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CAPITUIO 1

“PROECSITC Y FUNDANENTACICN DE LA TEJIS®

Con relitiva freouencia elPrincipiante piensu en que basta toner
un aparato enfrente, apretar un botén y surgird ol resultado. Es o -
tra la roslidad, pues ah{ su uncusntran {ifintdnd de problemns y si -
tuaciones dif{ci)en gue we deben conocor de antemanc) as por ello que
suglero esta Tesis, 1la que tione como finalid.d obtenwr y presentar ~
algunas obsorvaciones y datos dtiles relacionados cen la oslibracién-
de un sepeotro fotémetiro.

Lo quinica anal{tion se define como la ciencia y arte que deter—
wina la compreicién de matuerias en términos de elementos o componen -
tes contenidos.

El desarrollo de 1a analf{tioa hn seguido muy de cerca la intro -
duooidn de aparatos de medida.

Ello ae inicié con la invenoién de la balanaa unalftica, que dié
origen al anklisie graviedtrico, el qus poateriormente fué suplantade
en parte por ¢l andlisia volumdtrico que se inicié con el material -~
graduado} ewtos nétodus se fueron haciendo cada ver més ixaoctos,

En los dltimos aflos del siglo XIX se did origen a un nuavo tipo-
40 aparato yue vino a revolucionar los métodos anteriores, el fotéme-
tro, el cual en un principio ve utiliszd cualitativamente y posterior-
aonte su uso ne oxtwid al campo cuantitativo,

Los métodou entonces usndou fuoron los colorimétricos y nofelomé
tricos a los que siguieron los espectrofotométricos.

Las modioionoo wléctricas introducidas ontoncou dieron con mayor
oxactitud los puntos finales do lias suplidas ruaéaxonou volumétriocas.

Dosde 1930 el rdpido dusarrollo del tubo al vaofo amplificador y
la oeldilla fotoeléctrioa hun resultado buneficlosos puras los métodos
anal{tiocos.

Hoy, el analista debe conccer el funcionsmiento de estoe apara -

tos pars utilisarlos adocund.unento.
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las propiedades f{sioas de cualquier elesonto, pueden servir de -
base 3 un adtodo. Es el caso de la abeorcidn de la lus efectuada por—
medio de un material colorado; de la capacidad de oonduocién de un--—
ouerpo (potencial imo-eléctrico) o del poder de un €48 pal'a conduocir—
calor.

En otros oasos se dependa de la variacién de las propiedades eléo
tricas de los diferentss elesentos, como por ejemplo en el potencidme—
tro.

Pooas cantidades f{sican fundanentales jusdon medirse dirsctamen-
tej la aayor{a de lus medidas quo pueden hacerse on el laboratorio con
siston esoncialmente en desplagaziento 1lineal o angular, comparando -
con alguna oscala. Tal es el caso do la balanza (lineal) y la burets-
(desplazaziento lineal del zenisca) ; de lan mediciones eléotricns, -
cen desplarauionto angular de aguyss o dol dial de potencifmotros.

La intoensidad de luz y de gonmido sirven tasmbisbn de indicadores, -
pues la diferencia entre ella y el indicador, llevada a cerc convierte
la cantidud & un simple dosplasamiento. kEnta en en realidad la fun- —
0166 del aparatoj traducir la concentracién a uns manera directa y &p-
ticamente obseorvable.

La mayorf{a de los afdtodow annlfticos estdn basudow en toorfu mate
métioa wélida y wuy ocesionalmente en experimentos empirioos, sin ygran
fundasento.

Cozo rosumen snumero algunus de lus propiedales f{sicas pAl utili
tadns en andlisis cuantitativu:

PROPIEDADES NECANICAS:

Densidud, tensidn superricial y viscosidad.

PROPIEDALES TOMAKDO EN CUENTA LA INTEHACCION CCN ENERGIA RADIANTE:
Abeorcién de enorgf{a radiante (rayos X, ultravioleta, infrurojos, ai -

orognmas)

ROTACION M EL PLAN DE LUZ POLARIZADA:

Indice de refracoién, dispersién, fluorescenoia o fosforesocenoia.
PROPIKDADES ELECTRICAS: »
Conductividad eléctrica, constnnts dieléctrica, suoeptibilidad magnéti

ca, oarsoterfsticas do corriente de voltiaje.
PRUFIEDADES TERMICLS:
Cambios de teajor.atura, conductividad térwioa.

FROPTEDADES NUCLEARES:

Radiocactividid.
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La espectrofotonmetrfa se hasa en lu medicién de la absorcién de
lugs que una subetancia coleoreads produce en un momento dado.

En la colorimetrfa, una porcidén de luz (luz filtrada) es la que
pasa & través ds la substuncia coloreads. En ocaabio ni ne efectia la
medicién en cualquier Area del sspectro parte de un rayo de luz @aono
cromdtion, tendrezos 31 fenémeno de la eusjpectrofotometria.

Por lo anterior, en la esjectrofotometr{a noe valeaos de un apa
rato que en afntesis meyara la luz (radiacién) en sus diferentes ga -
mas espeotrales DATG UsEr A nuentra convenienciu la emisién de la ra-
dincidn con la gama que z4s nos cunvenga usar al medir la absoroién -
de radiacién de una sudstancia dadu., Es decir; artificialmente obte-
ne2os una eaisién de lu: monocrordtica.

Yor ojesplo: usandc una radincidn dontre de ln gaxa 575 a 590 -
encontrazos que una sclucién olprica atserberd aclo el cospoaente ema
rillo de ean radincién, dojando pasar ia lur conplomentaria o sea la-
azul, ;oerzitiondo eofectuar una zedicidén adecua.a deo dicha substauncia.

En resusen, wui wsjpectrofotometr{s obtenemow uni serie de radia-
cicnes de diterestes tipos {diferentes sumke), yuv nos jormitirdn con
o, cr precisidn medir la abscrcidn de radiacidn propin a determinadus
soluciones.

Algunne ncluctones pueden sor medidas cunntitativazeate por -—
sus ouracterfsticas projpias de sbeornifn u deterzinado tijo de radia-
¢ién. Sin embargo, valiénionos de su propiedad ze resccionur con 0 ~
tras substancias parm formar compucston de una colerscidn nds intensa
podremos obtener mediciones con Zugor facilidad » svensibilidad.

La oantidad uboorbida de radiaotdn pro,is u detorcinada substan
oia o8 diroctamente prujorcional a in concontracién de dicnas substan

cius en soluoidn, o n la distancin que lu radiacién tiovne que atrave-

sur,
- TR -
Raju - L4305 L. ,:o-_t-“ o fw,ﬂa} ‘
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- i ‘-..
Rayo — 2 omted 4 am}n . dlcm)ﬂ
Sabemon ue la cﬂﬁitdnd de Pﬂdl“ulUn nbuuxhlda por una subdbstan-

cin dade varfa de acuerde con la gama do la radiacién ueadu. La se -

loctividud do owa gama es ruportante, ) ue lleva & oanbo convoiendo -
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las lecturas espectrofotométrioas de variuss concentraciones conooidas-
Y Que se obtuvieron a diferentes gamas. Una ve:r deterzinados los pun-
tos gr&ficamente (% de Transmisidén ve. longitud de onda), se unen con-
lfneas y de ests manera se notaré la zejor sona de absoroién, la que -
se elige como se desoribe en el Capftulo V de Calibraoién.

