz dispersada que-
llega al detector.

Otra categoria de errores se relaciona a las técni--
cas empleadas al hacer la medicibn; los errores debidos a
cubetas sucias o rayadas pueden evitarse siendo cuidado=--

SO.

Asumiendo que la ley de Beer se aplica, el error re-
lativo en la medicibn de la concentracifn (A C/C) depende
del error al medir el poder radiante (& P), y la absorban
cia observada (A), como sigue:

A C - P

c 2.3AP CRCRC I Y (5.12)

En aquellos instrumentos en que la fotocbrriente es-
medida con un galvanémetro o un potencibmetro con escalas
lineales, la incertidumbre al efectuar la lectura es el -
factor limitante. En tales casos AP es independiente de-
P y el error fotométrico es minimo a 37%T (0.43 A). Esta
limitacién es la base del error de curva de Twyman-Lothian.
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En los instrumentos que emplean fototubos, amplifica
cibn electrbnica y dispositivos de lectura modernos, el -
error al medir el poder radiante tiende a ser proporcio--
nal a la rafz cuadrada del mismo. Bajo tales circunstan-
cias, el error fotométrico es minimo en 13%T (0.87 A).

La curva tiene un amplio minimo en ambos casos, pero
se incrementa fuertemente fuera del rango 0.5 M § 2 M, --
donde M es la absorbancia correspondiente al error mini--
mo. Para los instrumentos antiguos el rango Sptimo es de
20%T & 508T (0.7 & 0.2 A) y es mis amplio para los apara-

tos modernos.

Un error com@n consiste en no reconocer gque ocurren-
errores progresivamente mayores a medida que las lecturas
de absorbancia se desvian del rango &ptimo, Las medicio-
nes deben limitarse al rango 10%-80%T (1.0-0.1 A) a menos
que se sepa que el instrumento funciona satisfactoriamen-

te en un rango mis amplio.

Existen varias maneras de llevar el %T al rango 6pti
mo: a) Ajuste de la concentracién mediante el uso de una
alicuota mayor o menor de la muestra. b) Usar cubetas de
diferente longitud de trayecto (trayecto corto para un 3T
bajo y trayecto largo para un %T elevado). c¢) Usar una -
longitud de onda o filtro diferente. d) Lectura del des-
conocido contra un est&ndard.

Precaucifn: Normalmente no es satisfactorio el di--
luir la solucidn final, excepto cuando el diluyente tiene
la misma composicién que el est&ndard cero, debido a cam-

bios quimicos que ocurren en la mezcla de reaccién (1).

’
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Errores Fotométricos que se originan en la muestra:

Existen cuatro fuentes de error que se originan en -
la muestra propiamente dicha, a saber, temperatura, tiem-
po, turbidez y fluorescencia.

Efectos Térmicos. La variacidn en la temperatura --
puede afectar la medicibén ya sea cambiando el volumen del
disolvente (alrededor de 0.1 a 0.2%/grado centigrado) o -
por cambios fisico-quimicos, tales como el grado de aso--
ciacibn o disociacibn o la solubilidad, o raras, veces, -
cambiando la absortividad molar.

La exposicibn a la radiacién ultravioleta puede pro-
ducir cambios fotoquimicos en el disolvente y por tanto--
cambia las caracteristicas de absorcién.

Las principales causas de variaciones de temperatura
significantes son: calentamiento excesivo de la muestra--
por la fuente de radiacibn, no permitir que una muestra--
fria o caliente adquiera la temperatura ambiente antes de
efectuar la medicibn y amplias fluctuaciones de la tempe-
ratura ambiental.

Existen, para algunos instrumentos, equipos adiciona
les para controlar la temperatura y &stos son indispensa-

bles para determinaciones cinéticas.

Tiempo. Muchas de las soluciones que se utilizan en
la quimica clfinica tienen propiedades de color inesta----
bles, es decir, la intensidad del color puede disminuir o
aumentar. Las mediciones de estos sistemas deben reali--
zarse a un intervalo de tiempo estdndard después de que--
se ha iniciado la reaccibn productora del color.



72

Cuando se hacen curvas de absorcibn de soluciones de
estabilidad desconocida, es necesario establecer su vali-
dez rectificando puntos intermitentes de vez en cuando --

(1) .

Turbidez. Las particulas en suspensifn, frecuente--
mente de naturaleza coloidal, producen un decremento en--
la energia radiante transmitida debido a una combinacién-
de absorcién real y dispersién. Como la dispersién es ma
yor a menor longitud de onda, la presencia apreciable de-
turbidez también produce una desviacibn en los picos de -

absorcién.

Debe convertirse en una rutina el examinar las solu-
ciones antes de colocarlas en el instrumento, aunque el -
aparato puede detectar turbidez que no es f4cilmente visi
ble.

Algunas ocasiones la solucién puede aclararse fil---
trindola o centrifugéndola, pero otras veces no es posi--
ble, por lo cual debe cbrregirse esta absorcif6n usando --
una gréfica de log. A contra log.7\ , puesto que esta re-
lacibn es lineal para partfculas incoloras (1).

Fluorescencia. En la mayorfa de los instrumentos la
cubeta se coloca delante del detector y después del fil--
tro o monocromador, lo cual es deseable para reducir el -
calentamiento pero origina un error fotométrico cuando --
existe fluorescencia por parte de la muestra o la cubeta.
Por ejemplo, si una longitud de onda de 380 nm. produce -
la emisién de fluorescencia de cualquier longitud de on--
da, la energia radiante de &sta se suma a la transmitida-
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por la muestra.

Solo una parte de la fluorescencia llega al detector
debido a que ésta es transmitida proporcionalmente en to-
das direcciones, razb6n por la cual el error debido a ella
rara vez es grande. En los instrumentos en que la cubeta
se coloca entre la fuente y el filtro o monocromador, el-
error es despreciable (1).



VII. . FLAMOMETROS

INTRODUCCION

La mayoria de los elementos inorgdnicos localizados-
al principio de la tabla peribdica no absorben luz en las
regiones fitiles del espectro, bajo condiciones normales.-
Existen excepciones como el cobre y el cromo, pero aque--
llos de gran importancia en sistemas fisiolbgicos, como -
2l sodio, potasio y magnesio no pueden ser determinados -
por los procedimientos fotométricos simples, puesto que =
no es fdcil separar uno de otro y/o no forman complejos -

coloridos.

Se ha demostrado que estos elementos al ser fuerte--
mente energetizados emiten y absorben longitudes de onda-
caracteristicas a cada uno de ellos.

La flamometrfa es la medicién de la concentracién de

un material iénico en una solucibn que es introducida a -

-2 flama, donde la intensidad de la luz emitida por la--
risma es medida (8).

Fi.INCIPIOS
ra flamometria o fotometrfa de flama puede dividirse

en tres categorfas: a) Emisién atbmica, b) Absorcién --
atémica y c) Fluorescencia atfmice.
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En todos los casos, la flama sirve para convertir el
elemento que es medido a un vapor atbémico. Después, las-
transformaciones reversibles entre el estado excitado y -

el estado basal, originan la sefial 6ptica que es medida--
(1, 2}).

Debido a la gran cantidad de energfa disponible en -
un sistema de alta temperatura, los &tomos del material -
introducido a la flama pueden adquirir diferentes niveles
de excitacién. Una cierta cantidad o cuanto de energia -
térmica es absorbida por un electrdn, permitiéndole asi -

ocupar una 6rbita m&s energética pero menos estable.

Como esta 6rbita es menos estable, el electrén retor
na casi instantdneamente a su estado basal y emite una se
rie de longitudes de onda a lo largo de una escala espec-
tral amplia, en lugar de emitir una s6la longitud de on--
da.

*
Este fenbmeno puede representarse como A Tooo2 A+hV,
donde A* representa un &tomo excitado, A un &tomc en esta
do basal y hV un fotén.

En la flamometria convencional (emisién atémica), =--
los &tomos excitados son generados por el calor y las ---
reacciones quimicas que ocurren en la flama, siendo la =--
reaccién que origina la senal &ptica de izquierda a dere-
cha. La instrumentacién estd disefiada para medir los fo-
tones emitidos y de ahi el nombre de emisibn atbmica.

En la absorcién atémica la reaccibn es de derecha a-
izquierda. Un rayo de luz monocromitica de frecuencia
se pasa a través de la flama y se hace una medicidén de la



76

atenuacién resultante de la interaccibn entre los fotones
y los &tomos en estado basal, para producir &tomos excita

~dos.

La flamometria de fluorescencia atémica es unvmétodo
que est8 emergiendo y afin no tiene aplicacién en la quimi
ca clinica. En este método los &tomos excitados se produ
cen iluminando la flama con un rayo de luz muy intenso y-
los fotones que son emitidos cuando los &tomos regresan -
al estado basal, son medidos. Esta medicibén se efectfa a
dngulos rectos con respecto al rayo excitante, como en la

fluorometria.

En la flamometria el fluido biolbgico dilufdo se ato
miza en la flama, sin ninguna separacién previa. Las emi
siones resultantes son aquellas pertenecientes a todos --

los iones inorgénicos presentes.

