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ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIELE

1. INTRODUCCION.

La materia estd compuesta por Atomos, los cuales constan de
un nticlec alrededor del cual se encuentran los electrones que
poseen carga eléctrica negativa. En el ndcleo su carga
eléctrica estd dada por los protones que en cantidad igual a
los electrones mantienen su balance neutral de cargas.

Los electrones se encuentran distribuidos en érhitas o capas
energéticas alrededor del nicleo y se van distribuyendo segin
su nivel de energia, Regla de Hund. Cuando la energia incide
sobre los electrones, estos pasan de un nivel energético a otro
superior acompanado de una absorcidén de energia y emitiéndola a
su vez para regresar a su forma inicial o estado basal, es
evidente que la energia abhsorhida por los electrones serd una
cantidad exacta dependiendo de cada caso particular. Este
fendmeno constituye la base elemental de la espectroscopia.

Hay muchos fenémenos que se producen en la naturaleza y que
se pueden explicar suponiendo que la 1luz se comporta como una
onda. La deflexidn de la luz al entrar a un medio de indice de
refraccién distinto puede provocar la descomposicién de esta,
tal es el caso del arcoiris.

La energia radiante al viajar por el espacio, se considera
como una perturbacién periéddica con componentes eléctricos vy
magnéticos que pueden interaccionar con la materia. En 1la
figura l.a. se ohserva la variacién del componente eléctrico de
la energia radiante. En la figura 1.k. se observan que las
direcciones de vihracién en un rayo de 1luz no polarizado son
perpendiculares a la direccién de propagacién. La comhinacién
de la vihracién y la propagacidn hace que la energia radiante
tenga un movimiento ondulatorio.

Las ondas de energia radiante pueden descrihbirse en términos
de longitud de onda o frecuencia segun la siguiente ecuacién:

E€. l.a. v =c

donde nXa es la longitud de onda en centimetros y "+" es 1la
frecuencia es seqg y "c" es la velocidad de la luz, 2.992 x
10" cm/seg.

El desprendimiento de electrones en la superficie de un
metal cuando choca contra ella alguna radiacidn
electromagnética, efecto fotoeléctrico, se explica en términos
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de 1la naturaleza
energia radiante

de particulas de energia radiante. Un rayo de
se considera que estd constituido por varias

particulas, fotones, y cada fotdn tiene una energia igual a kv

l+ ;Lonqltud do onda —+f

!

Vibraclén
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Figura l.a.

Variacién del componente eléctrico de un rayo de luz
polarizado.
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Direccién de la propagacion
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Ina dirncclonns dn 1a vibracldn son parpendiculares a |a
direcclén de la propagaclén,

(b

Figura 1.h.

Direcciones de vibracién de wun rayo de luz no
polarizade formade por varias ondas.
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2. ESPECTRO DE ABRSORCION.

Puesto que la luz es una forma de energia, la absorcién de
un  fotén por una molécula causa un incremento en su contenido
energético, este incremento es idéntico a al energia del fotén
o sea AE= hv. 5i la molécula se encuentra en su estado basal o
fundamental, E, , antes de 1la interaccién, el proceso de
ahsorcién eleva su contenido energético a un estado superior o
excitado, E, .

Para que un fotén sea absorbido por una molécula la energia
del mismo dehe corresponder precisamente a la diferencia entre
dos niveles eneraéticos de la molécula, figura 2Z2.a.

J AE = hv (cuanto)
B

—

Figura 2.a.
La energia del fotén, v = diferencia de energia AE.

La energia potencial de una molécula, excluyende su energia
nuclear, puede considerarse como la suma de sus energias
electrénicas, camhio en la eneraia de los electrones
distribuidos alrededor de los Atomos de 1la moléculas
vibracionales, camhios en la separacién promedio de los nicleos
de dos o mAs Atomos; vy rotacionales, rotacidn de wun dipolo
quimico. Las energias electrénicas se asocian con las
transiciones de electrones dentro del &tomo o molécula. Las
energias vihracionales o rotacionales se asocian con las
vibraciones vy rotaciones de los Atomos o grupos de Atomos
respecto a ellos mismos en la molécula, figura 2.h.
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transnEignes transiciones transiciones
electronicas vibracionales rotacionales
a b (o
E = E +
TOTAL — ELECT EVIB = EROT

Figura 2.hb.
Se muestran las energias electrénicas, vibracionales
y rotacionales cuya suma nos da la energia total.
E total = E elect + E vik + E rot.

La diferencia entre los estados energéticos rotacionales de
una molécula son relativamente pequefios, mucho menores que las
diferencias energéticas entre los niveles electrénicos. Las
diferencias enerqgéticas entre estados vibracionales son
intermedias por lo que la ahsorcién de 1la luz asociada con
energias rotacionales se halla por lo general en la regidn de
baja energia o longitud de onda larga del espectro electro-
magnético, esto es, el infrarrojo lejano. Absorciones asociadas
con diferencias electrénicas se encontrardn en la regién del
espectro de alta energia o longitud de onda corta, esto es el
uv—-visible. Absorciones dehidas a diferencias vibhracionales se
encontraran entre las dos, principalmente en el infrarrojo
cercano.

Cuando se irradia una muestra de solucidn con luz
policromatica, luz de muchas longitudes de onda, se absorhera
la luz de determinadas longitudes, mientras que la luz de otras
longitudes pasard a través de una solucidén. Con respecto a la
regién visihle, la solucidén tendrd un color que corresponde a
las longitudes de onda que la solucién ahsorhbe. Dicho en forma
mAs sencilla el color que vemos es el color complementario de
la luz que se ahsorhbe.




Las longitudes de onda aproximadas de los colores de 1la luz
visible se indican en la tabla 2.a.

Color que se Pango aproximado Color que se ohbhserva
absorhe de ) en nm Complementario
Violeta 400 — 465 Verde—amarillo
Azul 465 - 482 Amarillo
Azul—-verdoso 482 - 487 Naranja
Azul-verde 487 - 493 Fojo-naranja
Verde—azuloso 493 ~ 498 Rojo

Verde 43¢ - 530 Rojo-pirpura
Verde—Amarillento 930i= 559 Parpura-rojizo
Amarillo-Verde 8959 - 571 Parpura
Amarillo—-Verdoso 571 «~ 576 Violeta
Amarillo 576 - S80 Azul
Naranja—amarillento 580 - 527 Azul

Naranja 587 - 597 Azul-verdoso
Naranja-rojizo 097 = 617 Azul—-verde
Rojo 617 - 780 Azul-verde
Tahla 2.a.

Longitudes de onda aproximadas de los colores de la
luz wvisible.

3. LEY DE LAMBERT BEER.

Fué descrita en 1852 vy dice "La intensidad de 1la luz
monocromatica es proporcional a la concentracién de la
solucién” 6 "La proporcidn de la luz incidente que es aksorhida
por las moléculas de la solucidén es directamente proporcional
al ndimero de moléculas absorbentes en la solucién”.

Cuando la luz monocromdtica pasa a través de una solucidn
coloreada, la cantidad de luz transmitida decrece
exponencialmente con el incremento de la concentracidén de la
solucién y con el incremento del espesor interno de la celda
que contiene la solucidn.

Supongamos que un rayo de luz de poder radiante "P" se hace
pasar a través de una solucidn que contiene un nimero "N" de
ionmes o moléculas absorbentes. La cantidad de 1luz absorkida
sera directamente proporcional al nimero de especies
absorbentes en la trayectoria de 1a 1luz. &8i dividimos la
solucion en varias secciones pequenas e igquales, la variacién
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en el poder radiante, "P" dependerd del numero de especies
absorbentes en cada seccién, "N". E1 poder radiante del rayo
que entra a secciones consecutivas estard disminuido por la
absorcidn que se efectud en las secciones de luz precedentes.
La cantidad de luz ahsorhida por cada seccitn depende del
nimero de especies absorhentes en dicha seccidn y es
proporcional al poder radiante de la 1luz que entra a esta
seccidn segin las siguientes ecuaciones:

ECe 3@ AP = —KEP(AN)
Ee. Bl P = KP
AN

donde "K" es una constante de proporcionalidad. E1 signo menos
indica que el poder radiante del rayo disminuye. Si las
secciones son infinitamente pequefas, podemos escrikir la
ecuacidén 3.a. en forma diferencial:

ECc. 3:C. - gﬁ = KP
dN

Si ordenamos e integramos entre los limites FPo y P, el poder
radiante inicial y final del rayo, y entre cero y N para el
nimero de especies absorbentes en 1la trayectoria de la 1luz,
obtendremos los siguientes resultados:

e S.d. P N
dP = =K dN
P
Po O
Ec 3.e. In P = -KR
Po

N dependera de:

1. La concentracién de las especies absorbentes en la
solucién "c".

2. Del ancho de la solucién aksorhente que atravieza el
rayo de luz "h".
Estas dos caracteristicas se muestran en la figura 3.a.

Ec 3.f. N = K'bc

Si convertimos 1a ec. 3.d. a logaritmos de base 10 y la
combinamos con la ec. X.e. ohtendremos 1la siquiente expresidn

&




para la ley de Beer:

fc S3.4. log P_ = —abc
Po
donde "a" es una constante de proporcionalidad denominada
absortividad & ahsortividad molar "E" dependiendo de como se
exprese '"c"
= - =
C
Py P
b

Figura 3.a.

Celda que contiene la solucién ahsorbente, donde:

c: Es la concentracidn de la solucidn.

Po: Poder radiante incidente.

P: Poder radiante transmitido.

bt Longitud interna de la celda o longitud de
trayectoria de la muestra, que suele expresarse en
cm.

A continuacién se dan las dos formas maAs usuales de la ley
de Beer:

= loq_gﬁ = abc log Po = abc
Po p
- log T = abc A = abc
T=P = Transmitancia A = log Po = Ahsorbancia
Po P



La ahbsortividad es una propiedad de 1la sustancia, una
propiedad intensiva, mientras que 1la absorbancia es una
propiedad de una muestra particular, propiedad extensiva, vy
que por lo tanto varia con 1la concentracién v dimensiones del
recipiente.

3.1. DESVIACIONES DE LA LEY DE BEER.
Estdn dadas por tres causas principales:
1) Las propiedades inherentes del material estudiado.

a) Porcentaje superior de soluto—interacciones de
soluto, tales como formacién de dimero, a
concentraciones altas.

by Fluorescencia por causa de la muestra, sintoma si-
milar a la luz extrana o parasita.

c) Turbiedad en la muestra que interferird con la
absorcién v causa incertidumhre en el paso de luz.

2) Limitaciones en el instrumento.

a) Carencia de una luz monocromatica por:
— Luz extrana.
— Anche de handa espectral.

b) Sistema de deteccidn no lineal.