Después de determinada la mejor gama, el proceso de calidbracién-
nos lleva a deteruinar gr&ficesente la ooncentracién y la densidad 6p-
tioa (papel milimétrico) o la concentracién con el porcentaje de trans
pieién (papel seai-logarftmico). Se unan los juntos dando una l{nea.

He aqu{ en pooas palabras el objeto de este trabajo, consistente
on el desec de que sirva pars orientar sobre la oslibracién en espectro
fotonetr{a basfndoncs en los trabajos realisados pars calibrar un es -

pectrofotdénetre Coleman Jr.



CAPITULO IIX
“FOTOMETRIA Y OENERALIDADES"®

la fotonetr{a se define ccmo la zedioién de la lus. la luz a su
ves cowo toda excitaaid: del nervic értico que nos produce la sensa- -
cidn de luxj pero ajuf no solo nos referizos u esa sensacién interior—
aino taamdbién a ls onusa evxterns que ul Actuar sobre nuestros ojos pro-
duce la expresada sensacién. las inpresiones luminosas sc distinguen-
pors la ifnteneidad o claridad (lus doslumdbradora, mate, pdlida, vaci -
lante, etc...) ¥ por ol cclor (lus rojs, asarilla, verde, etc...).

La lu: segiin Newton ) Huyghens, es debidn al movimiento ondulato
rio (transversal) del &tsr. En ouantu dichc mevimiento etéreo llega -
a un cuerpo cunlyuiera, le tluwina y se¢ oonvierte en uuevoas coentros on
dulatorios del éter.

On rayo luminosc produce energfa radiante y &siu es debida a las
ondulaoiones antes xencionadan. La raainoién consiste en un discreto-
desplasaziento de foténes. )

En una mserie de ondulaciones se distiaguen orestas y valles.

la distuncin eanire dow crestus o dos valles consecutivos recibe-
el nombre de longitud de onda y se reprosenta jor la letra griega c‘)—
gB8RA.

El tieapo espleado en verifiour una ida y vuelta completa a par-
tir de una pomicién doterzinudu so llamn tiempo de owoilusién o perf -

odo.

Frecuonoin, es el numerc de omcllucjiones por segundo, desoritio
por la onda. Las unidades de freouencia son los “Hertz" (un hr os i

12
gual & un ciolo por segundo) y el "Frosnel™ (un f es igual s 10 hs).

la velooidad de prupaguoién de la lus es muy cerca & 3 por -

1O‘Ocmt-. por eegundo, por ruadiacidn en el vac{o y dieminuye cuando pa

su a través do substunciuauy transparcntes.

La longttud do onda os duda por lu rolcién de la velooidad s la
frovusnoin. Las unidades soni Angstrenm (a o A%)§ un 3- 10 g:t-.
Xicro.en (M); un Me 10 ~, N=10 “omts.

¥iliwiorones (m /M) un -/l-1o'3. MN-10 4

Una cantidud yue o e 1mjorianoin on algunuas cirounstancias es
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el "nimero de onda" que viene siendo el ndmero de ondas por centimetro.

la szivién de raycs de una radiucifn consiste en la energ{s origi
aada por ls ypropagacién desde un manantial a través de un vidrio o un;:
soerie de medios, & un recepter donde es abscrdbido (menos la cantidad ad
sorbida jor el wedic & su jaec). Coto ia enorgfs por unidad de tiempo:
es poder, me juede decir joder de radincién.

Flano de lus polarizada es lus cuyas vilraciones han side reduci-
dap a un scle planc de propagacidén perpendicular al cuerjo.

La lus jularizadsa so jueds jroducir de variup maneras!

1) For roflexién parcisl: tal es ol cusc de una léxminn de vidric-
@ una suyperficie julida; tazlién jor reflexién cde part{culsam coloidulen

2) A través del jriwzi de Niccle y otros sirilares.

1) A través de cristales antsotrépicon, cono al sulfate de yodo—
Quinins,

Otro fenérenc f{sico quo me cinsider: bhsice e fotocetria os la-
refraocién de 1o luc. L& erjeriencimn rom onsals jue cumRndc un rayo de-
lug Ilega & 1la suporficie do sepnrncidén de dop medics ne divide on doe-
pereoicnest unn gue coentinis propasdndone for el artiguo pudic{os refle-
jada) y otra uae penotrn en ol nunvo sufriendo una desviacién (o8 re ——
fractada).

Existo on espoctrofotcmetrin una reja de difrscciédn que tuve su o
rigen en este jrineijlc, y jue virve parn vlegir un haz de lus determi-
nado, elisinundc los rostantos.

El enrelado de d1fracoién se conalleln como unn serie de bendidu-
ras separandus jur poyustins barritau opacas. Conmideresos una luc que -
llega n 1z roja de difrecciéng la lur paniré a través de cada hendidura

las quo dispoersurdn la lus on dxrorogtu direcoién.

B
i i

El &ngulo que correejcnde a 1a luz eomergidu do la reja difractors
depende de ia direcoién do lan Ju' inocidente que llega » la reja.
Cunnd:. ln ondn Juminoss ircidents y 1la energente estén en ol mis-

®mo planc al fenémoenc ve le llaua de roflnxxénx‘ =1 ﬁudulc do incidencia

o8 igual )l £ngulo de reflexiédn. R

I

—

En espectrofotomotrfn wo utiliza ouvi frecuencia las lentes, yue son - =
cuorpos transjarentes, lieitedos jor dow superficies esférions. Aten -
diondo n la pusicién relstiva do lias dow grjerficies se distinguen dos-

olanos do lentoa: positivas © CSn¥eIAS § neyalives O asénoavus.



POSITIVAS:

Biconvexa O

Flano-convexa 0

Cénoavo—convesa D
BEEGATIVAS:

Bicénoava X

Flano-oénoava 1

Convcxo-—cénonvu&

Los raycs esmitidos jor un puhto acn refractados por la lente de -~
munara que, después de hnbterin atravesado, consurren tcdos & un punto.

los raycs Que panan j<or ¢l centro de la lente (centro éptics) no-
sufren desviacidén y se donotinkn raycs Lrincijales.

Todn lente tiene dos focos, unc n cadn lado corresjondientes a -~
lo# dos sentidos a que jueden lleyar los rsycs joralelos al eje princi-
pal} los dos focouw oudtdn a dist:ncine lgunles &l plano pritoipal.

Maroha de lon tree rayjos s nciadbles:

1) Bl reyo jaralelo al eje jrincijul, uns ver refractado pasu por

el fooo _6

2) El ruyc (ue jnsa j¢r el foco una vor refractude es parslelo al
sje princijpal ..‘,k\.‘.,a;;le_:.'i.'.,_‘..

3) El rayo princijal (eJe secundaric) nc os desviadc por la re- -

fraccién VO

DERSIbL G CFTICA.-

Algunbu vecee o8 couveniente en eojeotrofc tometr{u eipresar los -
vulores en términos do Dennidad Optica (D). La ventuaja de ests zanera~
de c¢xpresarlos op  ue Jeo ostu suorte los valores eipresusdos por D. son-
direotamonte projorcicncios a4 low viloves correujondtontes a C {conoen-
trucién); por eyosilo: une solueién (1) sestrando el triple de 1s lectu
ra (D) tumbién habré triplicado el valor (C) de otra solucidn sinilar -

(2).