Para efectuar la medicién, la luz emitida por los io
nes inorgénicos, pasa a travé&s de un monocromador en don-
de se selecciona la longitud de onda mis caracteristica -
del elemento por analizar, que seri aquella que permita -
aplicar la ley de Beer.

Es de hacerse notar que s8lo alrededor del 1% de los
&tomos presentes en la flama sufren el proceso descrito -
anteriormente, esto, aunado a la relativamente baja inten
sidad de emisién de la mayoria de los elementos, limita -
las aplicaciones biolégicas de la técnica. El sodio y el
potasio son los Gnicos elementos con la suficiente inten-
sidad para ser medidos fécilmente (1).
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COMPONENTES BASICOS DE UN FLAMOMETRO

La mayoria de los flamSmetros de emisifn atbmica usa
dos en la quimica clinica son especificamente disefiados -
para determinar sodio y potasio en suero y orina y tien--
den a usar disefios 6pticos sencillos. Los instrumentos -
de absorcién atémica son més complejos debido, a que debe
incluirse una fuente de radiacién.

Los componentes b&sicos son: atomizador, quemador --
con provisién de gas y reguladores, monocromador y detec-
tor.

Combustible. El gas natural o el propano son los --
combustibles comunes para la emisifén atdmica y el acetile
no para la absorcidén atbmica. Las temperaturas obtenidas
varfan de los 1200 a los 3000°C., aunque usando cianbgeno
y oxigeno se obtienen temperaturas de 5000°C., sin embar-

" go, en este filtimo caso los productos de la combustibén --
son téxicos y potencialmente daninos (4).

Reguladores de Presi6n. Para tener un error instru-
mental mfnimo, se requiere una flama constante que libere
una cantidad de calor también constante. Todo esto depen
de de la presibn de aire u oxigeno y gas (4).

Flama. Las flamas pueden clasificarse como suaves o
duras. Las flamas duras son pequefias y de alta energia -
térmica, mientras que las suaves son largas y de menor --
temperatura.

Flamas Duras. Para obtener éstas, se usa oxigeno --
combinado con hidrbgeno, acetileno o propano y son muy es
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tables. Las altas temperaturas que se obtienen con estas
flamas permiten que algunos elementos cuya intensidad de-
emisién es baja, sean medidos adecuadamente, como ejemplo

se tiene el calcio.

Flamas Suaves. En este caso se usa aire comprimido-
y propano o gas natural y las flamas son menos estables -
(2).

Quemador y Atomizador. Tanto en los instrumentos de
emisibén como en los de absorcibn, la solucibn debe ser --
convertida®en un fino aerosol antes de ser introducida a-
la flama. Este proceso recibe el nombre de nebulizacién-
y el nebulizador o atomizador se considera comc parte del

quemador.

En la flama, el disolvente se evapora y deja peque--
Nas particulas que se desintegran en &tomos bajo la in---
fluencia del calor; este fenfmeno recibe el nombre de ato

mizacién.

En otro tipo de gquemador, la solucibn esAaspirada di
rectamente a la flama, se crefa que asf se obtendria ma--
yor sensibilidad puesto que no habria pérdida de la solu-
cibn debida a la nebulizacibn, pero ahora se sabe que con
= m£Ztodo una parte importante de la solucién pasa por-
la flama sin sufrir ninguna alteracién y ademds las parti

e

m

-:las son grandes, por lo que la conversibén a &tomos es--

menos eficiente.

Otras desventajas consisten en que la flama se torna
turbulenta y este produce concentraciones variables de --

Stomos tanto en estado basal como excitado, provocando ==
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que la sefial sea inestable (1, 2, 4).

Sistemas Opticos de los Instrumentos de Emisién AtS-
mica. La mayorfa de estos flamémetros emplean un filtro-

para seleccionar la regibén espectral deseada y una lente-
para enfocar una imagen de la flama sobre el detector. En
caso de requerirse una mejor resolucibén, se emplean mono-
cromadores como los usados en los espectrofotémetros (1,-
4) .

Detectores. La medicibén de la intensidad de emisi6n
se puede efectuar de dos maneras. En el primer método se
usa un tubo fotomultiplicador, el cual convierte la luz -
incidente a energfia eléctrica por medio de c&todos mGlti-
ples, en un efecto de cascada.

En el segundo método se usa una fotocelda de capa de
barrera (fotovolt&ica) que consiste de una capa de metal-
cubierta por un compuesto como el sulfato de cadmio. La-
luz incidente golpea el compuesto de cadmio y se genera -
un flujo de elecfrones entre las dos capas.

En ambos casos, la corriente generada llega a un me-
didor para su lectura directa, o es amplificada y presen-
tada en forma digital o impresa en una tira de papel.

En los flamémetros de emisibén m&s simples, la luz --
emitida incide sobre una fotocelda y la sefial electrbnica

resultante pasa directamente a un galvanémetro.

Para calcular la concentracién del problema se debe-
comparar la senal obtenida, con aquella resultante de co-
rrer una serie de soluciones tipo. Cuando se usa un pa--
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trén interno es necesario encontrar la proporcibén que ---
existe entre las senales del desconocido y las del patrén
interno para compararla con la proporcién obtenida para -

las soluciones tipo (1,4).

NEBULIZADOR

ENTRADA DE LA MUESTRA
ENTRADA DE AIRE U OXIGENO
ENTRADA DE COMBUSTIBLE
FLAMA

DIAFRAGMA
MONOCROMADOR

LENTE

FOTOCELDA
AMPLIFICADOR

MEDIDOR

s ~o

gHZDOQORMEOOWP R

s o8 we

FIG. 6.1 FLAMOMETRO DE EMISION.
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MANEJO Y CUIDADOS.

El flamémetro es capaz de comparar la sefnal produci-
da por la solucién problema con la producida por los pa--
trones, por lo cual es importante que &€stos sean confia--

bles y que las diluciones que sea necesario hacer sean --
precisas.

Antes de hacer lecturas en el aparato, se debe darle
un tiempo de calentamiento de unos cuantos minutos, Para-
efectuar este calentamiento se introduce una solucién pa-
recida a las que se van a determinar.

Es adecuado incluir un patrén "cero" para usarlo en-
el ajuste del cero y el cual debe compararse contra el di
solvente puro para determinar el blanco.

Con los instrumentos queusan el patrén interno, es -
necesario usar un métcdo independiente para determinar el
blanco proporcionado por el mismo. Finalmente, leyendo -
el esténdard "cero" contra el patrén interno diluido con-
disolvente puro se obtiene una medida del blanco propor--
cionado por ingredientes que no son el patrdén interno o -

el disolvente.

La pregunta que no ha tenido una respuesta un&nime -

es: ¢Cuéntas soluciones tipo deben correrse?.

Existen muchas recomendaciones para contestar la pre
cunta anterior, una de ellas es: Usar tres patrones que -

cpbarquen la escala de valores encontrado en la préctica.

Otra manera de hacerlo consiste en correr una serie-
completa de distintas concentraciones patrén antes y después
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de leer los problemas.

Una gr&fica de lecturas de los patrones contra su --
concentracibn, da la curva de calibracibn, a partir de la
cual se pueden obtener las concentraciones de los proble-
mas. También se puede calcular directamente cuando el --

problema cae muy cerca de uno de los patrones.

El suero y la orina deben diluirse para evitar que -
ocurra un taponamiento del nebulizador y el atomizador. -
La composici6én del diluyente depende de: a) el elemento-
que se va é determinar, b) la necesidad de incluir subs-
tancias para evitar interferencias, c¢) el tipo de instru
mento (de absorcién o emisibn) y d) si es de lectura di-

recta o usa un patrén interno.

Para el Na en suero, la dilucién puede ser de 1:50 a
1:500; para el K en suero va de 1:10 a 1:100, aunque co--
rinmente se usa 1:50 para ambos elementos. Cuando se tra
ta de determinar estos elementos en orina, se empieza con
dos diluciones, porque hay una mayor variacién en la con-
centracién de ellos en orina que en sangre.

El factor de dilucién se determina considerando los-
s6lidos totales presentes en la muestra, la sensibilidad-
del instrumento, la relacibén entre sehal y concentracién-

y la cantidad de muestra disponible.

Para detectar interferencias se hace una serie de di
luciones en las proporciones 1, 2, 4..., etc. y se deter-
rira la proporcién que existe entre las sefiales del pro--
blema y el patrén en cada dilucién. Esta proporcién ser4
constante si no hay interferencias. '
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Se requiere que el material volumétrico de vidrio es
té perfectamente calibrado. Las soluciones deben estar -
bien mezcladas y el agua destilada estard libre de conta-
minantes que puedan interferir las determinaciones. Para
lo cual debe purificarse por medio de columnas de inter--
cambio iénico, por destilacién, o por ambos procedimien--
tos.

Las botellas para almacenar las soluciones deben ser
de polietileno, vidrio Pyrex o cualquier otro material --
que no introduzca contaminantes. Antes de usar las bote-
llas de vidrio, deber&n permanecer llenas de agua destila
da con HC1l durante varios dias y después enjuagarse con--
agua destilada.