3) Errores por el operador tales como:
a) Inexactitud en la preparacidn de las muestras.

h) Inapropiado ajuste del instrumento.
cy Carencia de limpieza al manejar las cuhetas.

w




d. PASQS A SEGUIR EN UN ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO.

d.1. FORMACION DE ESPECIES QUE ABSORBAN LUZ.

El1 reactivo aque forma color deberd reaccionar en forma
selectiva sin formar colores que interfieran con las sustancias
extranas que probablemente estén presentes. La reaccidn del
reactivo con la sustancia que se desea medir deberd ser rapida
y cuantitativa, generalmente dehe controlarse el pH para que
ocurra la reaccién con formacidén de color. En ocaciones es
importante el orden en que se anaden los reactivos. Por
ejemplo, puede ser mejor anadir el reactivo que forma color a
la muestra antes de agregar la solucidén amortiguadora, porque
si se anade primero la solucién amortiguadora el pH puede
dispararse a un punto donde el ion metdlico gue se va a
determinar se hidrolice y reaccione lentamente vy en forma
incompleta.

La absorbancia de una muestra puede disminuir si se deja
reposar demasiado, ya que puede existir una precipitacién.

4.2. SELECCION DE LA LONGITUD DE ONDA.

Cuando no hay interferencias, se escoge para la
determinaciédn cuantitativa wuna 1longitud de onda donde Ila
ahsorbancia sea maxima. Un procedimiento es emplear una

longitud de onda en la cual el complejo presente una maxima
ahsorcidn, A madx., pero donde la ahsorhancia dehido al exceso de
reactive sea cero, o cuando menos sea pequena.

A menudo un espectro se determina empleando un hblanco de
reactivo. La ahsorbancia es negativa o fuera de la escala a
longitudes de onda menores, cuando la abseorbancia del reactivo
es mayor a la del complejo, figura d4.2.a.

No es conveniente realizar andlisis cuantitativos en
longitudes de onda que se encuentren en bandas de absorcidén
demasiado estrechas, ya que una pequena variacién de la
longitud de onda causa variaciones grandes en la ahsorbancia
causando errores en la determinacidn.

El intervalo de concentracién de 1la muestra que se va a
analizar puede influir sobre la longitud de onda gue se escoja
para el andlisis. Supongamos que una serie de muestras
contienen una concentracién de cierta especie colorida mas
elevada de tal manera que sobrepasa el rango 1lineal a una
cierta longitud de onda mAx. caracteristica. Para poder
realizar la determinacién, se puede diluir la muestra hasta que
la concentracién encontrada caiga dentro del rango lineal, o se

9



puede seleccionar otra longitud de onda maxima gque tenga una
ahsortividad molar mids baja. En la siguiente figqura se muestra
graficamente la ley de Beer.

d
'Q j
/ o P
d —
: 3
< i
£
a
C&nc!‘en'*fq.t‘ m’n
Figura d4.2.a.
Ley de Beer: 1-——, se cumple; 22—, desviacidn
prositiva y 3———, desviacién negativa.

d4.3. PREPARACION DE UNA CURVA DE CALIERACION.

Para preparar una curva de calihracién se miden las
ahsorbancias de una solucién coloreada a varias concentraciones
conocidas. Generalmente se prepara una solucidn estandar

diluida de la sustancia que se desea determinar. Se pipetean
cuidadosamente porciones de ésta solucidn a distinte veoldmen.
Se amaden el reactivo que forma color, y se ajustan las
condiciones para que se desarrolle el color en forma éptima. A
continuacién se diluye cada solucién a un voldmen determinado
en un matraz volumétrico, v se mide 1la absorbancia de cada
solucién a la longitud de onda analitica. Al hacer la gréafica,

10
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figura 4.3.a., de ahsorbancia en funcidn de la concentracidn
deberd obtenerse una linea recta, cuya pendiente es la
absortividad.

1.0 -
o B3
no 5

0 R L— /

N

o, //

nn - d NV R — N WL NN [N NI —
0N 10 20 30 40 50 60 70 80 90100

Concantracldn, partea por miidn

Fiqura d.3.a. Curva o grafica de calibraciédn.

d.4. MEDICION DE LA MUESTRA Y MANEJO DE LAS DILUCIONES.

£E1 color de 1a muestra se forma bajo las mismas condiciones
de los estandares. Midiendo la ahsorbancia de la solucién de la
muestra se puede leer directamente su concentracidén en la curva
de calibracién.

La concentracién de la solucién de la muestra, deberd estar
ajustada para que, al efectuar 1la medicidn en el
espectrofotémetro, la absorbancia esté en el intevalo de 0.12 a
1.0 aproximadamente, o 1la transmitancia sea entre 0.10 vy 0.75,
% de transmitancia de 10 a 7S.

i1



4.5. TITULACIONES FOTOMETRICAS.

Es posihle usar la variacién de ahsorbancia de una solucién
para detectar los cambhios de concentracién de un constituyente
ahsorhente de luz durante una titulacién. La ahsorbancia es
proporcionalmente lineal a la concentracién del constituvente
absorbente. Esto significa que en una titulacién en la que el
titulante, el reactivo o el producto de 1la reaccién, sea un
material aksorbente, la gradfica de la absorbancia en funcién de
la cantidad del titulante consistird, si 1la reaccién es
completa, de dos lineas rectas que se cruzardn en el punto
final. Para 1las reacciones apreciabklemente incompletas, 1la
extrapolacién de 1los dos seamantos lineales de 1la curva de
titulacién establece la interseccién y el veldmen del punto
final. En la figura d4.5.a. se muestran las posibles formas de
las curvas de titulaciones fotométricas. La curva, a , por
ejemplo, es tipica de una titulacién en la que el dGnico absor—
hente es el titulante, como sucede en la determinacidén de
arsénico 111, con hromato—bromuro, donde las lecturas de
ahsorhancia se toman a la longitud de onda, donde solamente
ahsorke el bhromo. La curva, b, es caracteristica de los
sistemas en los que el ahsorhente es el producte de 1la
reaccién, como sucede en la titulacién de cobre II, con EDTA.
Cuando el material analizado se convierte en producte no
ahsortente —-por ejemplo , en la titulacién de p-toluidina en
butanol con Acido perclérico a 220nm—, se ohtiene la curva. c.
Cuando el componente analizado exhibe color y se transforma en
un producto incoloro al reaccionar con un titulante colorido —
por ejemplo, la bromacién de un colorante rojo-, se obtiene una
curva similar a, e,. Las curvas, d y f, pueden representar la
adicidn sucesiva de 1ligandos para formar dos complejos
sucesivos de diferentes ahsorbhancias.



Absorbancia

-

Volumen del tltolante Volumen del titlante
(a) (b}

Absorbancia
Absorbancia

A
’

Volumen del tirulante Volumen del tirulante

(e) (d)
§ g 3
< ~
Volumen del tirulante Volumen del titulante
(e) {3
Figura d4.5.a.
Posibles formas de curvas de titulacidén

fotométrica.

S. EXACTITUD FOTOMETRICA.

En concentraciones altas del material absorhbente penetra. tan
poca energia radiante gque la sensihilidad del fotémetro resulta
inadecuada: por otro lado, en cencentraciones hajas el error
inherente en la lectura del galavandmetro o registrador es muy
grande en comparacién con la cantidad que se estd midiendo. En
muchos intrumentos fotoeléctricos la deflexidén del galvanémetro
o 1la colocacién de un potencidmetro balanceado, son
directamente proporcionales a la potencia de 1la radiacidn que
llega a la fotocelda. Esto quiere decir que el cambio mds
pequeno detectable en la potencia P serad constante a pesar del
valor absoluto de la misma potencia. Sin embargo, para una
mayor exactitud en la medida de la ahsorbancia A, el incremento
AA correspondiente al cambio de potencia AP, debe ser una
fraccién de 1a ahsorhancia real A, tan pequeia como sea
posihle; en otras palabras, la cantidad AA/A es minima. Para
determinar la transmitancia para la cual DA/A es minima, es
necesario diferenciar dos veces la ley de Beer e igqualar a cero
la segunda diferencial. Es conveniente reescribir la ley de la
sigquiente forma:

i3



m
n
n
]
=
Il

iog Po - 1og P

Ec. S.b. dA = 0 - (log e) 1 dP
&4

Ec. S.c. 1 dA = - 0.43d3 dP = - 0.4343 1 dp
A AP A Po 1077

Feemplazando las diferenciales por incrementos finitos:

Ee: S.4. AA = — 0.43d43 AP 1
A Po A 10°R

Diferenciando otra vez, P es una constante:

Ec. S.e.  d(AA/A) = - 0.4343 AP (1071n 10 - 107
dA Po A AZ
La condicidn para que el valor minimo de A/A, es que el

miemhro derecho de 1la ecuacion S.e. sea cero. Por lo tanto el
factor dentro del paréntesis debe ser cero, 6:

A
Ec. S.f. 10 15 10 = 0o
A A%
de donde:
Ec. 9.9. A = 1 = 0.4343
in 10

El error relativo alcanza un minimo en 0.4343 A aque
corresponde a una transmitancia de 34.8%, esto significa que
las lecturas mAs precisas se ohtienen cerca de estos valores
segin se observa en la figura S.a. De esta figura se desprende
que, a pesar de que el error es minimo en el punto de 36.8% de
transmitancia no puede ser mucho mayor en un rango de
transmitancia de 15% a 65% de transmitancia aproximadamente.
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Figura S.a.
Error relativoe de lecturas espectrofotométricas
causado por un error absoluto de lectura de
+0.5% de transmitancia.

En 1la figura S.b. se muestra 1la curva ohtenida al araficar
el % de transmitancia contra el logaritmo de 1la concentracidén.

Si se incluye un rango conveniente, resulta siempre una
curva en forma de "8", conocida como grafica de Ringbom. Si el
sistema sigue la ley de Beer, el punto de inflexidn se presenta
a 36.8% de transmitancia; si no lo sique, la inflexién se
encuentra a otro valor, pero la forma general de 1la curva
continta siendo la misma.

La curva tiene una regidn considerakle en donde es casi
recta. La extensidn de esta porcién recta indica directamente
el rango éptimo de concentracién para un andlisis fotométrico
en particular. Es mids, la precisidén del andlisis puede juzgarse
con hase en la pendiente de 1la curva, ya que entre mas
pronunciada sea, mayor serd la sensibilidad de la prueba.
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Figura S.b.

