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PROLOGO

La Escuela de Ingenieria Agroindustrial y en especial el Grupo de Investigacion

en Innovacién, Desarrollo Tecnologico y Competitividad en Sistemas de

vIADAI del Instituto Universitario de la Paz -

UNIPAZ han enfocado sus esfuerzos para que las personas que requieran

Produccion Agroind

trabajar en el laboratorio

jantes, docentes e inMestigadores y demas
personal, tengan elr‘ m herramienta que Igggpermita entender y
comprender las nor e se%y comportamiento en el laboratorio.

parte del mNUAL DE ANALISIS QUIMICO E
INSTRUMENTAL €ompuesta por tres tomos. Este primeﬁomo esta dedicado
ajo seguro.dehtro del laboratorio.

ucird a familiarizarse con conceptos y

Esta obra hac

de forma exclusiva a condicion
Cuenta con dos pr
aspectos fundamen ratorio.

La metodologia empleada y fundamentada en el presente manual no requiere

que el lector tenga experiencia previa. De hecho, este tomo permite de manera

- sencilla, pero al mismo tiempo cientifica y validable, que el practicante en

laboratorio adquiera conocimientos en normas de seguridad, riesgos del
laboratorio, asi como implementos de proteccion personal que mas tarde podra
aplicar en practicas relacionadas con investigacion cientifica. De igual manera,
servird al lector como material de consulta permanente.

Después de leer esta obra el lector adquiria conocimientos y habilidades para

desarrollar su trabajo de forma mas segura, y eficiente en el laboratorio.

HECTOR LEANDRO OTALVARO MARIN
Doctor en ingenieria quimica
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RESUMEN

El uso de la instrumenta es una parte atractiva y fascinante del analisis quimico que
interacciona con todas las areas deda quimica y con muchos otros campos de la ciencia
puray aplicada. Los analisis marcianos, de los liquidgsgiolégicos de caballos

de carreras y de atletasolim ceite para los motores de aeronaves comerciales
y militares, y aun d in, son ejemplos de MIemas que requieren
técnicas instrumentale enu ecesario usar varias técnicas de esa clase a fin de

obtener la informagion requerida ﬁa resolver un problema de analisis. La
instrumentacién analitica juega un papel importante en la produccion y en la evaluacion
de nuevos productosty en la proteccion de los consumidores y del’'medio ambiente. Esta
instrumentacién praporciona los limi deteccion mas “bajos requeridos para
asegurar que se disp@nga de alime Icinas, agua Yy aifé no contaminados. La
fabricacion de materia 16n debe conocerse con precisién, como las
sustancias empleadas en | i tillas de los circuitos integrados, se controla con
instrumentos analitic On de cantidades de muestra que se ha hecho
posible por la instrumentacién automatizada, frecuentemente libera al analista de las
tediosas tareas relacionadas - en un principio - con el analisis quimico. Entonces el
analista puede estar libre para examinar los componentes del sistema analitico, como los

. métodos de muestreo, el procesamiento de datos y la evaluacion de los resultados.

El objetivo de esta investigacion consiste en la adquisicion de un mayor conocimiento a
cerca de las técnicas analiticas instrumentales enfocada principalmente en
Cromatografia, Espectrofotometria y Espestroscopia infrarroja llevandonos a la
identificacion de equipos, técnicas y caracteristicas implementadas en cada uno de estos
y asi obteniendo mayor informacion para futuras aplicaciones ingenieriles.
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INTRODUCCION: TECNICAS ANALITICAS
INSTRUMENTALES

arte atractiva y fascinante del analisis quimico que
uimica y con muchos aif@sacampos de la ciencia
arcianos, de los quuicﬁiolégicos de caballos

ite para los motores eronaves comerciales
urin, son ejemplos de problemas que requieren
. A -menudo esWecesario usar varias técnicas de esa clase a fin de
requerida para resolver un problema de aalisis.