Cuando se usa acetileno como combustible se debe te-
ner cuidado de que no esté contaminado con fosfina, pues-
to que este compuesto imparte un color verdoso a la fla--
ma, lo cual interfiere con la medicibén (1, 3, 4).

METODO DEL PATRON INTERNO

Las diferentes cantidades de solucién. que llegan a -
la flama, el funcionamiento del atomizador, el grado de -
eficiencia de formacién de &tomos y variaciones de la fla
ma producen variaciones en la lectura. Esto se puede com
pensar parcialmente usando la técnica del patrén interno,
que consiste en que un elemento ajeno a la muestra que se
analiza, pero teniendo caracteristicas similares a las --
del elemento que se determina, se agrega en una concentra

cién conocida.

Para Na y K se usa el Li; primeramente se diluye el-
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suero o la orina y el litio se incorpora en el diluyente.

Los célculos involucran la comparacién de la propor-
cibén de las sefiales de Na a Li y de K a Li entre el pro--
blema y los patrones.

Es importante seguir estas indicaciones:

1. La concentracién del patrén interno debe ser cono
cida con toda exactitud. El compuesto usado debe ser pu-

Xro.

2. El- patrén debe tener propiedades fisicas y quimi-

cas similares a las del problema.

3. Los potenciales de excitacién del patrdn y del --
elemento a determinar deben ser cercanos.

4. Las lineas de emisifén de ambos no deben ser cerca

nas puesto que ello puede provocar interferencias.

5. La concentracién del patrén debe ser del mismo or
den de magnitud que la del problema.

6. El elemento usado como patrén no debe encontrarse
cantidades significativas en la solucifn que se esté -

analizando (1, 2, 3, 4).
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FIG. 6.2 FLAMOMETRO DE CANALES MULTIPLES

Fuentes de Error. Puede decirse que los errores sur
gen de: a) El instrumento usado, b) Substancias presen-
tes en la muestra o en los reactivos y <c¢) Técnicas inade

cuadas o mal efectuadas.

En lo que respecta al sistema quemador, es esencial-
tener una flama estable que provea una temperatura cons--
tante, lo cual se logra controlando la presibén del combus
tible y los gases oxidantes.

Se debe vigilar el flujo de gas como una precaucifn-
contra las obstrucciones que puedan haber tanto en el ato
mizador como en el quemador. Cuando se usa aire comprimi
do es necesario filtrarlo para eliminar las particulas --
que pueda contener.
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El gas ccmercial varfa en composicién y ademis es di
ficil de regular puesto que las presiones son bajas y va-
riables. En caso de usar acetileno, debe cambiarse el --
tanque antes de que se vacie totalmente, puesto que las -
porciones finales contienen una cantidad apreciable de di
solvente.

Otro punto importante consiste en tener las presio--
nes adecuadas para el oxidante y el combustible y la pro-
porcién correcta entre ambos, debido a que si no se cum--
ple con este requisito se tiene una pérdida de sensibili-
dad.

Los filtimos requerimientos son: que la nebulizacién-
sea constante y tener en cuenta que la viscosidad, densi-
dad, presibén de vapor, tensibén superficial, temperatura,-
composicibn del disolvente, contenido de sales y cambios-
en el tamafio del aerosol debidos a obstruccién por protei
nas u ctras substancias, son factores que producen un com
portaﬁiento variable de muestra a muestra o entre patro--
nes y problemas.

Para evitar las obstrucciones se debe revisar y lim-

piar el nebulizador a intervalos regulares.

La interferencia quimica es otro problema que debe -
considerarse; la presencia de ciertos aniones en la mues--
tra procuce la formacién de compuestos que se disocian de
una forma parcial al estar en la flama, lo cual abate la-

senal.

Como ejemplo del caso anterior, podemos citar que --
los fosfatos interfieren en la determinacién del calcio;-
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el efecto de estos aniones puede superarse afadiendo lan-
tanio o estroncio, debido a que el fosfato de lantanio --

precipita al evaporarse el disolvente.

También pueden usarse agentes quelantes para elimi--
nar la interferencia qufmica y entre estos se encuentran-
el EDTA, &cido citrico y el glicerol, o incrementar la --
temperatura de la flama.

Interferencia por ionizacién. El equilibrio que ---
existe entre &tomos, iones y electrones en una flama pue-
de representarse como: M° ——— M' + e . La sefial fotomé
trica es proporcional al nfimero de &tomos libres (M°) y -
cualquier incremento en electrones libres (e) aumentard -
la sefial debido a que el equilibrio "se desplaza hacia la-
derecha. Para que el efecto sea significante el elemento
a analizar debe estar considerablemente ionizado; la ioni
zacibn es dependiente de la temperatura y debido a las ba
jas temperaturas que se usan en la quimica clfnica ésta -
es de 3% para el Ky 0.3% para el Na.

En la préctica, la interferencia por ionizacién para
el Na y K es muy pequeina pero con otroé elementos o con -
altas temperaturas, el efecto debido a una ionizacién va-
riable puede ser significativo. Esto puede controlarse -
agregando a la solucibn problema un exceso de un elemento
fé&cilmente ionizable que estabilice la flama proveyendo -

una alta concentracibn de electrones libres (1, 4).

FLAMOMETRIA DE ABSORCION

Todos los elementos tienen la capacidad de absorber-
radiacién electromagnética, a la misma longitud de onda a
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la cual emiten; esta es la base de la flamometrfa de ab--
sorcién.

Si aplicamos energfa (térmica, eléctrica o electro--
magnética) a un &tomo, los electrones pueden pasar a una-
6rbita de mayor energia. Esto es lo que ocurre en esta -
metodologia; un &tomo en el estado basal, donde posee me-
nor energia, absorbe energia y esto forza a un electrén a
pasar a un nivel energético mayor, dando por resultado un
dtomo excitado.

Usamos el &tomo de hidrbgeno como ejemplo: Al absor
ber energia los electrones pasan a 6rbitas m&s energéti--
cas; a medida que el electrén retorna a su 6rbita origi--
nal, emite radiacibén en lineas especificas. El paso de -
un electrén del estado basal a la 6rbita siguiente requie
re la menor cantidad de energfa. Recordemos que: - - - -
E=nhY y V= c/AN . Por lo tanto, la longitud de onda-
absorbida al excitarse un dtomo es la mds grande del es--

pectro y es llamada linea de resonancia.

La absorcién atbmica consiste de tres pasos:
1. La muestra es convertida a un vapor atémica, usual

mente por una flama.

2. El vapor atémico es irradiado a una longitud de -
onda caracteristica del elemento que se trata de determi-

nar.

3. La absorcién de la luz por la muestra vaporizada-
estd relacionada con la concentracién del elemento presen

te en ella.

El grado de absorcidn @v) sigue la relacifn:
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£KYdd = (Te? /me) Nf
donde:

= coeficiente de absorcibn a la frecuencia D .
= carga del electrén

= masa del electrébn

= velocidad de la luz

= nfimero de &tomos en estado basal

Hh Z o 3 0o =
|

= fuerza osciladora de la linea de absorcién

K, e, m, ¢ y f son constantes para un elemento dado; la --

Ginica variéble es N.

La intensidad de la linea de emisién en la flamome--
trfa es proporcional al nfmero de &tomos excitados, pero-
éste a su vez es funcibn de la longitud de onda de emi---
sibn y de la temperatufa del sistema. Una ventaja de la-
absorcidn atfémica es que existen muchos mds &tomos en el-
estado basal que en el excitado. La ley de Lambert y =---
Beer no tiene aplicacién en la absorcién atbmica y esto -
es debido a que los &tomos no se encuentran en una distri
bucibn homogénea, es decir, la muestra va de moléculas a-
iones a Atomos en estado basal y a 6xidos.

Por lo expuesto anteriormente, no se pueden encon---
trar valores para b y ¢, ademis con esta técnica no se re
quieren, puesto que las muestras y los patrones se corren
al mismo tiempo y bajd las mismas condiciones, cancelando

asf todos los valores excepto K (concentracién).

Enumerando las ventajas'de la flamometrfa de absor--

cién sobre la de emisibn:



90

1. Una mayor cantidad de &tomos estén disponibles pa
ra absorber, debido a que la mayoria de ellos se encuen--
tran en estado basal.

2. Las interferencias por variaciones de temperatura
v longitud de onda son ligeras, mientras que en la emi---

sidn son importantes.

3. La proporcién entre luz incidente y luz transmiti
¢a puede usarse para medir la absorcibdn, mientras que en-

emisibn se debe determinar la intensidad absoluta de -

[ o]
fuv

luz emitida (4).

'.J
o

INSTRUMENTACION

Los componentes del equipo de absorcién son: una --
fuente de radiacidn, porta-muestras, monocromador y detec

tOr.
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FIG. 6.3 FLAMOMETRO DE ABSORCION. E: MONOCROMADOR
F: FOTOCELDA
G: MEDIDOR
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1. Fuente de radiacibn. Se usa una l&mpara de citodo -

vacfo o hueco en la cual el c&todo est& construfdo del --
elemento a determinar.