Curvas tipo para permanganato. Las curvas continuas
se determinan en un espectrofotémetro de longitud de
onda en: 1) 526 nm: 2) 480 nm3 y 3) S80 nm. La curva
punteada, 4) se realizé con base a los datos tomados
con un fotémetro de filtro, cuyo filtro centrado era
de 430 nm.
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&. INSTRUMENTACION.

Los espectrofotémetros se han convertido en piezas
fundamentales de los laboratorios cientificos e industriales en
todo el mundo vy se encuentran entre los instrumentos analiticos
mas utilizados. En la practica, proveen datos de ahsorhancia v
transmitancia de un sindiimero de sustancias auimicas,
informacién esencial para su caracterizacién cualitativa vy
cuantitativa.

Esencialmente un espectrofotémetro produce una banda angosta
de radiacién espectral, llamada luz monocromatica, y luego mide
el grado de interaccién entre esta radiacidén y una muestra.

Para lograr esto, el espectrofotémetro estd Fformado por
varios componentes mayores, integrados en un solo sistema. Los
componentes principales son: la fuente de radiacidon, el
monocromador, el compartimiento de muestras y referencia, el
detector, el amplificador v el indicador. La unidn de los tres
iltimos forma el sistema fotométrico. A continuacién se muestra
el esquema éptico de un espectrofotémetro.
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Figura 6.a. Esquema 6ptico de un espectrofotémetro.

6.1. DESCRIPCION BREVE.

La luz que emana de la fuente penetra al monocromador, el
cual aisla una banda espectral angosta y la dirige hacia 1la
muestra. Dependiendo del grado de interaccién, proceso de
absorcién, parte de la radiacién es transmitida al detector
sensihle a la 1luz, que la convierte en una cenal eléctrica
proporcional al nivel de potencia de radiacién. Esta senal
eléctrica es entonces amplificada vy registrada por dispositivos
de lectura apropiados.




El primero componente por mencionar es la fuente luminosa.
En forma ideal las fuentes debhen de proveer radiacidén intensa vy
estahle sobre un rango espectral amplio y con salida comparahle
para todas las longitudes de onda. Tambhién deken ser de tamavno
6ptimo, durables y econdmicas. No existe alguna fuente ue
reina todos los requisitos, pero hay varios tipos con
caracteristicas aceptables.

La radiacién emitida por cualquier fuente est& constituida
por un gurpo de longitudes de onda. La ley de Beer requiere
para su cumplimiento que las estimaciones espectroscépicas se
lleven a cabo en presencia de radiacidén monocromatica. La
propiedad de separar entre si las diferentes longitudes de onda
para suhsecuente aislar de manera selectiva una handa angosta
de radiacidn es atributo del sistema monocromador.

IIn sistema monocromader consta de:

i. Un elemento dispersor en forma de prismas o rejillas,
capaz de separar las longitudes de onda que integran el
haz original sin afectar su intensidad.

2. Una serie de ranuras, espejos vy lentes, entre cuyas
funciones figura la de aislar y dejar pasar hacia Ila
muestra solo las longitudes de onda de interés.

En tercer nivel estd el compartimiento de muestras. En los
equipos sencillos solo da cabhida a una celda de dimensiones
adecuadas mientras que en equipos mas complejos puede aceptar
varias celdas y permitir el desplazamiento del conjunto a fin
de situar cada una de ellas en la trayectoria luminosa. Resulta
comin que exista un dispositivo mecdnico que ohstruya el paso
de 1la 1luz hacia el detector en ausencia de celdas en el
compartimiento.

tas determinaciones espectrofotémetricas son. estimaciones
sustractivas de potencia radiante, dado un cierto nivel de
potencia emergente a una cierta longitud de onda. se puede
conocer el monto de la pérdida sufrida por ahsorcidn de la
muestra. Esto se logra mediante la incorporacién de un cuarto
componente: el detector.

Idealmente un detector dekbe ser capaz de convertir
eficientemente la radiacidn en senal eléctrica, pero para que
esta funcidn sea de utilidad real, debe hacerlo de manera
rapida sin introducir perturhaciones y mejor atn, si mantiene
este comportamiento a través de un amplioc intervalo de
longitudes de onda.
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Sin embargo desde el punto de vista practice. es necesario
considerar el efecto neto de la combinacidén fuente—detector.
dado que la confiabilidad de las medidas depende en buena parte
de su grado de compatibilidad. Asi, entonces, una correcta
eleccidn de la fuente permite compensar las deficiencias en
respuesta que caracterizan a algunos detectores.

Por ejemplo, la combinacién lAmpara de deuterio—tubo
fotomultiplicador muestra un buen comportamiento desde
aproximadamente 370 nm a poco menos de 200 nm.

La seRhal eléctrica que genera el detector en respuesta a la
radiacién recihida necesita ser procesada con objeto de gue
rinda una informacidn Gtil. E1 examen espectroscépico requiere
que se produzca una senal en ausencia de la muestra vy otra en
su presencia. Toca al sistema fotométrico realizar Ilas
operaciones pertinentes para lograr una apreciacion
cuantitativa de la diferencia entre dichas sefales.

Los circuitos electrémnicos mAs sencillos solo pueden indicar
puntos nulos o de balnace de corriente valiéndose de inageniosos
ordenamientos de componentes eléctrénicos, notencidmetros v un
galvandmetreo o indicador digital: las lecturas se toman de las
escalas graduadas integradas a las perillas de operacidn.

Las caracteristicas mds importantes del sistema fotométrico
son: una respuesta uniforme, estahle y libre de perturhaciones.

Ltos espectrofotémetros manuales reaquieren des 1) Un control
de longitud de onda, que generalmente es una conexidn mecanica
que hace rotar el prisma o 1la rejilla;y 2) Un selector de
abertura espectraly 3) Un ajustador del cero, generalmente
llamado control de corriente oscura que asegqura que el
indicador marque cero de transmitancia con un detector en la
ohscuridads 4 Un control de sensihilidad para ajustar el otro
extremos de la escala a un 100% de transmitancia con el
disolvente o la referencia en la trayectoria de la lu=z.

Los espectrofotémetros de registro tienen 1los controles
anteriores con excepcién del Gltimo ademds: 1) Un interruptor
de inicio, alto vy reversa; 2) Un control que permite 1la
seleccién de la velocidad de harrido de longitud de ondas: 33
Controles de registrador que requlan la velocidad del papel., un
interruptor del control de 1a pluma y frecuencia contreoles de
rango que permiten la expansidn o contraccién de la escala.

r
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7. FUENTES LUMINOSAS.

7.1. LAMPARA DE TUNGSTEND,

La lampara incandescente de filamento de tunasteno es
insunerahle como fuente espectrofotométrica para la regidén del
visibkle v para aguellas partes adyacentes del ultravioleta v del
infrarrojo situadas aproximadamente entre 320 nm vy 3.5 m. esta
fuente es la mAs utilizada. dado su hbajo costo. simplicidad de
operacidn y su gran variedad de tamanos en existencia. En su
forma comercial m&s comin emplea un filamento enrollado. montado
verticalmente yv con un consumo entre 20 y 30 watts.

En una lampara de tungsteno el filamento se evapora v su vapor
se fija en la superficie del bulho de la lamina, por leo tanto la
transmicién de la luz desde el bulbko decrece v el filamento se
deteriora por gasto de electrones. de tal modo que la energia gue
se libera de la l&mpara se ve disminuida.

Las lamparas de haluro de tungsteno se han desarrollade con el
fin de alargar la vida media v evitar el gasto constante de
electrones., esta lampara 1llamada tungsteno vyodo o cuarzo—vodo
estAd provista de una envoltra de silice vitrea que permite operar
ron ella a altas temperaturas. El1 yvodo reacciona con el tunasteno
vaporizado para formar WI, volAtil gue se piroliza cuando se pone
en contacto con el filamente caliente, redepositando los Atomos
de tungsteno en dicho filamento en vez de dejarlos acumularse en
las paredes del hulbo.

7.2. LAMPARRA DE DEUTERIC.

Para el trahajo en la regién del ultravioleta, la eleccién més
acertada es 1la lampara de arco de deuterio vya que emite un
espectro continuo que se extiende en el rango de 170 a 315 nm. La
ladmpara de deutevio provee muchas lineas espectrales en un rango
de longitud de onda larga mayor a 400 nm, la eneragia emitida se
concentra satisfactoriamente en forma continua gracias al
traslape de gran ntmero de lineas. Las lineas que aparecen mas
aisladas en longitudes de onda mayores, d26.0 y &15.1 nm solo son
utiles para propésitos de calibracién vy deben evitarse en la
practica comini ain en instrumentos de aran precision la cercania
de una linea intensa constituye un problema de luz parasita v muy
dificil de filtrar.

Los espectros de emisidn de las lAmparas de deuterio v
tungsteno se muestran a continuacidn.
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Figura 7.2.a.
Espectros de emisidon de las lAmparas de deuterio vy
tungsteno.

7.3. LAMPARA DE ARCO DE XENCON.

El espectro del arco de Xendn es practicamente continuo en el
ultravioleta, visible e infrarrojo. con fuertes lineas en la
banda de 200 a 1000 nm. La envoltura de las lamraras de Xendn es
de silice fundido., lo cual permite que este opere a altas
temperaturas.

Las lAmparas de Xenén consisten de un arco candente entre los
electrodos de tungsteno en una presidon de 2 atm de Xendn puro,
las lA&mparas pueden ser de forma compacta o cilindrica con el
bkulbho de forma 1lineal o casi esférica. Las lAmparas compactas de
arco de Xendn emplean potenciales de 25 a 75 Kwatts o mas.

El final de la wvida n1til de las lamparas de arco de Xendn
viene dada por el gradual obscurecimiento del bulko, que a su vez
ocaciona aumentos excesivos de temperatura.



2. MONOCROMADORES.

Los monocromadores se usan por lo general para aislar una
handa de longitudes de onda de una fuente continua, llevando cada
longitud de onda de 1la luz incidente a una misma prosicién de
salida en forma secuencial.

Las partes que lo forman por lo general son: una caja, una
rendija o ranura para entrada de la 1luz, espejos, lentes, umn
elemento dispersor y una ranura de salida. Estas rartes se
acomplan mecAnicamente en diferentes formas, permitiendo al
operador seleccionar la longitud de onda y variar el ancho de las
ranuras.

Las caracteristicas mas importantes de los monocromadores son:
s ancho de handa, su eficiencia y su geometria, aue devenden del
elemento dispersor utilizado.