El uso de la instrumentacion es
interacciona con todas las ar
pura y aplicada. Los ana
de carreras y de atleta
y militares, y ain d
técnicas instrumenta
obtener la informaci

La instrumentacion{analitica juega un
evaluacion de nuevos,productos y e
ambiente. Esta instrumentacién prop
requeridos para asegura [
contaminados.

importante en 13 produccion y en la
ccion de los-eonsumidores y del medio
lona los limites de deteccion mas bajos
nga de alimentos, medicinas, agua y aire no

La fabricacion de materiales cuya composicion debe conocerse con precision, como las
sustancias empleadas en los chips o pastillas de los circuitos integrados, se controla con
. instrumentos analiticos. La amplia inspeccién de cantidades de muestra que se ha hecho
- posible por la instrumentacion automatizada, frecuentemente libera al analista de las
tediosas tareas relacionadas - en un principio - con el andlisis quimico. Entonces el
. analista puede estar libre para examinar los componentes del sistema analitico, como los

.~ métodos de muestreo, el procesamiento de datos y la evaluacion de los resultados.
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CLASIFICACION DE LAS TECNICAS INSTRUMENTALES

La mayoria de las técni umentales quedan en una de las tres areas principales:
espectroscopia, electroqufmica y cromatografia. Aunque varias técnicas importantes
(incluyendo la espectrometria masas y el analisis térmico) no se ajustan
convenientemente a estas cl nes, las tres areas progemeionan la base de un
estudio sistematico de la.inst i0n quimica. Los avan n la quimica y en la
tecnologia estan hacli posl %\/as técnicas y extendiendo el uso de las ya
existentes. La espectro ia foto ica es un ejemplo de técnica analitica en ciernes.
Algunas de las técnigas existentes seén combinado para extender la utilidad de los
métodos componentes. Ejemplos de métodos acoplados o conjuntados exitosamente
(que se indican cof siglas unidas con guion) son los de’ cromatografia de gases-
espectrometria de Masas (GC-MS plasma con aeoplamiento inductivo
espectrometria de masas (ICP-MS). cacion de la capacidad de las computadoras
a los instrumentos analiticos ha do al uso extenso de métodos como la
transformada de Fourier nuevas técnicas: espectroscopias de infrarrojo
segun la transforma de resonancia magnética nuclear de pulsos
(de carbono 13).

El analista debe estar al tanto de las funciones que realiza(n) la(s) computadora(s). En
un método analitico dado. Estas funciones pueden ir desde la captura de los datos hasta
el control para el manejo de los sistemas de datos de laboratorio. Aungue actualmente
pocos quimicos analiticos desarrollan programas y disefian equipo de computacion,
deben comprender los conceptos fundamentales tanto del equipo (hardware) como de
los programas computacionales (software).

Principales tipos de instrumentacion quimica:

Técnicas espectroscopicas
e Espectrofotometria de visible y ultravioleta

e Espectrofotometria de fluorescencia y fosforescencia

e Espectrometria atdmica (emision y absorcion)

e Espectrofotometria de infrarrojo Espectroscopia raman

e Espectroscopia de rayos X

e Técnicas radioguimicas, incluyendo el analisis por activacién
e Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

e Espectroscopia de resonancia de espin electronico (o de resonancia
paramagnética electronica)

Técnicas electroquimicas
e Potenciometria (electrodos de pH y selectivos de iones)

e Voltamperometria

11
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e Técnicas voltamperométricas

e Técnicas de redisolucion

e Técnicas amperométricas Coulombimetria Electrogravimetria
e Técnicas de conduct

Técnicas cromatogréfic

e Cromatografia de gases
]

e Técnicas de cr. a de alta resolucion

e (GC-MS) (cr
to inductivo-espectrometria de masas)
ectrometria de infrarrojo)

12
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OBJETIVO GENERAL

y profunda sobre las aplicaciones y los tipos de
la importancia que tien te diferentes campos
in il

B
%

Adquirir informacion mas detalla
técnicas analiticas instrument
como la quimica, la cienei
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NORMAS GENERAL ABORATORIO

Lo que debes saber antes de inici trabajo en el laboratorio.