Esta l&mpara se llena con un gas monoatémica como el
nebn o el argdn. Cuando se aplica un voltaje, el gas se-
carga y bombardea los &tomos de metal del filamento catd-
dico, lo cual provoca gque los &tomos met&licos excitados-
sean liberados a la atmbsfera de la l&mpara. Al retornar
estos dtomos a su estado basal, liberan luz de longitudes
de onda caracterfsticas, es decir, emiten un fotén de ---
energifa h Y la cual es la énergia exacta que absorben los
&tomos metdlicos presentes en la muestra.

Existen también las llamadas l&mparas de c&todo va--
cio de alta intensidad, las cuales contienen dos electro-
dos extras, los cuales estdn cubiertos por un material --
facilmente excitable.. Una corriente directa fluye entre-
estos dos citodos auxiliares, provocando que se ionizen--
nds &tomos del gas, lo cual a su vez provoca que se incre
mente el nGmero de §tomos excitados.

Para la determinacibén de Na, K, Cs y Rb se usa la --
ldmpara de descarga de vapor, la cual est& llena de un va
por parcialmente constituido por el elemento de interés.-
Al pasar una corriente a través del vapor se efectfia la -

emisibén (1, 4).

2. Quemador. El atomizador y la flama toman la muestra
y reducen el metal que se quiere determinar, de idn o mo-
l8cula a &tomo en estado basal.

Los quemadores pueden ser: a) Quemador de consumo -
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total, en el cual toda la muestra es inyectada a la fla--
ma, y b) Quemador lundegardh.

Las ventajas del primero son:
1. Es relativamente f&cil de limpiar

2. Tiene una respuesta réipida.

Sus desventajas son:
1. La viscocidad de la muestra afecta la velocidad -
de aspiracibn.

2. El tamafio de las gotas varia ampliamente.

3. La punta del quemador puede verse parcialmente --
obstruida.

4. La turbulencia hace que estos quemadores sean rui

dosos tanto fisica, como electrdnicamente.

En el quemador lundegardh los oxidantes y el combus-
tible son premezclados en el barril del mismo; la muestra
es aspirada al mismo barril y una parte apreciable de ---

ella se evapora.

Ventajas:

1. Se incrementa la sensibilidad puesto que el quema
dor alargado coloca un mayor nfmero de &tomos en el tra--
yecto de la luz.

2. Produce una menor turbulencia.
Desventajas:
1. Es méds dificil de limpiar.

2. Pueden ocurrir explosiones de la mezcla, sin que-

mar, de oxidantes y combustible (1, 4).
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3. Monocromador.

La luz no es constantemente absorbida al pasar a tra
vés de las diferentes partes de la flama, debido a que el
nlmero de &tomos en estado basal varfa en las distintas -

partes de la misma.

El monocromador se usa para separar la lfnea de reso
nancia de las dem&s lineas espectrales que se encuentren-
en la vecindad. Estas lineas espectrales se originan de-
otros metales del c&todo vacio y del gas de llenado.

4.Detector. Normalmente se usa. un tubo fotomdltiplici
dor. Para que la deteccidn sea adecuada estd modulado-
el equipo. Si se considera la fuente de radiacibn como -
Io’ entonces ésta es reducida a Ii después de pasar por -
la flama. Sin embargo, el elemento de interés emite ra--
diacién a la misma longitud de onda a la cual la absorbe.

A medida que el &tomo excitado retorna al estado ba-
sal emite la misma energia que habia absorbido. Por lo -
tanto el detector "veria" (I, - I;) + 58, donde S es la se
nal de emisibn.

La sefial de absorcibén, que deberia ser Io - Ii’ se--
rZa reducida e igual a (Io - Ii) + S. Lo anterior provo-
caria una reduccidn de la sensibilidad; para evitar esto-
se hace la modulacibn, que puede ser por medios el&ctri--
cos o mec&nicos. En el método mecénico la potencia de la
lémpara, que es una sefal dc, se modifica a una sefial ac.
El detector queda sincronizado a la misma frecuencia, de-
tal manera que s6lo "ve" la sefial ac de la fuente de ra--
diacibn, puesto que la sefial de emisién de la flama es =--
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dc, y el detector no la registra, detectando solamente --

o = 14 i FIG.6.4. FLAMOMETRO CON CANAL DE
"MONITOREO"
[l |Fuente 2 Monocromador 1

Detector 1

Flama Lectura

/N Lk
Monocroma- Detector 2
dor 2
Una segunda modificacién fue el uso del sistema de do

ble haz, en el cual la luz proveniente de la fuente de ra-
diacibén es partida en dos trayectorias: una trayectoria de
muestra y una de referencia, la cual va direétamente al de
tector. La trayectoria de muestra va de la fuente a la --
muestra y finalmente al detector.

En este sistema se determina la proporcién entre los-

haces de referencia y de muestra.

FUENTE DE
RADIACION

t FLAMA . -

o d giac ) T

A T S G

“CHORPER" PG MONOCROMA= [0 o

POR- MODULADO

FIG. 6.5 FLAMOMETRO DE ABSORCION DE UN
HAZ.
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Una tercera modificacibn, para eliminar los cambios-
de senal causados por variaciones de la flama, consiste--
en el uso de un segundo c&todo hueco, otro monocromador y
un segundo detector. Los trayectos de luz de ambas l&mpa
ras pasan por la flama y se mide la proporcibn entre la -

senial de referencia y la de medicibdn.

Ll n
FUENTE DE RAD. "CHOPPER ESPEJO

£ g

ey S N

ESPEJO FLAMA RECOMBINADOR MONO- DETECTOR
DE HACES CROMADOR. MODULADO

FIG.6.6. FLAMOMETRO DE ABSORCION DE UN HAZ.

En la absorcibn atémica la concentracién es propor--
cional al logaritmo negativo de la transmitancia y la foér
mula para convertir la cantidad de absorcibn en absorban-
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cia es la misma que para convertir el por ciento de trans
mitancia a absorbancia, es decir, A = 2 - log %T = 2 - --
log (100-% absorcifn), donde A = absorbancia (1, 4).

INTERFERENCIAS

Estas pueden ser: quimicas, de ionizacibén o de ma---
triz. Las primeras son muy comunes en esta técnica. El-
nfimero de &tomos en el estado basal depende de la estabi-
lidad cel metal en la flama; si el compuesto permanece ca
si totalmente disociado, se forman muchos &tomos en esta-
do basal, pero si solo se disocia parcialmente, se origi-
nan pocos &tomos.

Por ello, el anidn predominante puede alterar el nfi-
mero de &tomos si se une fuertemente al elemento de inte-
rés. Este efecto se elimina anadiendo otro metal que se-

una con el anidén que interfiere.

La interferencia de ionizacidn surge cuando un n@me-
ro'sustancial de &tomos se ioniza y por lo tanto éstos no
absorben en la linea de resonancia del &tomo. Para supe-
rar este problema puede disminuirse la temperatura de la-
flama o se puede agregar un exceso de un elemento fécil--

mente ionizable.

Se nota una interferencia de matriz en las solucio--
nes con una alta concentracibén de sales, lo cual hace de-
crecer la senial. Esta interferencia es causada porque --
disminuye la eficiencia de atomizacibén de la flama debido
a que gran cantidad de la energia de la flama se usa para
descomponer las sales presentes. Para evitar esto se pue
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den hacer diluciones o extracciones de la muestra.

Un efecto de viscocidad también es llamado interfe--
rencia de matriz. Si la viscocidad de las muestras y los
estidndares varia mucho, la cantidad de muestra que llega-
al quemador no seré la misma para unos y otros. Un apa--
rente decremento de absorcibn ocurre en las muestras mis-

viscosas.

Para evitar esta interferencia se puede hacer coinci-
dir las viscocidades de las muestras y los patrones o se-
pueden forkar unos y otros ‘con una bomba peristdltica pa-
ra que lleguen al guemador en la misma provarcifn (1. 3,-
4).
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VIII. FLUOROMETROS

INTRODUCCION

La fluorometria es la determinacién de la caracteris
tica y cantidad de luminiscencia producida por una subs--
tancia cuando es examinada bajo condiciones cuidadosamen-

te controladas.

La intensidad de la fluorescencia es directamente --
proporcional a la cantidad de substancia presente en solu
ciones dilufdas (1).

PRINCIPIOS

Las moléculas de muchas substancias tienen la propie
dad de absorber energia en porcionés especificas del es--
pectro electromagnético. Esto ocurre desde la regidn de-
los rayos X hasta la del infrarrojo. Adem&s de absorber-
radiacién, muchas moléculas poseen la propiedad de re-emi
tir parte de esta radiacidn absorbida en forma de luminis
cencia (disipacidén de la E absorbida por una molécula, en
direcciones casuales), lo cual también ocurre a lo largo-
del espectro.

La luminiscencia puede ser de dos tipos: fluorescen-

cia o fosforescencia. En el primer fenbmeno, una molécu-
la absorbe energia radiante y los electrones del estado -
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basal son elevados a un estado excitado en el cual un ---
electrdn con su spin en una direccién permanece apareado-
con un electrén con su spin en direccibén opuesta. Algu--
nos de estos electrones deben perder energia de una mane-
ra no fluoroscente para poder alcanzar el nivel vibracio-
nal m8&s bajo del estado excitado, antes de regresar a su-

estado basal.