8.1. MONOQOCROMADOR DE PRISMA.

Los monocromadores de prisma se fabrican de silica fundida v
son los mas ampliamente usados hasta hace varios andos, va que el
costo de fabricacién de las rendijas ha disminuido. La figura
siguiente muestra el arreglo éptico de un monocromador de prisma
ilamado montaje "Littrow"

F. Luz
Sin
| : Espelo
l
Siit (Sallda)

Figura 8.1.a.
Monocromador de prisma de montaje “Littrow"”




La 1luz que emite la fuente luminosa atravieza la hendidura de
entrada para después formar un haz paralelo por el espejo
esférico que es dispersado por un prisma de littrow en un Angulo
de 30°_.E1 haz de luz es reflejado por una superficie cubierta de
aluminio contenida en el prisma, pasa por el espejo v luego hacia
la hendidura de salida resultando un haz de luz monocromatica
convergente.

El indice de refraccidn de la silica fundida utilizada como
material del prisma varia con la longitud de onda como se muestra
en la siguiente figura:
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——} t t U A(NM)
200 500 1000 2000 3000

Figura 2.1.h.
Indice de refraccidn dela silica fundida araficado
contra longitud de onda.

Cuando un haz de luz con una determinada longitud de onda
entra al prisma con un indice de refraccién "n" del aire, no=l, a
un Anaulo incidente "i" y es refractado en un A&nagulo &, la
siguiente ecuacidn es valida:

Ec. 8.1.a. Sen i = n = n
Sen & no

La luz a una longitud de onda corta es refractada mas aue la
luz a una longitud de onda laraa como se muestra en la siquiente
fiqura:
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Figura 2.1.c.
En estas graficas se muestra que la 1luz a una longitud
de onda larqga es refractada menos que la luz a una
longitud de onda corta.

Los monocromadores de prisma tienen las siguientes ventajas:

1. Conw un prisma se cubre un amplio rango de longitudes de
onda de 185 nm a 2 500 nm.

?. No requiere de filtros para eliminar otros érdenes de
longitud de onda. Estos se requieren en monocromadores de
rejilla.

3. Un prisma provee una mayor resoluciédn, principalmente en
la regidn ultravioleta de 125 nm a 300 nm.

Las desventajas son:

1. Es necesario un sistema mecAnico complicado para cbhtener
una escala de longitud de onda lineal, ya que la dispersion
del prisma varia con la longitud de onda.

2. No se puede ohtener una resolucién uniforme con un ancho
de banda fijo va que la dispersidn del prisma no es lineal.
3. Mala dispersién v resolucién en 1la regién visihle e

infrarrojo cercano que la obtenida con un monocromador de
rejilla.

b
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2.2. MONDCROMADOR DE REJILLA.

Una rejilia de difraccidén tiene una serie de ranuras
paralelas, S00- 2000 lineas/mm, alineadas sohre una superficie
reflejante. Las ranuras son triangulares y tienen un Anqulo de
inclinacién ®, a este Angulo se 1le llama "&ngqule Rlaze”. En 1la
siquiente figura se muestra un monocromador de rejilla:
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Figura 8.2.a.
Monocromador de rejilla tripo Blaze.

La luz incidente se dispersa respecto a la lonagitud de onda de
acuerdo a la ecuacidn siguiente:

Ec. 8.2.a. mA = d{(sen i + sen &)
donde:

= Angulo de incidencia.

Angulo de difracciémn.

= Longitud de onda.

Distancia entre cada rejilla.

= Ndamero de érdenes de difraccidén, Di + 1i + 2 .......

I

3awp -
1

£l Angulo de difraccién de primer orden, m=1, de una longitud
de onda }, es el mismo que el Angulo de difraccién de sequndo
orden de 1/2 de 1la longitud de onda, y del Anqulo de difraccidn
de tercer orden de 1/3 de longitud de onda v asi sucesivamente.

Para ohtener tdnicamente 1la luz difractada de primer orden de
longitud de onda 2 , serd necesario excluir luz difractada de
érdenes secundarios y superiores por medio de filtros, como se
muestra en la siguiente figura.
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Las ventajas de los monocromadores de rejilla son:

i. Una rendija da una mejor dispersidén., por lo tanto mejor
resolucidén en la regidn visihle y cercano infrarrojo.

Z. Una rejilla asegura una exacta 1longitud de onda, de tal
forma que una desviacidn de longitud de onda por camhios de
temperatura serd despreciakble.

3. A una abertura espectral fija, 1la resolucidn es casi
constante con respecto a la longitud de onda: esto se dehe a
que la rejilla provee igual dispersidén en un rango amplio
de longitudes de onda.

d. La energia vy/o resolucidn se incrementa a medida que
aumenta el nuimero de lineas/mm. La anchura de una linea dehe
ser del orden de 1la longitud de onda. Por ejemplo 1 dd40
lineas/mm= 0.47%d mm/linea.

S. Una rejilla es mads comercial que el prisma, ya que se
fabrica a partir de una rejilla maestra en una pelicula de
resina sintética cukierta de una placa de vidrio de pequefo
coeficiente de expansidn, de tal manera que las rejillas se
van duplicando.

Las desventajas de los monocromadores de rejilla som 1las
siguientes: /

i. La energia se incrementa con la reflectividad.

2. Imperfecciones en la rejilla ariginan mayor presencia de
luz pardsita. Las rejillas hologradficas ofrecen una mayor
energia y por lo tanto baja luz parasita.

%X. Deke estahlecerse un compromiso entre disminuir el ancho

de la abertura espectral para obtener mayor resolucidn vy
aumentar esta abertura espectral para conseguir mayor
energia.

9. CELDAS.
La celda es un recipiente transparente especialmente

disefade para contener 1la solucién prueba o disolvente de
referencia durante los estudios espectrofotométricos. Existe una
gran variedad de celdas apropiadas al trabajo en las distintas
regiones espectrales, algunos de estos tipos de celdas se
muestran en la figura 2.a. La eleccién de cada una de ellas para
propésitos particulares se hasa en:

1. Sus caracteristicas de transmicién a la longitud de onda
de interés.

?. La longitud interna, espesor ©6dptico, el tamano v la
forma.

%. E1 costo relativo
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Figqura 9.a.
Celdas tipicas.

£E1 vidrio o silica fundida, también llamada cuarzo, se utiliza
como material de las celdas.

Las celdas de vidrio se emplean en el rango de 340 a 2 S00 nm.

Las celdas de silica fundida se utilizan en el rango de 180 a
7 SO0 nm., segin se muestra en la figura F.h.

De acuerdo a la ley de Beer si doblamos el paso de luz de 1la
celda. se duplicard la aksorbancia. Cuando la concentraciédn de la
muestra es demasiado haja o la absorbancia demasiado pequena, se
recomienda una celda con paso 6ptico grande.

Ge debe seleccionar un par de celdas que tenagan iqual paso de

luz., celdas apareadas, para evitar que se desvien 1los valores
fotométricos.
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Figura 9.hb.
Espectro de transmicién combinade para materiales

comunes de celdas.
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11. FILTRES.

Los filtros son utilizados para revisar la exactitud de la
longitud de onda, estos contienen tierras raras como el 6xido de
holmio ©o didimio. Los filtros se adquieren directamente en
companias que venden espectrofotémetros de tal forma gue solo se
requiere insertar el filtro en el adaptador de celdas.

11.1. FILTRD DE OXIDD DE HOLMIO.

El filtro de 6xido de holmio proporciona discretas handas de
ahsorcién que son tutiles para verificar 1a longitud de onda
correcta del espectrofotémetro. Las handas tamhién ayudan a
detectar la luz parasita. Es recomendahle el uso del filtre en la
instalacién y operacién inicial del espectrofotémetro.

El +iltro de dxido de holmio tiene una ahsorhancia maxima
discreta a 279.3, 287.&6 y 33Z3.€ nm en la reqgién ultravioleta como
se ohserva en la figura 1l1l.1.a. En la reqgidn wvisihle 1la
ahsorkancia maxima es a 360.8, 3I85.8, 418.5, 453.d4d y 637.5 nm
como se muestra en la figqura 11.1.hk. La mAxima absorhancia dehe
ser hallada en 1a longitud de onda que corresponda a la longitud
de onda ahsoluta. Si el error de la longitud de onda es mucho mas
grande que el de 1las especificaciones del instrumento este
requiere del servicio técnico. Si el error es pegueio en relacidn
a las especificaciones este se puede corregir. La longitud de
onda del selector dehe ser ajustada en la propia direccién de 1la
longitud de onda deseada que nos da la verdadera longitud de
onda.
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11.2. FILTRO DE DIDIMIO.

El filtro de didimio es recomendado para instrumentos con

aterturas espectrales de 10 nm o superiores v solo se utiliza en
la regién visihble.

Para verificar que se estd trabkajando con 1la longitud de onda

correcta se barre el espectro de d8%5 a S05 nm v de S70 a &05 nm
en incrementos de S nm como se muestra en la fiaura 11.7.a.

La escala de la longitud de onda estard correctamente

calibrada cuando se tenga un % minimo de transmitancia de SE543
nm y un maAximo de d495+3 nm.
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Figqura 11.2.a.
Espectro del filtro de didimio.



12. SOLUCIONES ESTANDARES.

Las soluciones estdndares se utilizan para verificar Ila
longitud de onda correcta.

iz.1. SOLUCION DE DICROMTATO DE POTASIC

Esta solucidén se prepara diluyende O0.500 gr de dicromato de
potasio KaCrlO1 a 100 ml de &cido sulfdarico, H,50,, O.01N.

De esta selucidén se toman 5 ml v se diluven a 500 ml con H?_SDLr
0.01IN en un matraz volumétrico para hacer la solucién de trabkajo.

Con esta soluciédn leer las absorhancias a 235, 257, 313 y 350D
nm. Segin la European Brewery Convertion, EBRC, las absorbancias
leidas con celdas de 1 cm dehen ser: Q.622, 0.730, 0.245 y 0.537
respectivamente, el espectro de absorcién de esta soluciédn se
muestra en la figura 12.1.a.
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Figura 1Z.1i.a.
Espectro de absorcidén del dicronato de rotasio en acido

sul farice 0.01N.

12.2. SOLUCION DE SULFATO DE COBALTG AMONICH.

El sulfato de cobalto—amonio, CoSO4{NHy). es mas usado como
estandar que el sulfato de cobalto. Esta solucién se prepara
disolviendo 1.448 gr de este reactivo en 100 ml de agua destilada
que contenga H,80, al 1% en agua destilada.

llsando esta solucidn se leen las ahsorbancias a 430, 435, 520,
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530 y 340 nm en la regidn visihle. Las ahsorbancias leidas segtn
la Mational Hureau Standards, NES, usando celdas de i cm deken
ser: 0.034, 0,043, 0.1, 0,145 yv 0.111. El1 espectro de ahsorcidn
de esta solucidn se muestra a continuacidn.