El laboratorio debe ser
por negligencia en |
control. Para garantiz
los posibles peligros
de seguridad que se

para trabajar, los aches pueden originarse
uidos, bromas o po cunstancias fuera de
laboratorio se deberan tener siempre presentes
ociados al trabag@con reactivos quimicos y conocer las medidas
lican a estos lugares de trabajo. ®

¢ Qué es la Segurida

Es un conjunto de me
para prevenir accidente
a instruir o convenc
preventivas.

cacionales, médicas y psicologicas empleadas
iminar las condiciones inseguras del ambiente y
de_la necesidad.de implementar practicas

El alumno estara obligado a utilizar el llamado Equipo de Proteccion Personal (EPP) y
| seguir al pie de la letra las indicaciones dadas por el profesor acerca de como preparar
reactivos y como llevar a cabo la practica. EI EPP se refiere a los objetos disefiados para
proteger a los alumnos y al profesor durante su estancia en el laboratorio, éstos son de
uso personal y podran variar segun lo requiera la préctica a realizar.

Descripcion y Uso

Los accesorios de uso comun en los laboratorios de quimica son bata, lentes de
seguridad, guantes de diferentes materiales, mascarilla y zapatos apropiados (cerrados).
Las caracteristicas de estos accesorios personales de seguridad se indican a
continuacion:

Bata. Debe ser de algoddn, de manga larga, 1 6 2 tallas méas grande de la talla habitual
que usa el alumno y debe contar con todos los botones para mantenerla cerrada.

14
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v

Guantes. Los hay de/d tes , de latex o neoprenom el trabajo habitual
de laboratorio, de asbe ara sujétarobjetos calientes y de neopreno para manejo de

acidos. l
N o, !
_:Ut/ | \\\{:
y A A
| =

. Zapato. Se recomienda usar zapato cerrado, de suela antiderrapante. La zapatilla de
tacon alto, las sandalias y en general los zapatos abiertos no se consideran adecuados
para trabajo de laboratorio.

Otras recomendaciones. Traer el cabello recogido, evitar el uso de anillos, pulseras y
gorras, y en el caso de las mujeres, las ufias largas no son apropiadas para el trabajo de
laboratorio y no se recomienda el uso de medias.

Normas generales de trabajo:
. v El uso del Equipo de proteccion personal es obligatorio.

v Nunca trabaje solo, procure realizar su actividad cuando al menos otra persona
esté trabajando en el laboratorio.

—

: v" Queda estrictamente prohibido comer, beber, almacenar alimentos, correr,
. fumar, maquillarse o manipular lentes de contacto en el laboratorio, aun cuando
no se estén realizando practicas.

v' Mantenga su area de trabajo limpia y ordenada. No deben colocarse libros,
abrigos y mochilas sobre las mesas de trabajo. Se debera verificar que la mesa
\ esté limpia al comenzar y al terminar el trabajo realizado.

v" Los alumnos y docentes deben estar familiarizados con los elementos de
seguridad disponible, salida de emergencia, extintores, regaderas y ubicacion de
botiquines.

15
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v" Toda herida o quemadura, alun los pequefios cortes, que se produzcan durante
una practica deben ser informados obligatoriamente al docente y deberan ser
tratadas inmediatamente.

v En el caso de salpicaduras de acidos sobre la piel lavar inmediatamente con agua
abundante, teniendo e;‘uenta que en el caso de acidos concentrados la reaccion

con el agua pu ucir calor. Es conveniente retirar la ropa de la zona
afectada para ev e el corrosivo quede atrapado entre ésta y la piel.

/ w
o -

l

CAPITULO |

CROMATOGRAFIA
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INTRODUCCION

aticamente en la industria y en el &mbito
n e identificacion de compuestos quimicos o
so, incluyendo gas, liquido, papel y la
roceso - puede llegar -a ser-muy utiles

La cromatografia ana
académico para separac
biologicos. Hay dife
cromatografia de .
especialmente con mezclas complejas .

La tecnica cromatografica es muy util en una variedad de campos incluyendo ciencias
puras,aplicadas, medicina forense y atletismo entre otros. El proceso se basa en el hecho
de que diferentes moléculas se comportan de manera diferente cuando se disuelven con
un solvente y se moven a traves de un medio absorbente .

Un ejemplo muy simple es el caso del que se presenta con una marca de tinta en un
pedazo de papel. EI papel podria ser sumergido en agua,la accion capilar del agua hara
que se disperse a través del papel. A medida que la tinta se mueve sus ingredientes se
separaran, revelando un patrén distintivo que podria ser utilizado para determinar los
componentes de la tinta .
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HISTORIA DE LA GROMATO A

La cromatografia, ¢
graphd, que signifi
"escritura de color",
sustancias coloreadas.