La energfa emitida al retornar al estado basal es me
nor que la absorbida. Como la energia (E) esté relac;ong/
da a la frecuencia vibracional (V) por la ecuacién E = -
h) , donde h es la constante de Planck, y la frecuencia-
est& relacionada con la longitud de onda (A) por la ex--
presién ¥ = ¢/AN , donde ¢ es la velocidad de la luz, po-
demos decir que E = hc/AN , es decir, que E varfa inversa-

mente con A .

Por lo anterior, podemos concluir que la longitud de
lavradiacién emitida debe ser mayor que la de la energia-
de excitacidn. E1l proceso de fluorescencia es instanté--

8

neo y sucede en 10 - segundos.

La longitud de onda emitida por un compuesto fluores
cente tiene un espectro caracteristico de &€l, el cual es-
llamado espectro de emisidén. La proporcidén que existe en
tre la luz total emitida y la luz total absorbida se lla-
ra eficiencia culntica, y es constante y caracteristica -

para cada tipo de substancia fluorescente.

El espectro de emisibén y la eficiencia cuéntica son-
independientes de la longitud de onda de la luz excitan--

te. Para que un compuesto fluorezca, parte de la luz ex-



100

citante debe ser absorbida por sus moléculas; el compues-
to puede absorber luz a diferentes longitudes de onda y -
por lo tanto puede fluorescer a varias longitudes.

Sin importar qué longitud de onda se use, el espec--
tro de emisibén de una substancia, siempre tendr& la misma
forma caracteristica y localizacibn para ella. Sin embar
go, mientras mds cerca esté el espectro de excitacibén ---
(longitudes de onda de luz excitante) del espectro de ab-
sorcién, mayor serd la porcién de luz absorbida y propor-
cionalmente emitida y por ende mayor ser& la intensidad -
de la fluorescencia.

Para que una molécula presente fluorescencia, debe -
poseer una estructura que provea electrones excitables. -
Los electrones llamados T, presentes en compuestos que -
tienen un sistema conjugado de dobles ligaduras, son exci
tables. Las estructuras aromiticas, por tanto, tienden a
fluorescer, sobre todo si poseen &tomos que contribuyen a
la delocalizacidén de los electrones. Los substituyentes-
que "jalan" electrones del anillo aromitico reducen o eli
nan la fluorescencia, puesto que reducen la libertad de -
estos electrones.

Los compuestos que no son fluorescentes por si mis--
mos o que son débilmente fluorescentes, pueden ser conver
tidos quimicamente a derivados altamente fluorescentes; -
algunas reacciones de condensacidn, substitucidn, deshi--
dratacién u oxidacidn y afin el simple cambio del pH lo---

gran este objetivo.

La intensidad de la fluorescencia es directamente --
proporcional a la concentracién de la substancia fluores-
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cente en soluciones diluidas. De la ley de Lambert-Bou-=-

guer-Beer tenemos:

_ -acd
I/I0 = 10
donde
I = intensidad de luz emitida
I = intensidad de luz excitante
a = absorbancia
c = concentracién
d = grosor de la celda
entonces
1-1/k =1~ 10"%8 _ praceifn ds luz absorbida y
I -T=1 (1~-102%Y - cantidad de Iuz absorbida

o o

La eficiencia cuéntica, g, es la proporcibn de luz -
total emitida o F (fluorescencia) a luz total absorbida.-
Por lo tanto:

F=4dg (IO - I)

oF=gI (1- 10™2e4dy

(-2.3 acd)® (2.3 ac)® ......
)

of =g I [2.3 acd - '3

(-2.3 aca)® }
n !

y si ¢ es peguefia, acd también lo es,
F=¥ Io 2.3 acd

Combinando todas las constantes en un sistema parti-

cular, F = Kc.
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Para las ecuaciones anteriores, c debe ser lo sufi--
‘cientemente pequefia para que sea absorbida la radiacién -
incidente en no mds del 5% aproximadamente. Esto signifi
ca que a concentraciones bajas, F es lineal con c y a con
centraciones elevadas se obtiene una curva parecida a la-
de una desviacibn negativa de la ley de Lambert y Beer.

En los métodos de absorcibén, la sensibilidad de la -
medicibén depende de la absorcién parcial de energia ra---
diante por una substancia en solucibn; lo cual a su vez--
es funcidén de la substancia, su concentracién y la longi-
tud del trayecto que atraviesa el rayo de energfia radian-
te.

En la fluorometrfia la sensibilidad de la medicién --
también depende de la intensidad de la energia radiante--
incidente y de los medios de deteccidn y medicibn de la -
fluorescencia. Por lo tanto se puede aumentar la sensibi
lidad incrementando la intensidad de la radiacibén excitan

te'y/o la sensibilidad del aparato de deteccién.

Los procedimientos fluorométricos pueden por tanto --
ser mis sensibles que los espectrofotométricos por un or-
den de magnitud de 103a 104.

Puede parecer inconsistente decir que la fluorescen-
cia que es sblo una fraccidn ( g ) del total de energia -
absorbida, es m&s sensible que los métodos de absorcibn, -
pero consideremos que en la absorcibén la luz transmitida-
por una solucibn es comparada con la cantidad de luz inci
dente. En la pr&ctica esto se realiza comparando una so-

lucidén que contiene el material absorbente con una - - --
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solucibn blanco desprovista de &l. Se considera que el -
blanco tiene una transmisién de 100%, y la muestra puede-
llegar a tener una transmisibn de 98%. Si estas lecturas
estuvieran sujetas a un error de + 0.5%, entonces la dife
rencia de 2% de transmitancia estaria sujeta a un error--
absoluto de + 1.0%T, correspondiendo a una incertidumbre-
de + 50%.

En la fluorescencia la solucién blanco darfa una lec
tura de cero. La misma muestra usada en el ejemplo ante-
rior puede ser ajustada a una lectura de 100; entonces un
error de 0.5% de la escala contribuiria un error de sb6lo-
1.0% a la diferencia.

Explicando lo anterior en términos més pré&cticos te-
nemos que, en los métodos de absorcibén el detector esté -
captando pequerias diferencias en un rayo de luz que emana
directamente de la fuente luminosa; en la fluorescencia -
el detector capta diferencias grandes en la radiacibén ge-

nerada en la muestra contra un fondo negro.

Existen, adem&8s de los factores instrumentales, -=-=--
otros que afectan la intensidad de la fluorescencia tales
como: a) La concentracibén del material fluorescente pue-
de absorber tanta radiacibn excitante, que se produzca en
la solucibn un gradiente en la intensidad de la energfa -
excitante. Por lo tanto la I, se reduce en la solucibn y

consecuentemente lo mismo sucede con F.

Se pueden cuantificar soluciones concentradas y aun-
opacas usando equipo que detecta la fluorescencia en la -
misma cara en la cual incide la energfa excitante.
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b} Las variaciones en la concentracibn de la substan
cia fluorescente pueden afectar las propiedades fluores--
centes de las moléculas por disociacibén, asociacibn y sol
vatacién.

c) La fluorescencia es sensible a variables tales co
mo la naturaleza del disolvente (usualmente se desplaza a
longitudes de onda menores, a medida que la constante die
léctrica se incrementa), pH, temperatura, impurezas y la-
presencia de iones.

d) Los materiales extranos pueden interferir de va--
rias maneras: fluoresciendo, absorbiendo la energia exci-

tante o emitida , etc.

e) Los efectos intramoleculares como transiciones --
electrénicas en las moléculas absorbentes y efectos inter
moleculares que involucran colisiones bimoleculares o for
macién de compuestos, pueden provocar que la energfa de-
excitacién se disipe en forma de calor. ILa disminucibn -
de la intensidad de emisidn tedrica es llamada "quenching”.

La luz puede ser dispersada de muchas manera y si es-
to no se reconoce y es remediado, puede interferir con --
los métodos fluorescentes. La dispersibn Rayleigh es la-
reemisidén de radiacibn de la misma longitud de onda que -
la de la luz incidente y se produce cuando los electrones
del soluto o disolvente caen al estado basal desde un ni-
vel vibracional alto, resultante de la absorcibén de la ra

diacibn.

La dispersién Raman se produce por fenémenos simila-

res, pero difiere en que la energia vibracional adicional
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es ganada o perdida causando un cambio en la longitud de-
onda de la luz emitida, generalmente a longitudes mayores.
El efecto Raman es caracteristico del disolvente empleado
e independiente de la longitud de onda. La dispersién de
la luz incidente también ocurre por particulas presentes-
en la solucién (Efecto Tyndall) (1, 3, 10).

COMPONENTES BASICOS DE UN FLUOROMETRO.
1. Fuente de energia radiante.

2. Monocromador primario: Selecciona la longitud de
onda de excitacién. Es mls frecuente el uso de filtros,-
pero se pueden adquirir rejillas de difraccibén o prismas.

3. Porta-muestras.

4. Monocromador secundario: Selecciona la longitud--

de onda de emisibn.