0s -

Abserbancia

Figura 12.2.1.
Espectro de absorcién del sulfato de cohalto-amonio.

12.3. SOLUCION DE CROMATO DE POTASIO.

Para su preparacién se pesan 0.40 ar de cromato de potasio vy
se diluyen a 100 ml con KOH O.05N, de esta solucidn se toman 5 ml
y se diluyen a S00 ml con KOH G.0SH.

Esta solucidn se usa para verificar 1la longitud de onda en la
regidén ultravioleta vy visible. Se leen las absorbancias en la
regién ultravioleta a la longitud de onda de: 250, 260, 220, 2930,
340 y 350 nm. Las absorbancias leidas con celdas de 1 cm segin la
NBS debhen ser: 0.4946, 0.633, 0.712, 0.4223, 0.316 y 0.552. Leer
las ahsorbancias en la reqién visihle a 360, 380, 410 y 430 nm.
Las ahsorhancias leidas segan la NBS dehen ser: 0.2830, 0.732,
0.139 m vy 0.08d.

=
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13, OTROS PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

i3.1. ARSORCIOMETROS FOTOELECTRICOS.

Estos instrumentos tienen 1la caracteristica de medir la
cantidad de 1lu=z absorbkida mediante un galvanémetro. Los
ahsorcidmetros utilizan celdas fotoeléctricas, cuando 1a luz
incide sohre estas celdas se genera corriente eléctrica que es
medida por medio del movimiento de una aguja galvanométrica., este
movimiento es proporcional a la densidad de la luz.

La 1luz es ahsorhida a través de su paso por la solucidn
coloreada. Mientras mads luz es aksorhida menos luz es transmitida
hacia 1la celda fotoeléctrica, por 1lo tanto menos electricidad
generada.

13.2. COLORIMETRIA VISUAL.

tn procedimiento colorimétrico visual consiste en comparar la
solucién desconocida con una solucién estdndar en un instrumento
de hazr dividido. Agqui 1las dos soluciones estén contenidas en
tuhos de fondo plano; 1las longitudes de 1la trayectoria se
modifican por medio de émholos transparentes ajustables aue
ruedan elevarse y hajarse en las soluciones. Cuando se ha logrado
equilibiro visualmente, se miden las longitudes de las
trayectoria: la concentracién de 1a solucidén desconocida puede
calcularse de la siguiente manera:

Ec. 13.2.a. A» = As
Eces 135:2:b. ehuCyx = Ehs(Cs
. 13.2:6. Cx = Cs bs
by
donde "x" desiagna la solucién desconocida vy la "g" la estandar.

Un colorimetro Duboscq se basa en estos principios vy contiene un
sistema 6ptico que permite la facil comparacidén de los haces que
pasan por un ocular con un campo visual dividido.

2
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14. APLICACIONES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE.

id.i1. APLICACIONES GQUIMICAS.

La absorcién de 1la energia radiante en las regiones
espectrales del visihle y del ultravioleta depende principalmente
del ndmero de arreglos en los electrones de las moléculas o iones
aksorhentes.

En las sustancias inorgdnicas se produce una ahsorcion
selectiva cuando un nivel energético electrénico incomnleto se
halla cubierto o sobrepuesto por un nivel de eneragia completo,
normalmente formado por valencias de coordinacién con otros
dtomos. Comoupjemplo de esto consideremos el caso del cobre. El
ion simple Cu nunca se encuentra en soluciones acuosas dehido a
que tiene una gran tendencia a formar uniones coordinadas con
cualquier molécula o iones disponibhles que tengan pares de
electrones sin compartir. Estos pares no compartidos estan
presentes en el agua. Los diversos iones no tienen los mismos
colores dehido a que la naturaleza del ligando produce un efecto
en la energia de los electrones.

Muchos iones y moléculas que tienen dobles ligaduras vy que
pueden representarcse como hibridos de resonancia de distintas
estructuras ahsorben radiacién ultravioleta en la regién de 200 a
400 nm. Como ejemplo se encuentra el ion nitrato que puede
considerarse como hihrido de resonancia de tres estructuras como
se muestra a continuacidn:

i a O
| b
% &3 iy

Figura 1d4.1.a.
Hibhridos de resonancia del ion nitrato.

El ion nitrato tiene dos picos de ahsorcidn en el
ultravioleta: uno a 203 nm y el otro a 300 nm. Se han determinado
trazas de nitratos en carhbonatos de tierras alcalinas, efectuando
mediciones a 203 nm o a 210 nm. E1 ion carhonato no ahsorhe 1la
radiacién ultravioleta en esta regién, lo cual hace rosihkle 1a
determinacién de nitratos sin interferencia.

La siguente tahla muestra 1a transmicién ultravioleta de los
disolventes comunes.




Longitud de onda, nm Disolvente
180 - 19S5 Acido sulfdarico 96%
Agua

Acetonitrilo

200 - 210 Ciclopentano
n—hexano
Glicerol
2. 2,d—tvrimetilpentano
Metanol

210 - 220 Alcohkol n-hbutilico
Alcohol isopropilico
Ciclohexano
Eter etilico

Y
[N
h
|
n
T
<

Cloroformo
Acetato de etilo
Formiato de metilo

265 - 275 Tetracloruro de carhbono
Sulféaxido de dimetile
Dimetil formamida
Acido acético

280 - 230 Benceno
Tolueno
m—xileno

Arriha de 300 Piridina
Acetona
Disul furoe de carhono

Tabhla 1d.1.a,
Limite de 1la transmicidn ultravioleta de los

disolventes comunes.

La ahsorcién selectiva entre las moléculas oraanicas esta
relacionada con la localizacidn de los electrones en la molécula.
Los compuestos completamente saturados no muestran una absorcidén
celectiva en las regiones del visihle v en las accesibles del
ultravioleta lejano, 195 nm para el etileno. Las dobles ligaduras
conjugadas producen absorcién a mayores longitudes de onda. Entre
mas extenso sea el sistema conjugado, mayores serdn las
longitudes de onda a las que se ohserve la ahsorcién. Si el
cistema se extiende demasiado, 1la |absorcidn penetrard en la
reqgién visihle y presentard color. Por lo tanto el B-caroteno con
11 dokles ligaduras conjugadas absorhe fuertemente en la regidn
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situada entre 420 y 420 wm, vy por lo tante aparece de color
amarillo-verde. Al sistema conjugade completo de un compuesto se
le 1lama cromdforo.

Las 1longitudes de onda de mAxima absorcidn proporcionan un
medio de identificacién del croméforo. Los espectros se modifican
por la presencia de varios qrupos atémicos, cuando estos
sustituyen a los Atomos de hidrégeno en 1los carhonos del
croméforo. Tales sustituyentes tienen el efecto de desplazar las
handas de ahsorcidn a longitudes de onda mayores y camhiar los
valores de ahsorbancia. Los sustituyentes que producen estos
efectos se conocen Ccomo AUMOCTOMOS.

En la tabla id.1.h. aparece una lista de compuestos organicos
que contienen croméforos tipicos junto con las longitudes de onda
de su maximo de ahsorcidén vy sus valores aproximados de
ahsortividad molar.

Compuesto Croméforo Disolvente Amax. nm ngn
Ncteno C=C Hexano 185 3.9
Acetileno C=C VVapor 173 3.8
Acetona C=0 Hexano 188 Ze9
Acetato de
diacetil =N Etanol 252 249
g 1 |
Butadiemno C=C-C=C Hexano 217 4.3
Crotonaldehido C=C-C=0 Etanol 217 4.2
Dimetilglioximo N=C—C=N Etanol 226 a.7
Uctatri—enol C=C-C=C-C=C Etancol 265 A7
Vitamina A [—C=C-]y Etanol 328 =
Decatetrancl {—C=C—]q Etanol 200 4.8
Renceno <::> Hexano 172 I
255 2.4
1.4-Benzoquinona — o Hexano 245 5e2
| - Om@“ 285 2.7
435 1.2
Naftaleno @@ Etanol 220 5.0
275 Iu7
314 205

N
s
i

Difenil @—@ Hexaio 246

Tabla 4.1.b.
Croméforos representativos.

Frn compuestos aromaAticos el anillo hencénico es el cromdforo
mae simple. Cuando hay dos o més anillos en conjugacibén, como en
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el naftaleno o en el difenile, 1la aksorcién se desplaza
nuevamente hacia longitudes de onda mayores. La takla d.i.c.
muestra los efectos de algunos auxocormos en la ahsorcién del
benceno y la figura id.1.h. muestra el espectro de ahsorciédn del
benceno en solucién de ciclohexano.

Compuesto Disolvente BRanda etilénica Banda hencenoide
Amasx. nm nEn AmAx. nm "E®
Herniceno Ciclohexano 138 3.30 255 Lot
Ion anilio Acido acuoso 203 3.82 254 2.20
Clorohenceno Etanol 210 3.8 257 2ad3d
Trofenol Hexano 236 d.00 2673 2.85
Fenol Agua 210.5 3479 270 P
Anilina Agua 230 2.93 220 .16
Ion fenolato FHase acuosa 235 3.97 287 3.42

Tabla 14.1.c.
Efecto de los auxocromos en el anillo croméforo de
bhenceno.
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Fiqura id.i.b. ‘
Fspectro de absorcién del henceno en el ultravioleta en
solucidn de ciclohexano.
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14.2. ANALISIS CUALITATIVO.

Los espectros de ahsorcién en el ultraviocleta v en el visihle
sonn de qran utilidad en el conocimiento de las estructuras de
compuestos orogdnicos, estos compuestos tienen bandas de ahsorcién
de distintas formas, localizaciones e intensidades. La
identificacién y deteccién de l1la aksorcidén de arupos es posihkle
usando la regidn ultravioleta del espectro. La identificacidn de
un compuesto individual es mAs dificil aque la identificacidén de
grupos porque las handas de ahsorcidn son mas caracteristicas
para grupos que para la molécula.

La ahksorcién selectiva, por si sola, rara vez es lo
suficientemente apropiada para 1la identificacidn de una
estructura particular. La falta de una ahsorcidn apreciahle en la
regién de 270 a 280 nm es una evidencia inequivoca de que el
compuesto no contiene un anille hencénico. Si no hay ahsorcidn
desde l1a regidén cercana a 210 nm hasta el visible, es seguro que
el compuesto contiene una insaturacién ne conjugada. 51  1a
transparencia se extiende a un nivel tan bajo como 180 nm, se
concluye que estan ausentes hasta las dohkles ligaduras aisladas.