- — N

Ya en 1850, Runge describié la formacion de zonas coloreadas cuando se depositaban
gotas de sustancias colorantes sobre papel secante, pero el desarrollo mas importante
vino con los experimentos de Mijail Tsvet[1] (1872-1919), que empled por primera vez

o indica su nombre (proviene del griego yp®dpo chroma y ypdow
n respectiva "y "escribir, fegistrar", literalmente
mejor "regis color™) , fue empleada originalmente con

. en 1906 el término "cromatografia”. A comienzos del afio 1903, Mijail Tsvet, botanico

ruso, logroé separar una mezcla de pigmentos de plantas (clorofilas) en una columna de
carbonato de calcio. Mas tarde, en 1910, cromatografié un extracto de yema de huevo
en una columna de inulina. Sus investigaciones, sin embargo, no fueron utilizadas por
otros investigadores hasta 1931. Esta demora quiza se debi6 al hecho de que los trabajos
de Tsvet fueron publicados en ruso y en una revista que no tenia amplia circulacion.

El rapido desarrollo de la cromatografia como herramienta analitica sensible no ocurrié
hasta 1931, cuando Kuhn, con Lederer y con Winterstein, empled la técnica para el
analisis de pigmentos de plantas, confirmando los primeros trabajos de Tsvet y su
prediccion de que el caroteno no era una sola sustancia, sino una mezcla de varios
homologos estrechamente relacionados. Al mismo tiempo, el tamafio de las columnas
empleadas fue aumentando para poder recuperar los componentes separados. La técnica,
por lo tanto, no era solo analitica sino preparatoria.

La cromatografia en columna por estos tiempo tenia aplicaciones limitadas, dado que
los componentes que se podian separar eran invariablemente lipidos. Pasaron 10 afios
antes de que Martin y Synge desarrollaran una técnica mediante la cual se pudieran
separar compuestos acuosos o hidrofilicos. Esto marcé un nuevo interés en la técnica y
en 1944 Consden, Gordon y Martin lograron separar mezclas complejas de aminoécidos
en papel y fueron premiados con el Premio Nobel por sus trabajos. Al poco tiempo, en
1947, en Estados Unidos de Norteamérica, la Comision de Energia Atomica dio a
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conocer informacién sobre el uso de la cromatografia de intercambio ionico para la
separacion de productos de fisioén nuclear.

El desarrollo mas reciente en el campo de la cromatografia se deriva de los trabajos de
Stahl, quien en 1956 pres na técnica practica mediante la cual una capa delgada
silice gel, celulosa o ra diseminada sobre una placa de vidrio. Esta técnica,
Ilamada cromatografia de“capa fina, resultd en un andlisis mas rapido y mas sensible
para el examen de mezclas com y, en muchos casos, ha sustituido a otros métodos
similares mas antiguos de cr ia en papel toche. R

”introd% una nueva técnica llamada cromatografia de

filtracion de gel. Esta'se ha converti’en una poderosa y nueva herramienta para la
separacion de sustafcias de alto peso molecular, particularmewe las proteinas, y ha
encontrado muchasiaplicaciones en los campos de la bioquimica, la medicina, la
fisiologia y la biolo as de filtracion en gel utilizan columnas
y recientemente se n una combinacion de filtracion en gel y
materiales de intercamiig ionico, ando que las separaciones complejas sean

extremadamente répidaiﬁ ; .

Los primeros equipos de cromatografia de gases aparecieron en el mercado a mediados
. del siglo XX. A su vez, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC High
. Performance Liquid Chromatography, en inglés) comenzé a desarrollarse en los afios
© 1960, aumentando su importancia en las décadas siguientes, hasta convertirse en la
. técnica cromatografica mas empleada. Sin embargo esto se ird modificando con el paso
. de los afios

En 1959, Porath y F

Lo ( Tewett: Iovents I Tolmes v Adame.
HEMDELE y Iswett: Inventd la Holmes y Adams:

. . 1a reversibilidad
Way y Thompson: reversivLicac y cromatografia  en Sintetizé  resinas
Reconocieron el estequiometria del columna con el uso ag
; i bio idnico organicas para
T de intercam de solventes puros T I
intercambio i6mico en el silicato de para desarrollar un L
en salidos. . aluminio. SIomatograma. 1OMICO.
—t—{ 1850 [—1—| 1892 | | 1930 | t
1848 | I 1876 | ' | 1906 | l 1035 |
Runge, Schoenhein, Reed: Separacién en Karrer, Kuhn, ¥
v  Goeppelsroeder: columna en tubos de Strain: Uso adsorbentes
Estudiaron el analisis kaolin usados para la como  hidroxide de
" por capilaridad en separacion de FeCI3 calcio activado,
papel. v el CuS04. aluminio v masnesio

FUENTE. ELABORACION PROPIA
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I il v Schraiber: Martin v Synge: B?}'ﬂ, Tompkins, Spedding,
Describieron el uso de la Introdujo la eman, Yo
capa fina de alimina cromatografia  por Cromatografia

fida sobre un vidrio particién en col mteir{:ambm mnoap].u?adaa
i varios problemas analiticos
[ 1038 ] t [ 1939 | 4 1944 i
J" [ 1938

1947

Reichstein: Introdujo la
cromatografia liquida, asi
extendio las aplicaciones
de 1a cromatografia a
sustancias sin color.

Sober y Peterson:
Prepararon las
primeras celulosas
para intercambio

1onico.

James y Martin:
Desarrollaron  de
la cromatografia

de gas.

FUENTE. ELABORACION PROPIA
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;/OUE ES ES LA CROMATOGRAFIA?

Como mencionamos anteriormente la cromatografia es una de las técnicas mas usadas
para separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar y
determinar las cantidades hos componentes.. Esta forma de separar componentes
de una mezcla se Illam ion cromatografica. La cromatografia se aprovecha del
movimiento de una mezcla por un soporte, por ejemplo, papel o tela. Los elementos de
la mezcla se mueven por el rte a diferentes velocidades separandose. Unos
componentes se mueven por

que la mezcla se separ:
Nota: una mezcla se'c

FUENTE. HTTPS://WWW.EQUIPOSYLABORATORIO.COM/SITIO/CONTENIDOS_MO.PHP?IT=3064

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase movil
que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido supercritico) que arrastra a la muestra a
través de una fase estacionaria que se trata de un sélido o un liquido fijado en un sélido.
Los componentes de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase estacionaria.
De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y
se van separando. Después de que los componentes hayan pasado por la fase
estacionaria, separandose, pasan por un detector que genera una sefial que puede
depender de la concentracion y del tipo de compuesto.

FUENTE. HTTP://ICMSECCIENCIAS3QUIM.BLOGSPOT.COM/2013/10/PRACTICA-SEPARACION-DE-
PIGMENTOS.HTML
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La cromatografia s
separacion de los compo

tanto para lograr la
tes de una mezcla como para

medir la proporcion de cada elemento en la mezcla. Clorofilaa
La ciencia que se encarga diar los diferentes
componentes de un uimica analitica,
por lo que la cromat dentro de la Q Clorofila b
analitica.
Xantofila
Carotenos

- —

Ejemplo 1

Si sobre un mantel blanco se derrama un
- poco de vino tinto, transcurrido un
tiempo se observa que la mancha no es
uniforme, sino que hay una zona con
predominio de tonos azules y otra en que
la tonalidad es roja. Eso es porque se ha
producido una separacion cromatografia
de los  pigmentos del  vino.

Las tintas de los rotuladores son una mezcla compuesta por algin disolvente (parte
liquida de la mezcla) y diferentes pigmentos. Algunos colores, como el negro, suelen
ser mezcla de dos o tres pigmentos diferentes. Para separar estos pigmentos podemos
realizar una cromatografia.