¢, -~ -
» ——b-:— 1 D‘, l..D‘z
£ -5
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Densidad Optioa es igual a D = ~logaritse de T.

la K deo la eoumcibn se determina midiendo priceramente la densi -
dad do una suestra de concentracién conccids. la concentracién de unpa-
mucstra desoonocida sinjlar puede encontrarse entonces midiendo su den-
sidad y multiplicandc esu valor jor la constante X. Obviamente as rosi~
ble preparar gréfices de calidbraotén C-D en manera exactamente sinilar-
& las gréficas C-T, tan eclo usandc papol msilizétrico. La ventaja de --
1a expresién D consiste en que es directasente projorcional a la concen
tracién (C), si sigue la ley de lasbert-Beer.

las desventajas ocneisten en yue ian lectura ce la eacala de la —
densidad Sj3tioa en el aparatc rno es uniforme, var{a mucho por la asime-
tr{a y por learsc de derecha a irgquierda.

En anklisis la diferencia en conocentracién de un constituyente -
(C) considersdo ontre una mueatru y una solucién de roferenciu aw deter
mins midiendo el porcentaje de transmisién (T) de la =zuestra con respec
tc al de la refarencia. El valor te (C) es ccaputade entonces (o deter
ninado por curvas o tablam) de este valor (T) qQue se ha medido.

Si es necesaric la concentracién absoluts Je lu cuestra puede lo-
grarse adudiordo al valor comjutado (C) la concentracibn conocida del -
constituyents considsrsdo en la roferenoin. UJenvialmente sin embargo,-
ol método anuniftico es tal ue eote Uliime Jusc os 1nnecesaric, ya que-
1la referencis selecuionads es ol blonck, Leouo coit loa misccs reactivas
usados al preparar ls suestra, de tal maners que la ocantidad de luz ab-
sorbids por el saterial iatrcducido en los reactivos serd lo zisco en -
18 referencia gue on lu muestra, de ah{ que auteméticadente se cancela-
upo & otro.

Una ventajs definids en el métede espootroquinico ¢s esta munera-
de nulifioar las imjuresans de l0. reactivows.

La reaccién entre () y (T) es viactamente sipresada por la ley -
de Lambert-Beor en todc casc on que los requis:tus de eutn Ley son en -
contrados. latos re .imitcs sont

1) La modidu de (T) debe bacerse con lur moncoromdtica.

2) la mediciSn deberd hacourse & una lot.g1tud de onda que corres -

ponda a la regién de los coustituyenteu do in ourva (S-T) eun donde (1)-

4 e pixima-
substancialmente ow uonutante o sea en la witad de la regién d

absorcién o sva la porotén :lana de la curvi.
3) Ln refarencia debo ser peloovionndus de tul mansra que (C) os 1

gual & cero, ounnde (7) en 1gual » 1WO.



4) La naturaleza de 1a solucidédn prodblezn debe ser tal yue su por-

centaje de tronscisidn resjonis taa sole a los cazbioe en concentracién

La izjportancis de la ley de Lasvert-Beer se enfatiza aguf porque-
es 1la sfie nivple y segunde joerque es ¢l dnico medic¢ racion.) de trasls-
dar lecturas fetondtricas A expresicnes corroesjcndientes a is concentra
oibén de la zuestra. -

La ley tazmbién parzite frecuontezenio la deter:inaoién sisulténes
de don y ain de tres conatliyentes diferentes on la ciuda zuestrs, sin
interferencisa mutus y tasbldrn se encertrard conveniente en otlros aspec—
tos que no detallaréd,

s ley do Lanbert-Beer asudula ue ls con.entracién (C)} es progor-
cional nl logaritzo dol recf;rucc de 1a {T) per ol fector K.

”

Za K log. —l‘

Aunque la loy os expresala on 1a forsn antericr ds%a no es uca -
forsa converiente para uscs jré&cticos jyor,ue requiere dow cperuciones -
de satonfticans, consuzidorne de {lezjo, O vel la detarzinicidn del reof
prooc y de au lcoearytac.

Una forza zds air;le oo U= <X log. T £ate eouscidn slgny
fiaativazotu sonaln que cuslulaer concentractin (C) do una solucién dg
da es grijorcicnal al logaritso do su corresjordiente {T) transmisién.

Este significa uv i6 graficn e {2=T) de osta relacibnm, serd una
1fnen recta pi se grafica en pagel de coordinadas soni-logar{taicas y -
tal grifica conntituye una galibracién por sedio de 1a cunl una voncun-
tracién ccrros,onde a un valor yurticular de (T) transmisidn.

Lo ocuse¢ldn senals adezliu . ue cull 1{nes ruvcta wupociticadu siex-
pre interceptard el juntc = a Qorl Te n toLX. Concorduntesunte ou =
puwible pru,arar la graflea de calivraoién (¢-T) de un métedo analftico
ein cdlculop. HSizpleconte detersinese la (T) o solucién de concentra-

016n cunicida, grat{ uess sulu punto sescenoctdo , tirese una l{nen que

tntorce,le este ,untc y ul . erc, wata 1{nes en la 1{ncs grafics de call

braaién.

L j;recietdn 4o este cétode leo grafichr de onderd do lo preaiso-

que el método analfticu siga ia leoy do Lambert-HBear y o® piegpre aoonso

jable jrepasar o zedir ia trapsasidn de viarinan soluciones g copventra-

lndo dwl método.

c1bn ohouiaad, aantro del zArgon contemy

e pers pon s RTIMA

Arrcoea ar imojaem o afn de fodiee gaivanoshtrice detide o nisdinn
ClOnen 1t lcigublelas oo owri dwe [T n-yurud\\r oy la loctulw do ia cavala
salvanemelr. B o n it cwt3tu,. en el error snntium htal ubaoluto.




Un error enteramente iode,endicnte del aétodo analftico Yy de 1a ha_
bilidad de manipulocidn del oparador, ol efecto de ests error absoluto-
on la precisién de un anflieis ee llamado error efectivo de instrumento.
Si una muestra de sangre contione 15 grs.f de hemoglodina, pero las 1li-
mitaciones combtinadas del instrumenic y del error do lectura causan que
el anélisis indique 15.15 gre.%, entcnces el error efectivo del instru—
mento sard de 1€, Obviamonte al analista lo preacupa sfs ol error efec—
tivo que ¢l mbscluto i1nstrumential.

La magnitud de un error efectivo corresjontiente & un valor absolu
to dado om depaniiente de ln transnisidn en la =ucstra quo se cotd usan
do y cowo consecuencia la eficacia de un provediziento analfiico puede~-
deponier tantu del grado de dilucidn soleccionndna ceozo do la precisién-
de laa reacc.ones gufai:ap utilizadzaas. ¥ate vs un hecho un el analista
soguido olvidn en sl daecarrollo de nuevos ;rocedizientos, a pesar que -
su obaervaoidn, siexire so traduce o: datos mAs oxnsctos y conalstentes.