5. Fotodetector: Convierte la luz en energfa eléctri

ca.

6. Medidor: Mide la energia eléctrica (1, 3, 4).

1. Fuentes de Energfa Radiante. Estas fuentes de--
ben ser ricas en luz ultravioleta y de una intensidad al-
zz. Las fuentes mds comunes son ldmparas de arco de mer-
curio y xendn, aunque también se pueden usar las de fila-

mento de tungsteno o zinc.

Una lémpara de arco de xendn emite un espectro conti
nuo de 200 a 800 nm. y no emite un espectro lineal; la --
lémpara de arco de mercurio es la mis usada y emite un es
pectro lineal de 200 a 1000 nm., cuyas lineas principales
son de 365, 405, 436 y 546 nm. Si un compuesto fluores--
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cente no es suficientemente excitado con una de estas lon
gitudes de onda, se puede usar la linea mis cercana al pi
co de absorbancia del compuesto.

Para seleccionar la longitud de onda a emplear, se -
manipula el selector del prisma, rejilla de difraccibén o-
filtro (1, 4, 10).

2. Monocromadores. Los fluordmetros de filtro usan-

filtros de vidrio o filtros Wratten. El1 filtro primario-
se coloca frente a la fuente de energia y se usa para se-
leccionar la linea de mercurio mé&s prbéxima al pico de ab-
sorbancia del compuesto a analizar. E1l filtro secundario
se coloca frente al fotodetector y se usa para seleccio--
nar la longitud de onda de la luz fluorescente que debe -
medirse.

Los filtros primario y secundario no deben tener una
longitud de onda com@n, es decir, deben ser mutuamente ex
cluyentes, tal que si se colocan juntos frente a una fuen
te de luz, no deben permitir el paso de la misma. Si am-
bos filtros permiten el paso de una longitud de onda igual
esta luz puede alcanzar el fotodetector al ser dispersada

por la solucibn.

En los espectrofluorbmetros las longitudes de onda -
excitantes y emitidas pueden seleccionarse con prismas o-
rejillas de difraccidén. El monocromador primario se colo
ca frente a la fuente de luz y el secundario se coloca --
frente al fotodetector (1, 4, 10).

3. Porta-muestras. A longitudes de onda de 315 a --

320 nm. se pueden usar porta-muestras de vidrio, pero a -
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longitudes de onda menores se deben usar las de cuarzo.

También pueden usarse los tubos transparentes de po-
liestireno en las partes visible y ultravioleta del espec
tro, siendo factor limitante el efecto del disolvente so-

bre el poliestireno (4).

4. Detectores. Se usan tubos fotomultiplicadores en
los cuales el potencial eléctrico varfa directamente con-
la cantidad de fluorescencia y por lo tanto con la concen
tracién del compuesto fluorescente. Este potencial es am

plificado y leido en un medidor.

Si el fluordmetro se usa para medir luz visible y ul
travioleta se requieren dos tubos fotomultiplicadores, --
uno de los cuales serd ultravioleta sensible (4)

ESPECTROFLUOROMETRIA. -

La diferencia entre la espectrofluorometria y la ---
fluorometrfa radica en el grado de sofistificacién del --
aparato en lo que respecta a los medios para aislar la --

energia radiante (1).

En la figura 7.1 se ilustran los componentes bésicos

de un espectrofluordmetro.
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L LAMPARA DE ARCO DE XENON. M: PORTAMUESTRAS
A: ABERTURAS T: TUBO FOTOMULTI
P: MONOCROMADOR PRIMARIO PLICADOR. -
S: MONOCROMADOR SECUNDARIO

R: REJILLAS DE DIFRACCION

E: ESPEJOS CONCAVOS

FIGURA 7.1 (1)

Una l&mpara de arco de xenbn es la fuente de radia--
cibn excitante. Esta lé&mpara produce una emisidn conti--
nua de 200 a 800 nm.

En algunos instrumentos se usa un espejo elipsoidal-
para dirigir la radiacidn al monocromador primario. Los-
fabricantes proveen diferentes arreglos de aberturas pero
todos sirven para definir el paso de banda espectral de -
los monocromadores primario o de activacién y secundario-

o de fluorescencia.
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Los monocromadores generalmente son rejillas de di--
fraccibén usadas conjuntamente con espejos céncavos para -

dirigir la luz como se muestra en la figura.

El compartimento para el porta-muestras puede ser di
sefiado para elementos redondos o rectangulares.

La disposicién més comfin para todos estos elementos-
es la que se muestra en la figura 7.1, donde la luz fluo-
rescente se ve perpendicularmente a la luz excitante.

El tubo fotomultiplicador es normalmente del tipo --
1P21 o 1P28. La respuesta de estos tubos decrece fuerte-
mente en la regibén de los 600 nm., lo cual causa un espec
tro fluorescente distorsionado. Este efecto puede ser --
compensado usando factores de correccidn establecidos, --
usando otros tubos fotomultiplicadores mds caros como el-
R446S o usando un instrumento que electré6nicamente efec--

tGa las correcciones.

Los resultados pueden ser presentados en un medidor,

un osciloscopio, o impresos en una tira de papel (1).

FLUOROMETROS DE FILTRO

En los fluorbmetros la fuente de energia es una lém-
para de arco de mercurio. Una abertura ajustable se usa-
para variar la cantidad de energia excitante que se diri-
ge a la muestra colocada en el porta-muestra.

La longitud de onda excitante se selecciona con un -
filtro primario que puede ser de vidrio, de gelatina ----
(Wratten),o de interferencia. Los filtros secundarios son
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de vidrio y se escagen para excluir las dispersiones ----
Rayleigh y Raman, asi como para seleccionar una regién de
longitudes de onda para mejorar la deteccibn de la fluo--

rescencia.

Como detectores se pueden usar fotoceldas de capa de
barrera, fototubos o tubos fotomultiplicadores.

Se debe incluir un "cerrador" para ajustar el apara-
to al cero (1, 2, 10).

L s
ety c

L: LAMPARA DE ARCO DE Obo

MERCURIO.
A: ABERTURA
P: FILTRO PRIMARIO
S: FILTRO SECUNDARIO FIG. 7.2 (1)
D: DETECTIVES
C: "CERRADOR"
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MANEJO Y CUIDADOS

1. Los disolventes usados no deben ser fluorescentes
vy no deben absorber energia en las regiones espectrales -

usadas en un experimento dado.

2. Los porta-muestras de Pyrex o cuarzo son los ade--
cuados para este tipo de determinaciones, puesto que los-
de vidrio presentan una ligera fluorescencia. Debe evi--

tarse que se rayen puesto que se aumentaria la dispersién.

Las ventanas no deben ser tocadas con los dedos pues
to que se puede contaminar con materiales fluorescentes o
absorbentes de radiacién.

La limpieza de los porta-muestra debe hacerse con de
tergentes no fluorescentes o con &cido nitrico caliente.

3. Se deben revisar los filtros puesto que algunos -
presentan fluorescencia.

4. Se debe evitar la contaminacidn con grasa.

5. Se han encontrado contaminantes fluorescentes en-
el agua y los reactivos que han estado en contacto con ta
pones de hule, polietileno y baquelita.

6. E1 pH debe ser cuidadosamente controladc debido -
al gran efecto que ejerce sobre la fluorescencia, en el -
caso de muchas substancias.

7. La temperatura debe controlarse por dos razones:-
a) La fluorescencia decrece al aumentar la temperatura y-
b) Los cambios de temperatura durante las mediciones pro-
vocan dispersibén de la luz debido a estratificacidn, va--

riacién del indice de refraccidn y turbulencia.
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8. Las soluciones a analizar deben estar libres de -
burbujas de gas, sb6lidos suspendidos y turbidez. Para --
evitar la formacién de burbujas puede ser necesario her--

vir y enfriar la solucién.

Tanto las particulas como las burbujas provocan que-
las lecturas de fluorescencia sean menores que los valo--

res reales, puesto que dispersan la luz emitida.

Los s6lidos en suspensibn pueden eliminarse por cen-
trifugacibén o filtracibn; el papel usado para este Gltimo
proceso debe estar libre de toda fluorescencia.

9. La energia radiante excitante, algunas veces va--
ria el color o la intensidad de la fluorescencia y en es-
tos casos debe hacerse la lectura répidamente puesto que-

el efecto descrito se efectfia lentamente.

10. Cuando se trabaja con cantidades del orden de mi-
crogramos se tienen pérdidas por adsorcibén del material -
de‘vidrio, fotodescomposicién de los derivados fluores---
centes al prepararse y durante las lecturas y/o por oxida.

cibn con disolventes.

11. La presencia de substancias que interfieren provo
cando "quenching" o alterando el color de la fluorescencia
pueden ser detectadas corriendo un esténdar interno. Si-
se obtienen lecturas bajas para éste, el cual ha sido pre
parado en una porcibn de la muestra, sabremos que existe-

material interferente.