La variacién del espectro de ahsorcién de un indicador acido-
hase en Ffuncidn del pH proporciona un método rara la
determinacién del valor del pkK de un indicador. En la siguiente
figqura, 1d.2.a. estan graficadas las curvas de abhsorcién del rojo
de fenol para una serie de valores de pH, la absorcién a una A =
410 nm aumenta, mientras que la absorcidn maAs baja a una X =430
nm disminuye. Las diferentes curvas se cruzan en el punto en
donde A = 495 nm: este punto se denomina punto de isoahsortividad
o punto isohéstico y es caracteristico de un sistema que contiene
dos cromdforos interconvertihles.
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Figura 14.2.a.
Fojo de fenol. Curvas de absorbancia para diferentes

valores de pH

S5i graficamos la ahsorhancia a A= &15 nm contra el pH, se

ohtiene una curva en forma de "S", figura 14.2.kh. La parte
horizontal izquierda corresponde a la forma &cida del indicador,
mientras qgue la parte superior derecha corresponde a la

conversidn casi total a 1la forma hasica.
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Figura 14.2.h.
Fojo de fernol. Ahsorkancia a &1S nm como funcidén del

rH.

Las constantes de disociacién de los compuestos que ahsorhen
mis en el ultravioleta que en el visihle, se determinan por medio

de un proceso similar.

tima técnica usada frecuentemente para identificar compuestos

individuales es tomar la relacidn de ahsorhancias a dos
longitudes de onda diferentes. Esta técnica es usada
particularmente rara la identificacidn de barhitiricos vy

aminodcidos. La presencia de impurezas dque ahsorhan en el
ultravioleta puede conducir a arandes errovres, particularmente
cuando el compuesto de interés tiende a ahsorher dehkilmente
mientras aque la presencia de pequenas cantidades de impurezas
abhsorben fuertemente. Los anAdlisis en la regiébn ultravioleta

requieren el uso de cromatografia, extraccidn selectiva o de

otras técnicas de separacidn.
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14.3. DETERPMINACION DE LA RELACION LIGANDO/METAL DE UN COMPLEJD.

Debido a que en general 1los compuestos ovrganometélicos
muestran una absorcidén selectiva en el wvisihle o en el
ultravioleta, esta propiedad es ampliamente usada para determinar
tanto su composicidn como sus constantes de estahilidad. La
estereoquimica de un compuesto estahle se determina ror
cualquiera de las dos técnicas siguientes: 1) El método de razdn
molal introducido por Joe v 2) El1 método de variaciones continuas
atrihuido a Joh.

En el método de razén molal se miden las ahksorhancias para una
serie de soluciones que contienen cantidades wvariahles de un
constituyente con una cantidad constante de otro, a menudo el ion
metAdlico, figqura 14.3.a. Se espera que 1la grafica sea una linea
recta que vaya desde el origen hasta el punto en donde estan
presentes cantidades equivalentes de los constituyentes. La curva
se vuelve horizontal cuando se usa toda la cantidad de un
constituyente y 1la adicidn de mayor cantidad de otro
constituyente ya no puede producir mAds complejo ahsorhente. Si el
constituyente que esti en exceso ahsorhe a la misma longitud de
onda, después del punto de equivalencia 1la curva mostrard una
pendiente positiva peroc de una magnitud mas pequena que la «que
tenia antes de la equivalencia.

La representacién grafica experimental del complejo 1:1
mostrada en la fiqura 14.3.a. puede analizarse como sigue.

Las variahles experimentales conocidas son 1la concentracidan
formal del catién Fy. la concentracién formal del ligante F, vy la
ahsorhancia medida A. Estas cantidades pueden relacionarse con la
concentracidén en equilibrio de 1la especie presente, las
ecuaciones se muestran a continuacidn:

Ec. 14.3.a. Fu = [M] + [ML]
Ec. 1d.3.h. Fbo= [L] + [ML]
Ec. 1d.3.c. R = g, [M] + ¢ [(ML]
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Figura 14.3.a.
Grafica de Yoe—Jones para el complejo mercurio-difenil-—

carhazona.

En el método de variaciones continuas se requiere de una serie
de soluciones de concentracién variahle de los dos constituyentes
pero cuya suma permanece constante. S5e mide la ahsorhancia de
cada solucidn a una longitud de onda apropiada y se corrige para
cualquier absorhancia de 1a mezcla si no se ha producidoe
reaccidn.

La ahsorbhancia corregida se puede representar entonces
graficamente contra 1la fraccién volumen, gue es igual a la
fraccién mol, de uno de los reactiveos; es decir, Vyg/(Vy + V_ 3,
donde Vy es el volumen de la solucidn catidn y V. el del ligante.
Una representacidn grafica aparece en la figura 14.3.hb.
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Figura 14.3.h.
Grafica de Johb para el complejo mercurio—

difenilcabazona. La coordenada vertical representa 1la
diferencia entre la abhsorhancia de la solucidn mixta v
la suma de la ahksorhancia que loe reactivos mostrarian

cei no huhieran reaccionado.




ld.d. ANALISIS CUANTITATIVD.

El andlisis de una sustancia ahsorhente puede llevarse a caho
directamente a través de la ley de Reer. En 1los lakoratorios
clinicos se realizan un gran ntmero de analisis en suernc para
determinar: glucosa, urea, creatinina, acideo drico, hilirrubinas,
colesterol, proteinas totales, calcio fésfore, TGO, TGP, DHL,
CPK, fosfatasa Acida, fosfatas alcalina, etc.

Un ejemplo de 1o anterior seria la determinacién de TGO,
transaminasa glutdmica oxalacética. en suero. A continuacidon se
muestra el fundamento de la técnica:

- Fundamento:

La glutamato-oxalacetato-transaminasa, TGO, cataliza el
transporte de nitrdédgeno desde el glutamato al oxalacetato seatn
la siquiente ecuacién:

a—Cetoglutarato + aspartato & ==== glutamato + oxalacetato

Para la determinacién cuantitativa de TGD se deja actuar el
suero prohlema en solucién amortiguadora sohre cetoaglutarato v
aspartato. El1 oxalacetato producido se transforma enzimaticamente
en malato, en presencia de malato—-deshidrogenasa.

Oxalacetato + NADH + H &===== malatoe + NAD

La wvelocidad de consuma de NADH puede medirse por 1la
disminucién de la ahsorcién en la regién del wultravicleta
cercano. Sus valores son directamente proporcionales a la

actividad de la TGO.




14.5. ESPECTRO ULTRAVIOLETA DE NARCOTICOS Y DROGAS PELIGROSAS.

La espectrofotometria ultravioleta fué usada nara 1a
identificacidn de narcéticos vy drogas en 182d4. La clasificacidn vy
codificacidn sistemadtica del espectro de ahsorcién de los

narcéticos detectables por medio de la ahsorcién nltravioleta
comenzd desde 1la década de los S0%'s. tlno de los mejores catéloaos
fué publicado por la Ottawa Food and Drug Lahoratories.

Algunos de 1los proklemas a 1los cuales se enfrentan los
lakoratorios criminolégicos por medio de 1a Federal and State
Narcotics and Dangerous Drug Lahoratories es la identificacidén de
concentraciones muy pequenas de drogas mezcladas con otros
compuestos que ahsorhen en la regidén ultravioleta.

Las drogas que pueden ser detectadas en la regidn ultravioleta
son: cocaina, dextro vy levo metadona, isometadona, pipidona,
narcotina, Acido opidnico, codeina, morfina, etc.

id.5.1. DETERMINACION DE BARBITURICOS Y SALICILATOS POR ABSORCION
ULTRAVIOLETA.

— Introduccidn:

La tonxicologia y algunos laboratorios clinicos dehen ser
capaces de extraer barbitaricos vy salicilatos de fluidos del
organismo humano asi como para protegerlo de 1la presencia de
fstos. Los anAlisis cuantitativos son hechos a uma longitud de
onda de 260G nm.

— Principio:s

Los karhitiricos son extraidos del material bhioldgico con
cloroformo. La droga es removida de este solvente con hidréxido
de sodio, NaH, y 1la curva de ahsorhancia de'l ultravioleta es
leida en el espectrofotametro. Todos los bharbitdricos existen en
dos formas ionizadas dependiendo del pH. Una forma se obtiene
cuando se trabaja a un pH de 14 en donde la curva muestra un
mAximo de aksorcién a 255% nm y un minimo a 235-237 nm. Otra forma
se ohtiene cuando se trahaja a un pH de 10 y se ohtiene una curva
cuya ahsorcién maxima es a 240 nm. El punto isohéstico ocurre a
225-235 nm v a 245-250 nm.

— FPeactivos:

Cloruro de amonio al 1&%.
Hidréxido de sodio G.d45 N.
Solucidn saturada de NaHPOy.
Cloroformo A.F.. agente reactivo.
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— Procedimiento:

i. Colocar la longitud de onda del aparato a Z&G nm ernn el rango
ultravioleta.
Za Colocar 1 ml de suero, o de otro fluide del organismo, en un

emhudo de separacidén y a este Aagregar 1 ml de solucidn
saturada de NaH,PO,y 25 ml de cloroformo.

B Agitar por tres minutos.

a5 Fetirar el extracto de cloroformo, fase inferior, filtrarlo
a través de papel Whatman # 1 vy pasar el filtrade a un
segundo embudo de separacidn.

5. Adicionar 5.0 ml de NaOH 0.45 N al cloroformo contenido en
el segundo emhudo.

&. Agitar por tres minutos.

s Retirar la capa de cloroformo y descartarla.

8. Transferir la capa de NalH 0.45% N  que gqueda a un tubo de
ensaye de 10 ml y centrifugar a 3 000 rpm durante S minutos.

9. Transferir la capa de NaDH a un segundo tubo de emnsaye vy
aplicar succidén por un minuto.

10. Colocar 3.0 ml del extracto de NalOlH a wuna cubeta del
espectrofotémetro., la cubheta dehe ser de cuarzo.

11. Anadir 3.0 ml de NaDOH 0.45 N a otra cuketa del
espectrofotémetro,introducirla en el aparato v ajustarlo a
cero de absorbancia usando una longitud de onda de 260 nm.

12. Reemplazar la cuhketa que contiene 1la solucién de NaOH vy
recorrer la ahsorhancia de 220 nm a 350 nm empleando la
solucidén de NaOH como referencia, figura 14.5.1.a., curva A.

13. Adicionar a los 3.0 ml de muestra 0.5 ml de solucién de
cloruro de amenio al 16%, mezclar por inversién.

14 . Insertar la cuheta con la muestra en el espectrofotéometro y
recorrer la absorhancia en el mismo rango que la anterior,
figura 14.5.1.a., curva B.