La cromatografia es usada muy comunmente por la sociedad , y alguno de los usos
diarios que se le dan son los siguientes:

e Se suele usar en analisis de sangre en escenas de crimen

e Verificacion de incendios provocados con el rastro de color que se proponga
(identificacion de la sustancia quimica responsables de un fuego )

e Anadlisis de sangre despues de la muerte
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e Composicion de alimentos es cominmente usada en post cosecha en la parte de
verificacion de frutos maduros o verdes etc

e Para mirar los niveles de contaminacion , en el agua y aire

e Esusada en petroquimica , perfumes y produccion farmacéutica

Ejemplo 2
El virus del ebola que I as de
5000 vidas desde su ion del )

afio 2017 ha causadop

oein umbre < “
tas como sierr&)na, ‘ W 1 A ILfﬁf . z',, BALA
| : i) |

en paises tercermundis

guinea y Liberia, medida de que los
cientificos tratan dejcombatir la enfermedad
la cromatografia
estudios, ya que se
muy Util para determina
mas eficaces en la neutrali

TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Las distintas técnicas cromatogréaficas se pueden dividir segun como esté dispuesta la
fase estacionaria

4 q CROMATOGRAFIA \
¢ |

PLANA COLUMNA

PAPEL :
CAPA FINA POR EXCLUSION INTERCAMBIO

MOLECULAR IONICO

POR AFINIDAD

Fuente. Elaboracion propia
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Segun el fluido empleado como fase movil se distinguen:

e Cromatografia de liquidos
e Cromatografia de
e Cromatografia 0S supercriticos

CROMATOG RA‘E

La cromatografia en gpapel es
un proceso muy utilizado en
los laboratorios p realizar
analisis cualitativo§i ya que
pese a no ser una téepica muy
potente no requiere ingun
tipo de equipamiento.

La fase estacionaria esta
constituida simplemente por
una tira de papel de filtro. La
| muestra se deposita en un
~ extremo colocando pequefias
gotas de la solucion vy
evaporando el disolvente. Luego el disolvente empleado como fase mdvil se hace

" ascender por capilaridad. Esto es, se coloca la tira de papel verticalmente y con la

muestra del lado de abajo dentro de un recipiente que contiene fase mévil en el fondo.
Después de unos minutos cuando el disolvente deja de ascender o ha llegado al extremo
se retira el papel y seca. Si el disolvente elegido fue adecuado y las sustancias tienen
color propio se veran las manchas de distinto color separadas. Cuando los componentes
no tienen color propio el papel se somete a procesos de revelado.
Hay varios factores de los cuales depende una cromatografia eficaz: la eleccién del
disolvente y la del papel de filtro.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina, TLC (Thin layer chromatograhy) es una técnica
cromatogréfica. La fase estacionaria es una capa, uniforme, de un absorbente mantenido
sobre una placa, la cual puede ser de vidrio, aluminio u otro soporte. Los requisitos son
un absorbente ( por ejemplo silica gel)), placas , un dispositivo que mantenga las placas
durante la extension, otro para aplicar la capa de absorbente, y una camara en la que se
desarrollen las placas cubiertas.

24



MANUAL DE TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTALES

La fase mavil es liquida y la fase estacionaria consiste en un sélido. La fase estacionaria
sera un componente polar y el eluyente serd por lo general menos polar que la fase
estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad
serén los menos polares.

Los productos a examinar, olveran, cuando sea posible, en un disolvente orgénico
que tenga un punto de n lo suficientemente bajo para que se evapore despues de
la aplicacion, lo més comun es usar acetona. Frecuentemente se emplean disoluciones al
1%, de manera que al aplicar 2 ulta en la carga 20 pg de producto so6lido. Muchos
reactivos de revelado llegan 0.1 pg de material; por on esta carga puede
Ilegarse a observar u . Existen una gran vagigdad de micropipetas y
microjeringuillas para de siembra de la muestra a analizar. También
pueden usarse tubos ¢ ces@ de siembra se realiza tocando con la punta del
capilar (micropipetaj etc) sobre la pfaca preparada. Dejando una distancia al borde
inferior de un centimetro aproximadamente. El punto de aplicaeion de la muestra se
denomina toque. Una vez colocado el toque eja secar para evaporar el disolvente, de
forma que en la plac analizar. °

QINGHAI LAKE

cover ——

solvent
front

J solvent
system

baseline above the level of the solvent

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC). REFERENCIADO
DE:HTTPS://WWW.UAM.ES/GRUPOSINV/LUMILA/PERSONAL/EBR/QOT/LECCION9/DEFAULT.HTML

25



MANUAL DE TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTALES

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
La Cromatografia de Afinidad permite la separacion de mezclas proteicas por su

afinidad o capacidad de unién a un determinado ligando.