Comparando la muestra con el est&ndard interno se --

puede corregir el "quenching".
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MANEJO

La manera de operar los fluorbmetros varia de instru
mento a instrumento y se describe detalladamente en los -
folletos que acompafan el equipo, pero los pasos principa
les son: El instrumento se lleva a cero con un blanco de
reactivo no fluorescente y después un punto conveniente -
se ajusta a un esténdar de referencia, por ejemplo, un --
punto de referencia de 50 en el medidor puede ser escogi-
do para un esténdar equivalente a 50 g/100 ml.

Para ajustar el instrumento es conveniente usar una-
solucibn fluorescente estable como la de sulfato de quini
na, fluoresceina de sodio o un vidrio fluorescente (1, 2,
3, 4).

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA FLUOROMETRIA.

La principal ventaja de la fluorometrfia es la mayor-
sensibilidad que tiene con respecto a los otros métodos -
de absorcién. En la fluorometria se mide directamente la
cantidad de luz emitida, mientras que en los métodos de -
absorcién se mide la cantidad de luz absorbida por dife--
rencia. A medida que la transmitancia de una solucibén se
acerca al 100% se incrementa el error.

Aunque en la fluorometrifa se usen soluciones muy di-
luidas, se puede compensar esto incrementando la intensi-

dad de la lémpara de excitacibn.

Una segunda ventaja de este método es la especifici-
dad, puesto que una substancia que absorbe luz pero no --
fluoresce, no interfird con la medicidén efectuada.
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En la fluorometria se usan dos longitudes de onda --
(la de excitacidn y la de emisidn) y aunque dos substan--
cias absorban a la misma longitud de onda no necesariamen

te emiten a longitudes idénticas.

La principal ventaja de este método es gue es muy =--

sensible al medio ambiente.

Un incremento en la temperatura provoca un decremen-
to en la fluorescencia; un compuesto puede fluorescer, al
gunas veces, en una pequena variacidn de pH o puede suce-
der que lo-haga en una variacidn amplia, pero manteniendo

su médxima fluorescencia en una &drea pequena.

El disolvente también puede afectar la intensidad de
la fluorescencia. Muchos compuestos fluorescentes sufren
fotodescomposicibn al ser expuestos a la luz ultravioleta
lo cual obliga a hacer la medicibn répidamente o a dismi-

nuir la energfa de excitacibn.

Finalmente, la fluorescencia de una substancia puede
verse disminufda por interaccibén con otra substancia pre-

sente en la solucidn (4).



1) .-

2) .~

4) :-

6) .-

RESUMEN

Se realizd una introduccién, en la cual se sefala la
finalidad del presente trabajo y se justifica el mis
mo.

Se presentan brevemente los antecedentes que sirvie-
ron como punto de partida para el desarrollo de los-

instrumentos que se conocen hoy en dia.

Se revisaron los conceptos que dan definicidén a las-

leyes de la colorimetria.

Se revisd un vocabulario de los términos empleados -

en colorimetria y su definicién.

Se describen los colorimztros 6pticos como los ins--
trumentos més simples y éde uso comfin en épocas en --

gue no se contaba con los fotocolorfimetros.
Se hizo lo propio con los fotocolorimetros.

Se cita a la espectrofotometrfia como la principal --
instrumentacidén del laboratorio clinico; se enumeran
sus principios y se hace una descripcidn de los com-

ponentes que a continuacidén mencionaremos, asi como-

de su funcidn e importancia.



8).-

9) -

a).-
b) .-
c).-
d) .-
e).-
£f) .-

Fuentes de poder

Fuentes de energia radiante.

Monocromadores.

Cubetas.

Sistema receptor para captar la energfa transmi-
tida y convertirla a energfia eléctrica.
Dispositivos empleados para medir la corriente -
generada.

Se tratan, dentro de la misma espectrofotometrfa, los

siguientes puntos:

a).-
b) .-

c).-
d) .-
e).-

£).-
g).-

h) .~

i).-

1) .-
k) .-
1) .~

Selecciébn del tipo de instrumento.

Factores que afectan la longitud de onda y cali-
bracién de la misma.

Patrones de transmitancia.

Blancos de reactivo.

Determinacién de la cantidad de energfa dispersa
da.

Desviaciones de la ley de Beer.

Precisidn fotométrica.

Grificas de espectro de absorciébn.

Eleccién de la longitud de onda para trabajos --
cuantitativos.

Gr&ficas de calibracidn, su comprobacién y uso.
Efecto de la luz dispersada.

Errores fotométricos que se originan en el ins--

trumento y en la muestra.

En lo que respecta a la flamometrfa, se hace referen-

cia a la existencia de la flamometria de absorcibn, -

emisidén y fluorescencia atémicas, asi como los princi



10) .-

11) .-

12)

13) o=

pios por los cuales se rigen los dos primeros tipos.

En flamometria de emisifén atémica se hace mencibén de

los siguientes factores:

a) .— Combustibles empleados.

b) .-~ Tipos de flamas.

c) .~ Quemadores y atomizadores.

d) .~ Sistemas 6pticos.

e) .~ Detectores.

f) .- Manejo y cuidado de los flamémetros.
g) .~ Método del patrén interno. '

h) .- Fuentes de error.

Se trata el tema de flamometrfa de absorcidn en base-

a los siguientes puntos:

a) .- Fuentes de radiacién.
b) .-~ Quemadores y atomizadores.
c) .- Monocromadores.

d) .- Interferencias.

Se hace una introduccibn al estudio de la fluorome- -
tria y se mencionan los principios de la misma. '

Se describen los componentes de un fluorémetro en el-
orden siguiente:

a) .- Fuentes de energia.

b) .~ Monocromadores primarios.
c) .- Cubetas.

d) .- Monocromadores secundarios.
e) .- Fotodetectores.

f) .- Medidores de energfa eléctrica.



14) .- Finalmente, se tratan los incisos que a continuacién
citamos:

a) .~ FluorSmetros de filtro.
b) .- Manejo y cuidados de los fuorfmetros.
c) .- Ventajas y desventajas de la fluorometria.

15) .- se formulan conclusiones orientadas a mejorar la pre
paracién del estudiante de la carrera de Q.F.B. -
(Orientacién bioguimicc-microbiélogo) .



CONCLUSTIONES

A continuacibén presentamos las conclusiones en un for
mato que la Facultad de Qufmica recomienda para este tipo-
de estudios. Dicho formato consta de dos secciones: la --
primera sefiala el tema desarrollado y el tiempo que normal
mente se ocupa para su exposicidn durante las clases tebri
cas y précticas. Esta seccién esté\dividida en dos colum-
nas, la primera de las cuales contiene los conceptos trata
dos en esta tesis y la segunda describe la habilidad que -
se desarrolla mediante el estudio de dichos conceptos.

La segunda seccién est8 encabezada con el titulo de -
antecedentes y estd dividida en tres columnas, de las cua-
les, la primera se emplea para anotar la, o las materias -
que sirven como antecedente a cada uno de los puntos trata
dos. La segunda columna se emplea para describir los con-
ceptos que deben revisarse en las materias consideradas co
mo antecedentes, y finalmente, la tercera columna sehala -
la habilidad que debe .desarrollarse en funcién de los con-

ceptos estudiados.

La letra minfiscula sefiala los antecedentes estudiados
durante la carrera de Q.F.B. (orientacién Bioquimico-Micrg
biSlogo) y la letra mayfiscula indica los antecedentes que-
no son estudiados y que consideramos necesarios para com--



prender los temas tratados en este trabajo.

Como podrd deducirse del formato que a continuacién-
se presenta, la preparacidn recibida en la carrera de Q.-
F.B. (crientacibn Bioquimico-Microbiélogo), en lo que res
pecta a instrumentacién para un laboratorio clinico, es -
muy deficiente, sobre todo en lo que respecta a Andlisis-
III, Andlisis IV y Fisica (en sus ramas de Optica, Elec--

tricidad y Magnetismo).

Consideramos que, siendo el enfoque dado a esta carre
ra eminentemente clfnico, deben subsanarse éstas deficien

cias.

El Sr. Q.F.B. Ramén Guevara Estrada ha anadido a es-
te formato la columna encabezada bajo el titulo de Mate--

ria.
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‘ TEMA:

INSTRUMENTACION PARA EL
LABORATORIO CLINICO.

D

ANTECEDENTES

(CONCEPTO:

O

:)( TERIA: >CONCEPTO:

('7. Antecedentes dé;}
desarrollo de los
instrumentos em--
pleados actualmen
te.

2. Ley de Lambert-
Bouguer-~Bunscn-Ros
coe-Beer.

HABILIDAD:

Conocimiento de 14;\

"aparatos primiti--
vos" y de las nece~
sidades que orilla-
ron a la creacibn -
de nuevos instrumen
tos.

Conocimiento, com-
prensién, deduccién
y aplicacién de 1la
ley en la cual se -
basan las técnicas-
analfticas espectro
fotométricas y sus-
derivados.

g

AndlisiseI

Fisicoqui-
mica I

Andlisis
IV

f

.

i)(:HABILIDAD:

Concepto nue:\
VO.

Concepto de
color

Naturaleza de
l1a luz.
Teorfa cuanti
ca'de. la luz.
Teorfa dual -
de la luz.