— CAlculos:
mg% = (A A - 7/6 a Z&0) » factor

curva A curva R

La fraccién 7/6 es requerida para corregir la dilucién dokle
del volumen adicionado de cloruro de amonio. El1 factor representa
los mg% de harhitarico en particular asociado con una ahsorhancia
a 260 nm = 1.0. El factor difiere para cada uno de 1los

barkitdricos.

Algunos ejemplos se presentan en la tahla 14.5.1.a.



Barhital
Fenokarhital
Secoharhital
FPentoharhital
Factor general

Factor

';4 (21 i hs.l NI
D) A B Y )

cuando el barkitdirico especifico es desconocido.

Tabhla 14.5.1.a.

Ejemplos de algunos harhitiricos comunes.

— Notas:

1.

ol
[

La presencia de burhujas o manchas en la cuheta wara hlanco
o muestra puede introducir serios errores en 1los
resultados. Cada cubeta debe ser inspeccionada antes vy
después de introducirla en el espectrofotémetro.

Curvas estandares. Las curvas estandares son preparadas por
los mismos procedimientos conocidos para barbhitdaricos de la
misma manera que se descrihke para sangre. Coloque 100 gr de
sal de sodio de un derivado del Acido barhitirico dado en un
matraz volumétrico de 1 000 ml, disuelva con agua destilada
y diluya al volumen indicado. Esta solucién nos da una
concentracién de 10 mg%. La diferencia de ahsorhancia de la
curva A y B a 260 nm es proporcional a 1la concentracidn del
tarbiturico, el factor uvutilizado es de 3.3,

Todos los barhitaricos 50T reportados como sales
monosGdicas.
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Figqura 14.5.1.a.

Curva de ahbsorhancia de los harbitdricos.

— Interpretacidn:

Los wvalores de
repertados como negativos o menores a 1.0 mg% de barbitarice. Los
valores arriba de 1.0 mg¥% pueden considerarse como indicativos de
La siguiente takla, 14.5.1.0;

la presencia de

resume la correlacién de harbitiricos
o muestra

clinicos, Vv la

Rarbhitiricos

Fenoharhital
Amobarhital
Secokarbhital

Takla 14.5.1.5.
Correlacidn
clinicos.

0.0 a 1.0 m

barhitGricos.

tabla 14.5.1.c
desaparicién de los harhitaricos en la sanqre.

de

g% son

Etapas clinicas

harbitdricos

dudosos vy pueden ser

en la sanare de pacientes

la proporcidn de

3 d S
6.3 10.0 15.0
. I oy g.6
S 4.0 5.0
en la sangre de pacientes
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Etapa 1 Individuo despierto, tranqguile, competente.

Etapa 2 Individuo tranquilo, presenta reflejos., prefiere dormir,
responde a preguntas con Animo.

Etapa 3 Individuo presenta reflejos y un estado comatoso.

Ftapa 4 F1 inividuo entra en estado comatase vy no presenta
reflejos.

Etapa & FEstado comatoso, con dificultad circulatoria vy
respiratoria.

Barkitiarico Vida media Decremento diario %

Fenobharhital 72 horas 21

Amokarhital 25 horas d4a

Pentoharbital 20 horas o7

Seconal 20 — 40 horas (5072

Fabhla 1d:D9.1.6,

Proporcién de desaparicién de los harhitiaricos de 1la
sangre.




15. CONFIGURACINONES REPRESENTATIVAS DE LS INSTRLUMENTOS
COMERCIALES.

15.1. COLEMAN JUNIOR &/20

Este modelo incorpora adicionalmente un sistema
modul ador/demoduladoer v un amplificador logaritmico para la
escala lineal de ahsorhamncia, y en algunos casos, un galvanémetro
para lectura directa. E1l ohjeto del sistema modnlador/demodulador
es el de trahajar 1la amplificacién en corriente alterna. Para
mayor exactitud, en un principio se utilizaron frecuencias de 35
ciclos por sequndo y posteriormente &0 para minimizar las
interferencias de la linea de alimentacién. En este equipe al
seleccionar un filtro ya sea para el ultravioleta o el infrarrojo
cercano, la ganancia del amplificador se incrementa 5 veces para
compensar la respuesta del detector. La siguiente figura
representa el diagrama del Coleman Junior &/20:

REGULADOR LAMPARA DE SISTEMA OPTICO

TPANSISTORIZADO TUNGSTEND REJILLA Y FILTROS
e
T
LAMPARA ICELDA FOTO-
b | caLvanomeTRO| ! ’ VOLTAICA
| i I

1
pODULADOR [
TRANSISTOR FET |

S S |

| GALYANOMETRO!, !
CON ESPEJOD

I = |

I
| ESCALA |
GRADUADA
I |

| | — / . DEMODULADOR

0 GALVANOMETRO =
|DE LECTURA DIRECTA] A g 11 {IBENRISTOR Rel

Diec =S

| SALIDA PARA

=
CONVERTIDOR |— REGISTRADOR

LOGARITHICO !

=it B

AMPLIFICADOR
AMP, OPERACIONALES

LJL"

Fiqura iS.1.a.
Diagrama de hloques del Coleman Junior &/20




15.2. BALSH AND LOMB SPECTRONIC 20.

Este aparato relativamente simple, utiliza solamente una
lAmpara de tungsteno come fuente luminosa. El elemento dispersor
es una rejilla vy la deteccién fotoeléctrica se logra mediante un
fototuho, aunque se aofrece como opcidn otra para extender 1la
respuesta hacia el infrarrojo cercano. Las lecturas se ohktienen
directamente del galvandmetro graduado en % de transmitancia 6 de
ahsorhancia. Para mayor precisiédn puede afiadirse un fototubho de
referencia con un regulador extra, con lo gue se minimiza el
efecto de los camhios de intensidad de la l1&mpara schre las
lecturas. En los primeros modelos se emplearon diodos al vacio,
requladores de gas vy triodos dohles. Posteriormente se fueron
haciendo camhios graduales hacia rectificadores de silicio,
diodos zener, transistores vy amplificadores operacionales.
manteniendose el mismo sistema Aptico y la apariencia externa, en
la siquiente figura se ohserva el diagrama del Spectronic 20.

... FoTOTUBO | _____ JREGULADOR
REFERENCIA ADIC{OKAL

LAMPARA DE! SISTEMA OPTICO

. o) R
TUNGSTENO | REJILLA | FDTD_T”B:O::]
REGULADOR | .. } |AMPLIFICADOR

LAMPARA

FEGUL&bOR SALIDA PARA CALVANIVETRO
CIRCUTTOS ACCESOR10S LECT. DIRECTA

s

Figura 15.2.a.
Diagrama de bloques del Spectronic Z0.




15.3. VARIAN DMS 70, Espectrofotometro digital.

£1 espectrofotémetroe DMS 70 es un instrumento de dohle haz
avanzado, con una rejilla holografica, wun sistema de espejos de
corte, un compartimiento cerrado para el manejo de celdas para
muestra y estandar. Provee poco ruido, una alta estahilidad
fotométrica y proporciona resultados de ahsorhancia, % de
transmitancia o concentracidn.

£1 equipo DM8 70 incluye el cAlculo automético para 1a
conversian de los resultados ohtenides. Efectiia el andlisis
automatizado de 175 muestras por tanda.

- Opticas

Dokle haz, rejilla monocromAtica holografica, sistema de
espejos de corte, tuho fotomultiplicador, luz praradsita menor al
0.02% a 720 nm, abertura espectral del orden de 2 nm.

— Fuentes:

tiliza una lampara de cuarzo halégeno y deuterio, el camhio
de 1a fuente de la regién ultravioleta a visible es automatico,
ecte camhio se da a la longitud de onda de 350 nm.

— Longitud de onda:
Rango de longitud de onda de 200 a 800 nm.

— Lectura fotométrica:

Microprocesador con pantalla de cuatro digitos, proporciona
lectura en ahsorhancia., %# de transmitancia y concentracién. El
cero es auntomatico.

— Rangos fotométricos:
De -0.5 a 7.5 de ahsorhancia 6 a 400% de transmitancia, hasta
9399 de concentracién, con expansion arriba de 100x.




16, MANTENIMIENTO PREVENTIVO.

i&. 1. FREPETIHILIDAD FOTOMETRICA.

Este parametro representa la capacidad del sistema fotométrico
de reproducir el mismo valor en sucesivas determinaciones. Todas
las mediciones dehken ser hechas continuamente en el mismo
espectrofotémetro usando los mismos materiales.

La repetihilidad fotométrica es determinada efectuando diez
mediciones de la misma muestra en ahsorhancia o en transmitancia.

Procedimiento:

-
.

Encender el instrumento, seleccionar 1la lampara y el filtro
adecuado.

.4 Seleccionar l1la longitud de onda apropiada.

3. Seleccionar la transmitancia o ahsorhbancia.

d. Insertar el estédndar en el compartimiento de muestras.
Siempre orientando la celda en la misma direccién.

oo Fepetir el paso 4 diez veces.

&, Calcular el promedio de las diez lecturas vy calcular la

diferencia de cada lectura respecto al promedio.

16.2. RUIDD O DERIVA.

La posicién del cero dehe ser constante antes de pretender
hacer estimaciones correctas. 51 se ohkserva el indicador por umn
minuto, puede detectarse 1la presencia de ruido, fluctuacién o
deriva, desviacién continua a uno de los lados. Cuando los
efectos de cualquiera de ellos va ma&s alld de ciertos limites de
tolerancia es necesario corregir la falla antes de proseguir.

Algunos de los espectrofotémetros mas cencillos tienden a
mostrar una posicidn maAs estabhle de 0% que de 100% de
transmitanciay; en estos casos tamhién se suguiere prohar el
ajuste de 100% de transmitancia en previsién a la presencia de
ruido y/o0 deriva.

Los instrumentos de harrido recogen auvtomidticamente las
variaciones debidas a ruido y/o0 deriva durante las pruehas
preliminares. Algunos de estos instrumentos se someten a dichas
pruehas por lapsos de 2 a 15 horas.

£E1 ruido y/o deriva puede ser casi totalmente achacado a una
de cuatro posihles causas:® humedad, conexiones eléctricas
defectunsas., superficies fotodetectoras fatigadas o saturadas vy
laminas envejecidas o inttiles.




16.3. ANCHO DE BARNDA.

Los imnstrumentos varian considerahlemente en sus anchos de
handa, ya sea porgue el instrumento tenga una rendija fija, y por
1o tanto un  ancho de handa relativamente fijo, una rendija
variahle o un programa a elegir.

El concepto general es aque mientras m&s angosta sea la
ahertura de la rendija, mAs exacta la seleccion de la longitud de
onda maxima. Sin emhargo, no es valido ajustar la distancia entre
las hojas,o mandibkulas de la rejilla y suponer qne el ajuste sea
evactamente el indicado en el control. E1  ancho de handa puede
modificarse a causa de alguna anomalia fisica de las mandihulas o
de algin camhio en el sistema 64ptico tal que aumente la
dispersién de la luz.