La figura {2) {lustra el error ofectivo correnpondiente & un error
absoluto 4e 0.%%, o intica lo jotroe de conducir andlisis espedtroquizmi-
008 tanto a valoros suy aiton couo talos de itraszieién, Las rizones pa-
ra limitar modidas do iransz=isidn a una ganma que dé leoturans ded {5-90)
son abora evidentows.

¥o be debe confumiir el Jolor{suviroe con En,uctrorotéuu:ro) en am~--
bos ®e puoden hacer lincamiontoe gri&ficos de calibracidn, la importan—
ain de distincidn conststo en que ol vordadero esyeutrofotémetro, la in
menaa mayor{a do las determinacioneu siguen la Lay de Lanborv-Boer debi-
do a que we utiliza ln lux monooromftica, no asf en ol ocolor{matro que-

requisre la detormsiuacgién de conponiracionus conocidns ziltiples,

3 N »
* . re e e 3o A4



CAFIIULG 113
“TIE'CS JE AT AATCS POTUXETRISCS Kas CONUUES™

Exiuten varice ayarston de zediondn que utilizan bleicamente el co
lor 7y 1a intensidad do lus, se usarou y sl minos adn se uaan pars deterai
nacionen cusnlitadivas ; aln cuantitatlivas,

Cinco son loa 24 lireotaxente relac.xnador oun oste itradajo y - -
alloe mon: Jolarfnetr., Turtidf{mesrs, Yerwidaoir., rluorcfutémetro y ypor

dltimo e Eaje0trolctédmetru.

Todoa depenlen do i medictdn Jdo (ntensidnd de 1a luc, yu sea
transsitida, reflejadn o productda u travée Jde flucrescencia yor sartiou

las suopandiine en un ¢ utde,

Eatas ;artfculan jumien ner roldculas, ugreqdadon colusunlas do wo-
léoulas, 6 jarstf{cuian méa grandes, parc an todeos casce su sungentraoién-
gobierna la magnitud del efocto cLuwervado.

Kl colorfmatru s un aparato jarn sedir 1a transaisidn de una solu
cidn coloreada, clara, en relav:fn do un standard de roferencia. Es auy
Mtil y 3u uno en anf.inia cuantitative os grande, la senaibilidad y uti-
lidad son lan zejuroen des;ués del vapestrofctbémetra.

El turbid{motro ee un inotrumsnta anklogo, emplendv eupoc{fioamen-

e Somo
te paru medir suspansiconos turbina ua pumton uer aglanificadas o no vcouw

coloides. Sirve pura andlists guisico-todunstriales jor ejenplo nrufre,-
sulfaton, eto..

.. . do la canti-
£l Nefelbmotro pur otra jparie oa un tnstrumonto guo £l

- ‘almen
dnd {0 lue dispersnda ;ur jartfoulsa suspendidan o tluminadus lateralmen

I 4 a, Entro sus usos -
te jor un intenn: ruy. de lus dlanvsa o acnocroadtion

8irve para ciuecar la ciartdad do Siltrados ougeroiales y balidas,

El Ruorf{metro ¢ Plucreofotdaetro ou un dinoito siatlar poro la luz-

. - refragsoién. El -
cbeervuda es producida jor fluorescencis wi Ves Jo 08 T

aplica -
ra,0 lateral de tluminasién »e ultravicleta y ol método solo ov Aj

. n de vitaml
a subatanalas qus {lucressen. s suy dtil vn la dotersinnoid

naa y en otros canjea on,ecinlieados.



El Espectirofctémetro taxbién utilisza la sedicién de intensidad de-
luz transsitida) tan eolo (ue aquf{ eeta luz es msnocrosbtica Y puede ea-
o0gerse cuslquiers do aquaellas unsontiradas on ia cazn del espeotro.

S5u utilidad es azj;lia y utiliza al tgusl que el color{metro una so
lucién standard de reflerencta, -

Kediante el usc de la e»,ectrcfotometria eu zfs fhcil que las sube
tancias sigsn la ley ie Laxzdort-Bear.

los Enpectrofotézetreas ncn variadoce en su tanmafie y calidad encon ~
trdndose algunes un tanto complejos cone el Backzan D, U.t = y otros me-
neo geapliceades , da mager ¢ menot precisién.

Kl Eajoecirafotdunetire Joleazan Stantand, es de gran sennibilided y "
se puede depenier de 41 para tradajus de preatasfn.

Su sodelo soupmote, Jolezan Junior es reistivssonte uiazple en su -
eatruatura, de muy f&sil manejo y Lantante sonsidle, jor lo cual su uso-

en laboratortia clinice ve grandoemante favorecido,



CAPITULO 1V

"ESPECTROFOTOMETRO COLEMAR JUNIOR, PARTICULARIDADES®

COKSTRUCCIOR DEL APARATC T TEORIA DE OPERACIONG

Un resumen de la teor{a y conatruccién del espectrofotSmetro Cole-
man Junior, es sencillo y comprensible y el estudiante encontrard estos-
conocimientos dtilen purn el usoc de ln espeotrofotometr{s en general.

Primerc hablaré del monocromador, (véase dingrama), que en el apa-
rato os iluminado por la ldapara exitandora, Estn ldmpars tieno una po -
tencia de meis voltios y oo puade prender y .pagar por medio de un - -
awitch coloocado en lu parte pouterior.

El filamonto Jde oota lAmpura es muy delgado, mide 0.3 pulgadas do—
longitud y eutd colocado on 1n bane de ln ldmpara, Xl lugar de este fi-
lamento es esorujuloeamente sscogido jura yua quede exactamente dentro -
de ln posicién, en sl sistema 6jtico monoorowdtico, ya que de ello dapen
de la gama o longitud de onda de la oalibraoidn.

La luz de la 1l4&m,ara producida por el rilamento penetra en el do -
ble sistenn de lentes del moncoromador, en donde la reja de difrsociof -
no intorpono entro laus ..ouw lentes condensadoras produciende, un espectro
verdadero que ses proyeota en la lémina de salida del monocromsdor, dejan
do ovata Gltima pusar tan solo ol rayo menocromdtioo que cae en su hendi-
duria de sulida.

La poalcich de! filmmanto de lu ldmpara puede sor altorada al mo -
verse ol bruzo de la miama. De euts muanera, al rotar ¢l dial correapon-
diente a la gumn, ol filamento del foou ne pusve & truvés del eje dptico
del monooromador resultando sn el correspondiente cumbio de la imagen --
eapoactrnl. El disenc del inmtrulento us tal que la percién de la luz es
pectral que da hosho pasa & iravés de la rondl ja, ocorres,onde siomapre e-
xaotamente a la longltud de onda indicads en al dial,

El rayo monocromfition atraviesa la cubotu y fin.lzente su intonsi-
dnd os medid. por ol fotémetru, bl rotdmetro Jde oate instrumento consip

te on una fotogeldilln conectada jor un ¢ircutto contral & un galvanéme-
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tro iluzinado por la proyecoién de una lémpara galvanométrica.

la lectura uwe hace en un tablero graduado, montudo en la parte su-
perior deol aparato.

Junto con la fotoosldilla se ancuentra un filiro de correcién para
componsar lu gran diferoncia de respuoats de la fotoceldiila a las dife—
rentes longitudes de cnda, Taxdbién debe entenderse que esta correccién-—
no eo del tcds coapietn y jue cuando el dial de la gama es camdbindo de -
posioidn, el de Gata indicard tacbién vuriacién marcads.