Concepto de -+
longitud de on|

da, frecuencia
nGmero de on--
da, espectro -

radiante y - -
energia radian
te.

_J

Comprensién del fen6-
meno que provoca la -
aparicién de color en
una substancia.

Comprensién de lo que
es la luz.

Conocimiento de los-
par&metros que descri
ben un haz de energfa
radiante.
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TEMA:

N

INSTRUMENTACION PARA EL
LABORATORIO CLINICO.

ANTECEDENTES:

CONCEPTO:

()

:) HABILIDAD:

~

.

=

Andlisis

v absorcidén y -
transmisién.

Andlisis ' Ley de Tambert -

v y Beer.

Andlisis

IV

Y

J( MATERTA: ){ CONCEPTO: <>(HABILIDAD:
(;oncepto de -

JU\J\_/

Habilidad para com-
prender la ley de -
Lambert y Beer.

Habilidad para el ma-
nejo adecuado de las-
férmulas matemiticas-
que expresan esta ley
en sus variantes de -
absorcifén y/o transmi
sién de la luz a tra-
vés de soluciones (co
loridas o no) que ab-
sorban energfa radian
tie:.

CONOCIMIENTO DE LA --
EXISTENCIA DE DICHAS—(
DESVIACIONES, SUS CAU
SAS Y CORRECCIONES NE
CESARIAS. .




ANALISIS QUIMICO -CLINICOS

036-0-

16 QWF B

(:%EMA:

INSTRUMENTACION PARA EL
LABORATORIO CLINICO.

‘( concepTO:

<)( HABILIDAD:

o

ANTECEDENTES :

J
D

3%

4.

Colorimetros
Opticos.

<

Fotocolorime--
tros.

/Eonocimiento y apizﬁ

-

cacibn de los funda-|
mentos de la colori-
metrfa y de la foto-
metria; definicidn -
de estos términos.
Operaciones gue 1invo
lucra un procedimie
to colorimétrico.
Distintas formas en-
que se lleva o se ha
llevado a cabo la
comparacién de inten|
sidad de colores con|
fines analiticos.
Descripcién y manejo
del colorimetro de -
Duboscqg.

Conocimiento y apli-
cacibén de los funda-
mentos de los foto--
colorimetros. Com- -~
prensién de la cons-
titucién de fotocolg
rimetros de una y --
dos celdas, asi como
el modo de emplear-
los.

A

)1 MATERIA: )@ONCEP TO:

‘)<EABILIDAD:

)

An&lisis
Iv

FISICA

Fisica
¥ i

de la colori
metria.

REFLEXION
REFRACCION
DIFRACCION
PRISMAS
ESPEJOS PARA-
BOLICOS
FILTROS.

Potencial - -~
eléctrico, - -
puente de - -
Wheatstone. -
Magnetismo.
Corriente dire
ta y corriente
alterna.
Resistencias.

J

—

/,Fundamentos—\w

/fConocimiento y apli—\
cacibén de las medicio
nes fotométricas.

CONOCIMIENTO Y APLICA
CION DE LA OPTICA A -

LOS COLORIMETROS OPTI
CoS. -

Conocimiéntos muy su--|
perficiales de dichos-
conceptos que permiten
tener una leve idea de
funcionamiento de di--
chos instrumentos.

A




D,

=

F Ajuste y calibracién )

ANALISIS QUIMICO-CLINICOS 036-0-10 OQ.F.B.

X

)( MATERIA: ){ CONCEPTO:

TEMA : INSTRUMENTACION PARA EL
* LABORATORIO CLINICO.

( concepTO: )GA;ILIDAD:
a e

ANTECEDENTES:

j)(:HABILIDAD:

4\wrAnélisisi\(fFundamento -
v que sirve de de dichos instrumen-
base al foto tos.
colorimetro-
y su empleo.
FISICA CONCEPTOS DE_ CONOCIMIENTOS DE OPTI
OPTICA (YA - CA ELECTRICIDAD Y MAG
MENCIONADOS) . NETISMO QUE AYUDAN A-
CELULAS FOTO CONOCER LA FORMA EN -
ELECTRICAS Y QUE FUNCIONAN ESTOS -
GALVANOME- - INSTRUMENTOS .
TROS.
ANALISIS ERRORES FOTO HABILIDAD PARA EVITAR
Iv METRICOS ORI DICHOS ERRORES.
GINADOS EN -
EL INSTRUMEN
TO .
5. Espectrofot6- Conocimiento del sig|| Andlisis Ley de Lam-- Habilidad para el ma-
metros. nificado de los tér- v bert y Beer. nejo de dicha ley asi
minos relacionados - Teoria de la como de los términos-
con la espectrofoto- resolucién - gue implica el conoci
metrfa. de mezclas. miento de la misma.
Enumeracién y discu-
sién de los elemen--| Fisicoquf-f Naturaleza de Comprensi6én de la na-
tos gue componen un mica I la luz.Teorfa turaleza de la luz.
espectrofotdémetro, cudntica y --
asi como la funcibn- dual de la --
que desempena cada - misma.
% _/\uno.. AN LN r." i
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QP

B.

LABORATORIO CLINICO

( TEMA: INSTRUMENTACION

PARA EL

_:>( ANTECEDENTES:

)

o

(' concepTO: 4)(t§ABILIDAD: 4;>(E§?ERIA: i)(SONCEPTO: j)(ﬁABILIDAD:
(’w \W(,Ae ellos. \\(r, 4 A\X
Aspectos pré&cticos
en su uso para la r¢
solucibén de proble-—
mas. ANALISIS IV DESVIACIONES D CONOCIMIENTOS DE SUS
LA LEY DE BEER{| CAUSAS Y POSIBLES SOLU-
CIONES.
OBTENCION DE -} ANALISIS DE DICHAS GRA
GRAFICAS DE AB|l FICAS PARA LA OBTEN- —f
SORCION Y CALT| CION DE DATOS QUE PERM
BRACION. ~|| TaAN LA RESOLUCION DE -
PROBLEMAS .
CONCEPTO DE LU¥ EFECTO DE LA MISMA Y ME
DISPERSADA. DIOS PARA EVITAR LOS
MISMOS.
ERRORES FOTOME{ CONOCIMIENTO DE LOS FAQ
TRICOS ORIGINA{ TORES QUE LOS PROVOCAN-S
DOS EN EL INS-4 ASI COMO LAS SOLUCIONES]
TRUMENTO. POSIBLES.
FISICA CONCEPTOS DE -{ HABILIDAD NECESARIA PA-
OPTICA (YA MEN |l RA COMPRENDER EL FUNCIO
CIONADOS), CE=)| NAMIENTO DE LOS ELEMEN-]
LULAS FOTOELEC || TOS QUE COMPONEN UN ES-
TRICAS, FUEN-=| PECTROFOTOMETRO.
TES DE PODER,
CELDAS FOTOVOI.A
TAICAS, TUBOS A
FOTOEMISIVOS.
\_ . I\ J/KEMPLIFICACION;)K¥ )

-
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+F.B.

)

(zFMA:

INSTRUMENTACION PARA EL LABORAT
RIO CLINICO,

(CONCEPTO:

> Gl

ANTECEDENTES :

D

j)(g;BILIDAD:

(__?ERIA 4?)(;0NCEPT0.

*:K:HABILIDAD.

D)

(’V ‘\’ \\ \\/Bb SENALES ;\}/EONOCIMIENTO DEL FUN- \
ELECTRICAS. CIONAMIENTO DE LOS AM-
PLIFICADORES.

6. Flamométros. Conocimiento de los - FISICA OS MISMOS CITA|| PARA COMPRENDER EL FUN
componentes de los -+ ﬁbs EN ESPECTRO| CIONAMIENTO DE LOS ELE
flamébmetros, asf{ comd OTOMETROS. I MENTOS DEL INSTRUMENTO.
del funcionamiento d
cada uno de ellos. ANALISIS IV BASES TEORICAS| CONOCIMIENTO DEL FUNDA
Bases tefricas en la EN LAS CUALES-| MENTO DE LAS TECNICAS-
cuales se apoya la - SE APOYA.LA -4 DE FLAMOMETRIA.
flamometrfa. FLAMOMETRIA.

ANALISIS COMPONENTES DE|| IGUAL QUE FLUOROMETROS.
ITI LOS FLAMOME- -
TROS.

T FLUOROMETROS. Bases tefricas en -- || ANALISIS COMPONENTES DE|| CONOCIMIENTO DE LOS ELE
las cuales se apoya- || ITI LOS FLUOROME--| MENTOS QUE FORMAN EL -+
la fluorometrfa. TROS . INSTRUMENTO Y EL FUNCIQ

NAMIENTO DE LOS MISMOS.
Descripcién de los - || ANALISIS BASES QUE SUS-| COMPRENSION DEL FENOME -4
elementos que forman || IV TENTAN LA FLUQ NO QUE PERMITE EL EMPLH
un fluorémetro, asf- ROMETRIA. DE ESTA TECNICA.
como la funcibén que-
g:g;egg? de ellos de §l prgrea LOS MISMNS EX-
PRESADOS ANTE-
RIORMENTE .
. N LY AN AN _
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