La forma mas sencilla de detectar un aumento en el ancho de
handa estriba en examinar si  ha hahido una disminuncidén en la
resolucién, en este caso se hace revisidén usando siempre el mismo
estandar, filtro de éxido de holmio, etc.

16.4. FESOLUCION.

La resolucién de un instrumento es una medida del arado al
cual puede separar picos de ahbsorbancia o transmitancia que
ocurren a longitudes de onda cercanas entre si. Puesto que 1la
resolucidn es una funcién del ancho de rendija, la eleccidn de
una ahertura de rendija es una operacién critica. A menor
distancia entre las mandibulas de la rendija, mayor resolucidn,
pero esto se acompana de una reduccidén de energia.

Existen dos procedimientos simples para realizar la inspeccidn
de l1a resolucién de un istrumento:

: El espectro de vapor de henceno tiene un pico menor A 259.46
nm que puede ser resuelto de l1a handa principal si el
instrumento tiene una ahertura espectral de rendija de menos
0.5 nm. Se coloca una gota de henceno en una celda de i cm
con tapa y se espera a que se equilibre con la temperatura
ambhiente. La presién de vapor es tal que la aksorhancia a la
longitud de onda sera 0.2 de ahsorhancia.

E1 perfil de la linea de emisién a &656&.1 nm de la ladmpara de
deuterio del propio instrumento puede ser medida pasando a
la funcién de energia o haz unico del equipo. La aparente
anchura de 1a banda a la altura de medio pico se toma como
1a akertura espectral de rendija del instrumento. La
ahertura espectral representa el ancho de banda minimo de un
compuesto que puede ser medido a esa longitud de onda con
cierto grado de confianza.

]
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16.5. LUZ PARASITA.

La energia radiante que 1llega al detector por otras
longitudes de onda que no son las Aajustadas por el monocromador vy
a toda l1a energia radiante que llega al detector sin haher pasado
por la muestra, se le considera radiacidon extrana o parasita. La
radiacidn extrana se exxpresa en forma de porcentaje.

Hay muchas fuentes que originan la radiacidn extrana. alannas
pueden deherse al no tapar el compartimiento de muestras o a la
carencia de proteccién del detector, a estas fuentes se les
considera de tipo externo.

Existen otras fuentes de tipo interno, es decir, que el propio
instrumente origina la radiacidén extrana, como puede ser  una
l1Ampara en mal estado. Esta contrihucidén de la radiacidn extrana
dependera de 1la edad de 1A l1Ampara. A medida que vava
disminuyendo el poder de radiacién aumentard la radiacidn
extrana. E1 efecto de envejecimineto de 1a lAmpara se puede
detectar por una respuesta no lineal al estar verificando la
linealidad de la respuesta del detector.

La principal fuente que origina la radiacidn extrafa es el
monocromador donde puede suceder una desviacidn de la luz debido
a que la superficie éptica estd sucia o en mal estado, puede
suceder una reflexién en los bordes de la rendija, o en los
espejos.

El criterio a seguir para eliminar 1a radiacién extrafa
incluye: verificar la calibracién de 1la longitud de onda, salida
de la energia del fototuho, alineacién de los componentes del
instrumento y limpieza de las superficies épticas. Algunas veces
la radiacién extrafna puede ser reducida a hase de filtros que
ahsorhen a ciertas longitudes de onda donde la luz extraifa se ve
aumentada.

Las soluciones de carhonato de litio son usadas
frecuentemente en pruebas de luz extrana en el rango de 210 a 223
nm, pero la concentracién de la solucién saturada depende de la

temperatura, motivo por el cual se estima mucho su uso.

i6&.&,. SENSIEBILIDAD OPTICA.

La sensihilidad éptica, energia, del instrumento declina
después de un cierto tiempo debido a pérdidas de emisidn de la
l&mpara, contaminacién de la d4ptica o envejecimiento de
fotodetectores, asi como el polvo del ambiente. El prohlema se
hace aparente cuande hay necesidad de mayor ahertura de rendija
de salida o valores creciente de ganancia del amplificador.

A
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El deterioro "aceptahle” en 1la sensihilidad dptica en la
mayoria de los casos es una reduccidn hasta del S0%  sohre la
escala de transmitancia., 30% de resolucidn.

Una pérdida de consideracién en sensihilidad 6ptica puede ser
rectificada mediante sustitucidn de la lampara. En caso de qgue 1A
falla no se corrija, deherd sospecharse de un probhlema en el
fotodetector o en la oOptica.

16.7. CONTACTOS FALSOS.

En tahletas impresas los contactos falseos de los componentes
pueden ser detectados wusando wun hkovrador eléctrico de dibhujante
como pruebha de perturhacién y puede usarse cualquier aparato
vihrador gque genere mucha estatica.

i6.2. HUMEDAD.

Tanto los sistemas dépticos como los electrénicos s0n
seriamente afectados por 1la humedad amhiente. Algunos equipos
tienen camaras desecantes en los compartimientos del monocromador
y de 1la fuente luminosa. Si el instrumento wo la incorpora puede
introducirse una holsita de tela con desecante a manera de
proteccién. La silica gel con indicador de humedad es ideal para
estos casos. Un camhio de color de azul a roasado indica que ha
hahido absarcién de humedad. El desecante puede ser vuelto a usar
después de que haya estado un tiempo en el horno, €0°C a 100°C, vy
recuperado el color azul. Otro desecante mAas econtmico pero
efectivo es el cloruro de calcio.

Si, por alguna causa, no es posihle usar un desecante, la
solucién consiste en encender 1a lampara del instrumento con
cierta periodicidad, pero dehe cuidarse que la luz no alcance el
fotodetector.

&0




17.

10.

RECOMENDACIONES PRACTICAS PARA EL MANTENIMIENTO PREVENTIVOD.

Cprere el instrumento en un lahoratorio cuyo medio amhiente

sea limpio.

Mo opere el instrumento en amhientes con alta temmeratura,
humedad o donde exista la presencia de Acidos volatiles o

sucstancias quimicas Ccorrosivas.

Conectar el instrumento dentro de una linea de alimentacidn

correcta sin interferencias.

No rcolocar el instrumento en un  lugar donde existan

vihraciones.

No hloquear la wventilacién del instrumente vy cubhrirle

parcialmente durante su operacidn.

Evitar dejar huellas digitales en la fuente luminosa o
las superficies épticas, limpiar 1la cuhierta antes de
instalacién y manipilar 1la fuente luminosa por medio de
hase.

en
su
su

Limpiar las superficies épticas del instrumento con una

hrocha de pelos de camello o hien con papel éptico.

Mo colocar los dedos en 1la celda, ni permitir que
reactivo se derrame hacia los lados de la celda. Limpie
celda antes de colocarla dentro del instrumento.

Camhie la lampara cuando disminuya el rendimiento de esta

el
1A

Y

no esperar a que se funda. E1 vidrio que envuelve a las

lAmparas de tungsteno se oscurece con el uso, gue
traduce en una disminucidén de energia.

5e

El tiempo de vida de la lAmpara se incrementa apagandola
cuando no esté en uso vy manteniendo el instrumento

encendido.

&d




12, DEFINICIONES DE L0OS PARPAMETROS MAS IMPORTANTES.

Absorhancia.— Es el logaritmo de hase 10 del reciproco de la
trasmitancia. Gemneralmente para solventes puros es el
material de referencia.

A = 10gl0¢1/T)

Banda de ahsorcidén.— Es una reqgién del espectro de ahsorcién en
donde el paso de ahsorhancia es maximo.

Ahsortividad "a".— Es la ahsorhancia dividida por el producte de
la concentracion de 1la sustancia y la longitud interna
de la celda.

a = A/hc

La ahbsortividad tiene las dimesiones de 1t/qr—-cm,
cuando la longitud interna de la celda "k" se expresa
en cm y la concentracién "c" en gr/lt.

Absortividad molar "E".— Gi las unidades de concentracién son
moles/1t, la ahsortividad recihe el nomhre de
abksortividad molar.

Transmitancia.- Es 1la relacién de la potencia radiante
transmitida por la muestra a la potencia incidente en
la muestra.

Curva analitica.- Es 1la representacidén gagrafica de 1a relacién
entre 1a potencia radiante y la concentracidon de 1la
sustancia que emite o ahsorhe.

Ley de BReer.- La ahsorbancia de una muestra homogénea aque
contenga substancias ahsorhentes es directamente
proporcional a 1la concentracidon de las sahstancias
ahsorhentes.

Concentracidn.— Cantidad de suhstancia contenida en una
determinada cantidad de muestra.

Filtro.— Es un elemento que hloquea a ciertas longitudes de onda
gque llegan al detector de una manera definitiva con
respecto a la distribhucidén espectral.

Croméforo.— Es un Atomo o grupo de Atomos o electrones de una
molécula que son las principales responsahles de una
handa de ahsorcidn.

Purnito de isoahsortividad.— Es una longitud de onda en donde las
abhsortividades de dos o mAs sustancias son igquales.

&2




Angstrom R.— linidad de longitud de onda y es igqual A lﬂ“‘o cm.

fFrecuencia.—- Nimero de ciclos por unidad de tiempo.
Hertz (Hz).—- La unidad de frecuencia es igual a un cicle/seq.
Micrémetro (pm).— Unidad de longitud de onda igual a 10°° msts.

Milimicran (mp).— Unidad de longitud de onda igual a 107 'l 8
nanédmetro.

Dispersién lineal.- Es 1la derivada dx/d2 , donde "x" es 1la
distancia a lo largo del espectro y "A" es 1la longitud
de onda.

Longitud de onda precisa.- Esta medida es la desviacidn de la
longitud de onda leida del pice de wuna handa de
ahsorcién o linea de emisién de un esténdar conocido.

Longitud de onda.— Es la distancia entre cresta a cresta, o
alternativamente valle a valle, medida a lo largo de la
linea de propagacidn.

Namero de onda ~.—- Es el reciproco de 1a 1longitud de onda,
significa el nimero de ondas que podrian acomodarse en
una unidad de longitud de onda wusualmente 1 cm,
consecuentemente sus unidades son cm .

Arncho de handa natural.— Es el ancho de media altura del pico de
absorcién de la muestra, este ancho estA dado por las
caractericsticas intrinsecas de 1a muestra.

Energia radiante.— Energia transmitida por las ondas
electromagnéticas.

Potencia radiante.— Propagacién en que la eneraia es transportada
en un haz de energia radiante.
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