En resuzen, el oujectrofotémetro Colemsan Junior se usa eascogieudo-
1a gaan desenda por modic del control de la =misazn (botén al ceutro del -
ayaratc,. luegu, cun el control del yalvanémetro ropresentado por dos -
botones de ajuste, groserc ; fino, se logra que el{indioador lea 100% de
tranusiaidfn con la cubeta vaofa. La cubeta de la muestrs ae interpone -
luego en el rayo de lu lur qus alcunza la fotooélula y por lo tanto una-
diauinucidn pro,crcionnl en la ;o0eic16n de la asgu;a (ndicudora, sn donde
oo efootila la lecturs final,

Un tablerc jura usos generales ase sucinistra con cadsa instrumento-
standand, estfn cuiitrados en porcentaje de transmisidn y en densidad 8p
tica y BOn muy convenlontes paru el desarrollo de nuevos pétodos y para-
la e)ecucidn do los ;0 existente..

Un. jarte imjortante el oquijo corres;ondiente a un espeatrototé-
metro es ln coldilln o cudeta, Hllas juodoen ser redondas o cuadradas, -
no importandc sayurmente cusl deo vntaas formas se utilicen, ocon tal de -~
que el didmatro o eapesor Juo tiene yue atravesar el haz de lur sea el -
mi8mo on teian la. cubetas. &l espectrofctdmetro Jolemsan Junior las tig
ne redondas ; con Jifarontes difinetros, Se encuentran en el mercudo cu-
butan de jrocieidh saficionte jura traubujo cli{nico regular y otras de al

ta procisién pura prusbas waw delioadus por su wenaidbilidad,
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CAPITULO V

“CALIBR CIOK, OENERALIDADES"

La calibracidn de .ia curvs vtandurd e prepara teniendo como jun-
to de partida uns scoluciio con una concentracién conooida. Esta nos per
nite haocer dilucicnoes cinooldan por medic de los chlculos correspondien—
tes.

Una vex conocidas estus conoentraciones, se determina oléoiricnmqg
te su valor (con eepectrorotémetro o aparatos similares), miguiendo el -
procodimionto quimico correajondiente.

Emto pos durd carias lectiuras que corresponderfn al valor de lug -
diluocicnes conocidas de antomano, lnn que se graficaréin en papel wilimé-
trico si se utiliza lo donsidad Sjtioa o en papol wimi-logur{tmico si se
usa ol poroentaje de trunwmieién,

£l procedimientc se repite varius veooe y cuando se sucede la ocoin
oidenoia de puntos se grafica la curva inal, con lu que se propara la -
tabla do valores tomundc en cuenta ia leotura y lus concentragién.

A 1a solucidn primarin, con una concentracidn conocida, so le lla-
na "solucién mudroe® y vo Lreparaiu pesuando sxactamente 1la substunocia pro
blowa {por ejemplo 1n ylucosu) debiismente deseonda.

El molvente jpuvdu wer de varios tipou, negin corresponda a la subs
tanoin probless; por ejemplu: la lucoss we disuelve en unt solucién de-
&cido benzuioo sl 0.29%, purn oviiaur el desdoblumientc de la misma por -
la farmontacidn que u uu ver es provocsda por bucterims. £l dcido dbeu -
201¢0 inhibe su deenrrollo.

La d1lucién del colesterol jusde hacerse con Acido aocético, ya que
s insolublo on el agua y por ser el me,or solvente. lars hacer wés ré-
pida su woluoidn ae culienta w bano wal {n.

Existen "wolucionos madre ' en que su prepuracién solo s factible-
diluyendo ln substancii on unn "merola de susros™, tal es el ocamo de la~
bilirrubina. Tombién so roe utere de un ligero oulentamiento.

Existlen cusou en yue ln preparucién de 1. "sol.cié nadre" dedbe -~

1lovarse a «nbo o4 una tomjoraturs deterwinada, von oles eiactitud de -
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biendo efectuarse con rapides su preparacién y determinacién. Tal es el
oasc del tizmol, en que se utiliza una subatanocia que a deterazinsds tem -
yeratura y unA ves injciada ls reacaién qufmica da origen a una precipi-
taoidn de partfculas eimilares s las producidas yor un suero sangufneo.

Hay soluoiones “standard” ue vontienen substancias de valor cono-
cido y se venden en al comercio simplificendo y estandardirando su exac-
to usc y valores, tal es el caso del Acuglod{n para la calibracién de la
Hesoglobina,

las coniicionos para cada substancia son espwof{ficas y por ello (1]
" r{an sy largo de onuaerar; solsmentu guierc explicar yue para iniciar -
una calibracién se deden conccer todos estos factores, que provocarfsn -
erfores ) {recasos sin eu antericr conocimiento.

La técnich de cam1 todna delerzinncién puede ser hecha em til forma
GUo sun laton wigan lu ley Je lusmbert-Beer ccen jrecisién ex.elente pre -
visto que las unitdades sean hecbas con un espectrofotémetre verdad ero,

Cuando eustins condicicunes ve encuestran, ls construcciédn correspon-—
dionte de una grifics de calibricién (voncentracién/ transmisién) es tan
sigple como senalard., lor w)esplo: en ls detersinacién de heuoglobina,-
véase lu gratfiow (1) ee¢ notardi Jue hay cuatro resgionea espoctrales donde
lu medic16n de trenszis.dén puede ser hocha en una parte plana de lo por—
¢i6n de la curve (¥-T) muestrs transziseién cozo lo demsnis la ley de Lam
bert-Beer.

1) Entre lu gumn 575 a 625

2) Juma SR

3) Gama H00

4) Entro lu gams 400 5 4HU.

La regién (1) serd democh.id.a jorgue lu bemoglobina wuestirs su me -
nor abworcién ; la téonicu serfn altumente sennidle & otros factores,

La resién (o) apsrece onteramente aatifnctoriu, la dilucidn con la
cunl 1x ourva (B) fué hechn (1-300) ev uns conveniente relacién olfnice-
7 la medici¢n de) valer T deo la sangru nerma) cae dentro de la porcién -
rogolmeti.adn Lo transrisidn (5 () ‘}0}“)-

Lo regidn (1) ve dvsecha por gei mones vupocf{fic. que {2) aunque -
pusde pel satisfactodlin palis el jrocodipientd usurla.

i regtén (o) tiene Jan ventugug de (2) wole que lu Hemoglelina es

Lan denn . o be necenite une di1luoién (1-%00) y 6sto en un inconvenien-

tu.

Fwscog wrezon T trabagur 544 usunde vubotsy 10 x 15 mw y la dilu-

c1én (1-3U) cor un. solucidrn de carbonato de vodio al U.1%, usando este



aiszo disclvente como blanok.

DETERXRINACION D LA NEJCR LONGITUD DE ORDa.

Para 1a elecorér de 1a mejor gams ¢ lengitud de onda se procede de

1a manerns zigulente! Una ves elegida la técnica a seguir en cuanto se -

rofiare a 1a parte gufzica se yrocede & verificarla a diferentes consen—

traciones copooidas, wn leen en el especirofotémetro a diferentes gamas,

For ejexs.: sa jTeparan dilucicnes de giuccea, jue corres;onda a e8tas -

concontracicnesny

1as que Z2arén las corres;cndientes lecturers a las dife-

rentes longitides de omdn.

£ *Q a8

LR ]

40 zgs e mgw 1 BgE WO e Caza ¢ loug.
da onda.

5 4s 4 1.5 500

82 3] 41 15.% 50

£1 69 40 19.0 550

Una ver ooncoidcs esios dulcw se grafican en ga,el miilmétrico uniendo -

los puntos. Tl come la contiruacién lo sdjunto en los ¢iferentes cusos

Y tomando en cuenls lacturas contira gazas.

Creas-
L
.
c
t
u
r
a
[
CULESTERCL.
SHRgH
i 1%
o 19
c b4
1 8b
u vy
r 90
a Y0
0 By

€1

Bugs  16Mcs 32 Wgs . Oasa
14 76 65.9 400
15 13 0.0 415
14 10 54.0 29
66 0 27.0C 450
63 42,5 19.9 479
15.5 66 47.5 500

1LOMgn 200Me D WONgw 40000 Gans

96 36.9 23 14 300
v} 44 0 21 429
12 56 43 33 450
17 65 Y3 14 475
b0 06." 91 48 %0
82.5 0 » bad 22
80 6y 99 by 550
18.5 67 St 47 975
76 4.5 53 4c €00
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10U Rgs
76
71

4Ues
64

155

FL]

200K

10.100re

64
66

Shes
57

0
88
97

KON,
51
53.5

40.5

LARY
03

57.%
63.5

2.5

400Nge
41
43.5

10¥ss
35

51
5.5
94.0

50,0
78.5
83.0
8.5
T4

79

89.5

Qama
625
650

Camn
400
429
450
475

525
550
515



3

b
.Aﬁmnd?f
.,M NIn1 22




ERSY

ST b ymn
30 NOIDWN IM1L33

OHL

e 39



]
!

SIS U S S

b

H
i
,, M SRR S S i [ ;
i ; i,
F o eartaewnr M . . o
’ DEARR Wy A oF O s . L




2

"

o
YL

N
RALL

3 N

-

“

.
[

1 poE
sy [
N ‘

s [

e voneh i

e

“4

Vi

¥




¢

Ly

v

1o N

RISV FOR P

ol

DR

i3

ra—
\

¢
PR
. -

NUPNRIN

e s gt
! 3
t i
et
LIRL AT R
I3 .—
! Lo
I

)
i
!
[
3

A



CAFITULO VI
CURVAS DE CALIBHACICK

Slucoea.

Fars la projaractén de la curve de slucosa, priceramente se dese-
¢u una cantidnd de glucocen jor tros d{ns on unn estufa, a temperstura a
decundu. =atc we hucw con o) cbjolo deo substraer el Bgun de cristalisy
e18n hretln o) =mfr130, evitamdic varisntes en el peso.

Ensoguids se jesan, por ejemilo 0.5%0 Urs ccn mucha precisién, -
los que se colocan en un zstraz volumdtiico de 100 o.0. afortndoné’con-
unn soluoddn w G.2%% do Kcide Bensdicu o.F. v una ver disuelts la gluco
88 no inicie la prejarscidn de diluciones a partir de estw soluoibn ma-

dre do la wiglionte cunerat

c.c. do "Sol. Nadre" Vol. rinal con Ac. Benzéico Mgs. por ciento
al C.25% de glucosn,
e 50 20
2 250 40
3 250 60
4 250 8o
5 250 100
3 100 150
10 250 200
6 100 300

Utilieundo 2.c.c. de ondu unn de estws dilucicvnes y siguiendo la -
técnica do Folin-Wu (métode usado on este trnbajo) pe prectics 1a deter—
uinnélén eujagtrofotuendtrion (espactrofotémetro Coleman Junfor en el 1Te
gente Lrubwjo), et ol (uo wo ba determinudo prevismente la gumn, @e pre~
purun nuovay solucios s swtandurd, repitiéndose la prueba. Las lecturas-
sun copjuradas uns vue ue so .ralican,

Furu hi.oer lan gurva graficumente en papel milimétrico, so. tomsn en
ouenta conoentracién y dennidad Sptica. Unt ver conooidas la D. Optice-

¥ la Concentracién ne coloonn los puntes, considerdndoss correota la- -

pruota cusndo ostos juntcs coinoiden,
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Una ves tirada la l{nea, se prepara la tabla dé valores que facili
tard ol manejo y lectura.

Datoa de Calidracién de Glucosa

Nétodo de Folin-Wu Coleman Jr. (500 Cames)

Concentracién Porcentaje de Transmisidn Densidad Optica
40 b2 1.0862
80 68 1.167%
150 54 ’ 1.2676
300 35 1.4559
40 83 1.0809
80 65 1.1871
150 41 1.3872
50 80.9 1.0942
100 62.0 1.20706
150 47.0 1.3279
200 35.5 1.4498
80 70.5 1.1518
150 46.5 13325
300 21.0 1.6778
40 85.5 1.0680
0 70 1.1549
130 &7 1.3279
300 21 1.6778
50 85%.5 1.0680
150 70.% 1.1518
100 20.5% 1.6882

NITROGENC UREICCG Y Ukka. - ) .
trojpdrosc unu wplug:6n Standnrd" de ures, disolviendo 171 Mgs de

Uros <.}. en 100 c.c. de agus destilads (80lucién muare)
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C.C. de Sol. Xadre ¥ol. final con sgus Ngs. por 100 de
5. Uréico
0 b4 o
5 50 8
10 50 16
20 %< 32
» %0 8

Fractiquess 1la técnice odiraris {en nuesirc estud:o uasxos la- -
técnica de Caureau, Diacetil-Moroxima}. Que conaiate ez colocar de las
dilucicnes anisricrrente rencicnadas Jc.c & los que se le agregan 2.5 -
décizas de Macer:]l Koooxisa jreparsdn de antemsuno y cuatre o.o. de Ac.
Sulifiricc sl 50%, se calienta j;<r !0 minutos, se deja enfriar ;or tres-
y enseguidn se afade 2.5 décinns de Persulfatc. Se de)s en reposo por-

& =in. » se lae,

TATCS DE CALIRBAZICE. ¥, UREICC.

K§todc de Eauresu Solesan Jr. (450 gasas)

CLYCESTRAZICS £ do Transaisién D. Optioa
[} 80 1.0969
18 42.0 1.3768
ic 21.% 1.6616
8 15.0 1.1249
15 56.0 . 1.2518
32 8.0 1.9528
8 63.0 1.2007
16 44.0 1.2557
32 25.0 1.6021
48 12.0 1.9208
8 61.0 2147
16 45.0 .3468
12 24.0 1.6198
48 16.0 1.7959
4 77.0 1.1135
16 1.5 1.2882

12 22.0 1.657¢
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CREATI¥DIA.
Se Lrepars solucién sadre pesandc 100Mge de creatinine, dieolvién- »

dols en 80 o.c. de Ac. Clenf{drico 0.1 Sorzel. En un b.lén de 100c. ¢co ~

se afcra oon [WEIY. 3 Obtenesos une wolucién en al que un centi{zetro cubi-

co 8 igual & . GiligTanc.

Fongase 1L C.C- de enti solucibn Standard en un Satrar voluxétrice

de YOOO ¥ arérese ccn deade clorhfdricc Ul Yormal, tendreacs una cotcen
¢racién do un c.<- igual & 5.01 Kge., de este Sltims sclucibun (solucién-

le trabalo). Se diiuye on 1a sigutente Torma.

SOLUCICH BE TRABAS U Agus Wge. de Crestinlns Xgs. % de Crea -
{0.0) Ngs= 1 c.Cei en 1L €.C. tinina en sangTe
¥ g 0.0Z 2
4 (% C.08 4
) b 0.05 5
[ 2 0.08 &

\O & Q.10 10

[¢] pe Blarce 8lanco

s{gase la técnica corresjcndtente {en oste rrabajc se usé la de Folin -
du)}
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Se colocan 5 oo. de Acido Ficrico sée un cc. de Sosa al 10%.
Se toman 2.5 del reactive antarior, se fie ajaden 5 cc. de la di

luciéng se deja reposar 5 =in., y se leéd conira un bdlanck prepa-
rado ean igual mansra, sélo llevandc agua y no suero,
DATCS D& CALIBHRACIOM DE CREATIKINA
Nétodo de Folin-wu Coleman JSr. {500 Gazmas)
én Densidad Optica

Concentraaién Forcentaje de Trananiai

&0
66
.5
46.5
3

3
65.5
57.5
a4
31.%

74.5
63.5
57
42
35

Py
C N

- -
CeEwnman OQoowvern

-
O G b o

-
(w3 e AW, IF S X]
w
-

COLMBTEACL. -

1,0996
1.180%
1.2182
1.3325
1.4202

1.1135
1.1838
1,240}
1.3597
1.4260

1.1278
1.1972
1.24841
1.3768
1.4559

1.1192
1. 1871
1.2366
1.3557
1.4260

1.1192
1.1838
1.2441
1.3665
1.4260

irejdross aclucidn de colasterol peséndone 200 m=gs. (previa
dw dcido acético concen—

zente dosocados) para diluir con 100 oco.

Coicentracién de

Colestercl en —

trado. .
goluuiédn de Colenterol Ao, Aodtico Concentrado
al 2001 ore
0.4 0.0
0.3 0.1
0.2 0.2
Q.1 0.1}
G.0% 0.3%
0.0 4.0
Se deterains medisnte la téonics correspondiente

- .

400
300
200
100
%
00

(en nuestro-




trabajo unamos la téonjos del Acido Paratoluen-Sulfénico.

Se colooan lam antericres diluciones, tomando en cuenta yue
ia solusidn de coleaterol y el #oido noético oune 4 déoimas. Se le
agrega un ¢c. deo Aotdo paratoludn -sulfénico (12%) 7 3 co.de inhf-
drido anético, me deja repouvar por 15 minutos ein mezolar y en un-
lugar odacuro., Transcurridc ese tieape se le afiaden .4 co. de Aoi-
do Sulfirico concentrado y 6a me:zclna hasta desbaratar el precipita

do, so deja en reposo por X ninutos y se loé a 625 gazas,

Calibracitnr de Coleaterol

Nétcdo Paratoludn sulfénico Colozan Jr. 625 Usaas
Cormmentracidn Forventaje de itransmidién Densidad Optica

100 &6 1.1805

200 46 1.3372

X0 33 1.4815

400 21 1.6778

50 81.% 1.0588

120 65 1.1371

200 a4 1.3557

400 F3 1.6718

150 54 1.2676

200 44.5 1.3516

2% 37 1.4318

X0 ¥.5 1.5157

400 21 1,6718

1 53.5 1.2716

b It 1.3516

200 21.5 1.,6676

. X 1.2616

;gl)) 3:.5 1.3516

m )(),5 1'5‘57

B 400 21.5 1.6676

1.1612

o % 1,2840

300 38 1.4202

200 o 1.5528

BILIHAUBIBA.- Téonica te Foasll modifiosda.

Y igero-
Se pesan 10 Mgra. de Bilivrubina purk, so disuslve por 1ige

. . d
calentamionto en 10 co. de Na2C03al 1€, Ailadir onseguida BO ac o

S lo ajusta o]l pH a T.4 ana—

una nezola de suerve no heaulirwdos.
dcido de sodio al 20%, oo

dienldo Ap;rzinnduonlo 0.6 vo. de Foafato

s
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se coapleta a 100 con 1a zercla de guercs.

En ls oaliiracién se eaplea esta solucién a diferentes con—
centraciones juntasente con una suestra de la mescla de sueros sin
bilirrubina, restandc la Densidad Optica de ests dltima de loe fac
tores encontirados en las diferentes dilucicnss de la solucién tipo.

O sea que se Toma una zuestrs concentrada de bilirrudina oe
rrespondiente a 10 Egre. y como blanck una porvién conceantrada de—
suearcs 818 bilirrubina; enseguids se toma una porcidn gue corres—
jonds & 5 Ngre. y 2020 btlanok mitad de mescla de suervs y sitad de
solucidn salina fi1sisléglca. T an{ suceaivasente., Se tira una l{ne
¢on los puntoe obtenidos, y ya para iradajo rutinavio con suero -
problema we sigue eats cusdro de dosificacidn con dilucién final -
del muerc al 1X10.

BILIARUBINA TCTAL TESTICO BILISZUBINA DIRECTA TESTIGO

Sueroe 0.3 cc. Suerc .3 ce., Suerco 0.3 Susro 0.3)

Diazo reamave 0.15 Diazo Testige 0.15 Diazo Feastive 0.15 -ggl'l‘e.t_x_
n‘-) mS

Henzomto 4o Xn.2.5% Bensoato ¥a.2,55 igus Jeatilada 2.55 Agua Dest.2.55
S leén 5 min. des;ubs de mesclar en el onso de bilirrubina-

total ¥y 10 en el casc de la directa, a una gama de 525, y ocon tubos

de 12 ma,
DATUS DE CALIBRACION DE BILIHKHUBINA

Conoentrucién Forcentaje Je trasmisién D.. Optioca
10 32 1.4949
> 53.5 1.2716
1.1 90 1.0458
10 32 1.4949
5 57 1.2441
1.1 89.5 1.0402
5 54 : 1.2676
2.5 72.5 1.1397
1.25 90 1.0458
10 32 1.4949
5 55 1.2596
1.1 95.5 1.0200

HEXOGQLOBINA. -

bara la oalibracién de Hemoglobina so utilisa una soluoién que
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.

se vende en el cosareio bajo el nosbre de Acuglodin o tamdién otro
que se pide oomo Hayoel. Asdos tienen una concentrasidn conooida -
de 1ls hemoslobina, bastard entonces medir la consentracién origi—
nal y de ah{ hacer las dilucionee correspondiientes sacando por me-
dio de sencilloe céloulos la concentracidn correspandients,

S¢ utilisa comoc blanck una poroién de solucidn de hemoglobi-
na, o el diluyente corresjponiiante segdn sl producto.

Calibracién de Hesoglodbina (Acuglodbin.)

Coleman Jr. 540 Gamas.

Concentraaidn £ 4e Trasaiaién Dennidnd Optioa
15.9 ) 42.0 1,3768
12.0 52.0 1.2840
6.0 72.0 1.1427
15.0 a1.5 1.3233
12.0 5%.0 1.2596
6.0 13.% ' 1.14337
12.15 51 1.2924
8.0 64 1.1938

6.10 11 1.1487
4.2 19 1. 1024.
12.0 51.5 1.2882
6.0 71.0 1. 1487
3.0 84.5 1.0731

Fars hsoer la sdaptacidn a 1ss sigutentes deterainnoiones se
debe de tOEAr en cuenta la pipeta en Jue Bse aedird la sangre y la -

oantidad de solucién en que we diluirk, por «Juplo-;3 %
CONTLNIUO OF LA AWPUWLA OL ACUOLOBIN = 0.0599 Gn.

F O_‘%Zé_LPIPLYA)

(2 0,0599 % $,022 e 1204
.UJ.5 .025

12,04 vrs 4 = Lecruea l

8.026Gas % - Lectuaa 2

7.224G1y = LECYURA 3

6,02 uRrs - Licrura 4



-
H :

s S B
§ R

i

7 s e e 44 i+ .
I

?

PRI

1
¥
i
{

4

o e vy e

i
H
b
{

?

RO

. N
1

‘ -
.1

loa \bmnna

iﬁA—" t?. mxmxm

B1L1RAUSIHA
B

Gama! 52§

I;‘C. o




B A, ‘A ) : s .

S S e
Eore e itgS ey AR NTRTXD - -
P G104 3R-0poiin - *

1

H N )4
e




[Rmm—

RN

[ —

CUMIPT gy 9t

o vavg

3
*
!
H

H
wﬁm. TV S
i .

IRIaRN R a el

¥~ HOXATN

j

RSP 1 Aa s I

ey



i

B L e T S y

P

i
.” -
H
J
13
1
' N
{
t
ors s e ,W. B “ -
! sttt

T ST
« e (RN

w WP ONYRITT "
PG4 IC OOLM
LTI ] o)

i
1]



PR

-t
i
H s
- i
IR
o4 4
Mv i
i

s g

;
__

.
H 4 - - 0
H . .
i
| et e
R
!

b
SRR

FUUISTOPIFS e

VG

L oo

L o

ALY i)

U S
e et b e b T

23

N

e 4
et R

3&..\‘,_ {

ey e
o
:.««,. tul”

12) Qr el

i

LR Rk

3100

TR ok R




T

SRR S

e 44 e L e e

Y

P Teme
S ss

L3 tnvglef

e 10
WINWAVeEY oY Juownoc»u:
S, T7% TRt

i
H
i
m
:
i
}
¢
'

crg



ar




CATITULO VII

ORIEEVACIUND

9e snsusniran difaroncina eb lan difsrentes ourvas logradas para -
cada una do las substancies exaniradan, e noté Que eates diferen
oiss an su BAyOF parte wen de mha o de =eNCH, sispdc las unss pars
lelan & iap cires.

Ko otras ccasmiunhes, las menos, las 1{neas da lne ourvas eon suy 41
forantes eonilre sf, poptrande uns Livergencin o upo u otros senti-
doo.

13 olres coAdlInes, alguno de jos juntos trazhdon disorepan per

gospletc del restc de lon puntcs jogrados en la nlssd detersine

aién.



cAfITULG YINI

(%)

{MEXTALICS

[ La diferencis do las curyas &4 wn sentidc ;»arsluo juede deterse ¥

on n. SR, T pRTIC 1 ow, @ ¥ariaciones on el jeso de ls sutstancie

wgiapdard”, € & AL ferercias on al ;“n;a.:mxén de i3 sclusién madre

2. ta divergencia 1a las L{neas tien® una u',naacxbn ads complicada—

;uﬁ:é:zdco- seber a erTrIes e 8. mOZORLC 4a bacerlws goluciones 1

a8 junce simcrejantes on wra Linea, indudablezente que sefidlsn -

errcc ar al jIcest EX N igteruinscidn roajociivey desds o1 -

Funtec ie vinta téaniou.

g jar

a ayviiar algwnoe Lo ¢ ypeonvenintes sadaladza €8 Otaervacio-

en tol i rocesarly exiTessl las jrecaucicnss on algunce 42

talies &0l jruIeely N atguienten’

a)

v)

c)

‘4

e

)
f)

&)

$)
k)

ia submianala @ dote.minal soke sed cuu‘.a&cu:\z«uu sosbidratas
da, antoes <@ PR { Suando Lato von ol c.‘.lc).

la joaals tabd efguluartes :,x.zca.im:&sonke, unando uURs valanss -
de proc.eiln PRESITORE

Kl eutje S vidrierfa dele Qg o8tar adocusdasents 1impio.

Y

¥l watorial ,;r.aumsu, achro tod¢ jiyotus deba ie 86T de buend~

calidad jara ovital orrc res cobidos © el pObTO calitraoibn.

Go 4wie 30T Lidadcec o 1o véonicd do piypetec ¥ aforaziantos

tLa terjoerature se ivs 1 {usdue al sediree dede conaarvsres den
trg de ciurtun 1fmiten.

tos roactivos 2 yanres loted sar 4o duent cnlidady evitando sl
shxime iae L3,ureLRs.

Las tbcnicas oy leadaw, delen sol ‘W‘d‘do'“‘nt. soguides:

sentexante senaible ¥ sobre

| 9% on-,n;'.;n,.f.:h'.: etru dele sel sufio
evitand® varis -

ante
tode aL fuwsute &F o orgln d9b° ser gonetant®y

CLoNREn .
ads .ruobs.
la gama dobe oni o Ldadusanente uvloccmnx\da pars © ¥ &
os BOSULT
Iabe tenero® ,resonte 1a loy de h.nlwurt-i\ur. 18 que o
yua o0 ub ouyoctrofotéuc—

. ot anC
da ,or da mag ¥ jnrtae de 188 pubo tait

V.




1)

Aunjue eos jositle efectuar ush calilrecidn concoidéndo ls lectg
s de un scle jpunto, sediantae el uso del dimcc logurftaico o -
o} enpiec del faztor deterzinado, o elenpre preferidble verifi
car las ourves nedlante la deterainaoiin de varias concentra -

ctcnses difarontos,



CAFITULL IX
CONCLUBICRES

Indejeniientenente de Jue un especirofotiaatse sea cospredo -
cen calibraclidn previan de ls casa vendedcrs, su verificacidn-
es indiepensable.

loe preduction usados para la oalidraaién del pparato deden -
ser ds buenas ualidad, ya ass jue sean adguiridos en el serca-
40 cono "standard®™ o Qque se preparen en el ladoratoric aisso.
£l aparatc dede ser suficientemente sensible y wu fuents de -
ensrg{s esiable,

la deterainasifn de la gama aprojiada para la prueda especffi
ca ea imlrescindidle.

la miszs curvye dede repstirss con difersntes “Standards” has-
1a lograr un resultado sstisfastoric.

la deterainecién de una suletancia dede correrse siempre jun-
to ton ura solucién de valor conocido, permitiéniosence asf -
una aueve verifioacién de eisatitud de la ourva,

las téonicas ssplesdae deden wer rigurosasents soguidss.,
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