Cromatografia de Afinidad
3 ¢

Protein of
interest

o
Ligand

Protein mixtureis .7
added to column
containing a

polymer-bound p
ligand specific for |57
protein of interest. %,

Protein of interest
is eluted by ligand
solution.

Unwanted proteins
are washed through
column.

PROTEINAS, METODOS PARA SU ESTUDIO. RECUEPRADO DE:
HTTP://SLIDEPLAYER.ES/SLIDE/4070909/

POR EXCLUSION MOLECULAR
La fase estacionaria es un material poroso, que retine a las moléculas en funcién de su
tamafio. En ocasiones se denomina también cromatografia sobre geles o de

permeabilidad en geles (GPC).

Aprovecha la propiedad del tamafio

Proteina

PURIFICACION DE PROTEINAS. RECUPERADO DE: HTTP://SLIDEPLAYER.ES/SLIDE/148432/
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POR INTERCAMBIO IONICO

Se trata de una cromatografia en columna que utiliza una fase estacionaria con
sustancias con componentes con carga eléctrica. Se utiliza para separar compuestos
cargados, incluyendo aminoacidos, péptidos y proteinas. La fase estacionaria es
normalmente una resina de _dntercambio idnico que contiene grupos funcionales
cargados que interaccion rupos cargados de signo opuesto del compuesto que se
quiere retener. Pued » Intercambiador de iones cargado positivamente
(intercambiador de aniones), que interacciona con aniones * Intercambiador de iones
cargado negativamente (inter dor de cationes), que ir%:ciona con cationes.

. w
INTERCAMBIO IONICO

Positively charged
protein binds to
negatively charged
bead

Negatively charged
protein flows

\ through

CROMATOGRAFIA. RECUPERADO
DE://SLIDEPLAYER.ES/SLIDE/3495660/RELEASE/WOOTHEE

CROMATOGRAFIA LIQUIDA
La Cromatografia liquida, también conocida como Cromatografia de liquidos, es una
técnica de separacion y no debe confundirse con una t

écnica cuantitativa o cualitativa de analisis. Es una de las técnicas analiticas
ampliamente utilizadas, la cual permite separar fisicamente los distintos componentes
de una solucion por la absorcion selectiva de los constituyentes de una mezcla. En toda
cromatografia existe un contacto entre dos fases, una fija que suele llamarse fase
estacionaria, y una movil (fase movil) que fluye permanente durante el analisis, y que en
este caso es un liquido o mezcla de varios liquidos. La fase estacionaria por su parte
puede ser alimina, silice o resinas de intercambio iénico que se encuentran disponibles
en el mercado. Los intercambiadores idnicos son matrices sélidas que contienen sitios
activos (también Ilamados grupos ionogénicos) con carga electrostatica (positiva o
negativa). De esta forma, la muestra queda retenida sobre el soporte solido por afinidad
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electrostatica. Dependiendo de la relacion carga/tamafio unos constituyentes de la
mezcla seran retenidos con mayor fuerza sobre el soporte solido que otros, lo que
provocara su separacion. Las sustancias que permanecen mas tiempo libre en la fase
movil, avanzan més rapidamente con el fluir de la misma y las que quedan mas unidas a
la fase estacionaria o retenidas_avanzan menos y por tanto tardaran mas en salir o fluir.
Este es el principio fun tal de la cromatografia. Un ejemplo notable es la
cromatografia de inter nico. Las columnas mas utilizadas son las de silice.

CROMATOGRAFIAD ES

e ica cromatogréafica &flla que la muestra se
t la ca una columna cromatogréafica. La elucion se
una fase novi gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
cromatografia, la faSe movil no interactda con las moléculas del analito; su Unica
funcion es la [de transportar el analito a travé§® de la columna.
Existen dos tipos defcromatografia de gas ): la cromatografia gas-solido (GSC) y
la cromatografia gas:-liquido (GL esta Gltima=fa=que se utiliza mas
ampliamente, y que s emente cromatografia de gases (GC). En la
GSC la fase estacionari a retencion de los analitos en ella se produce
mediante el proceso Mente este proceso de adsorcién, que no es
lineal, es el que ha provocado que este tipo de cromatografia tenga aplicacion limitada,
ya que la retencion del analito sobre la superficie es semipermanente y se obtienen picos
de elucion con colas. Su Unica aplicacién es la separacion de especies gaseosas de bajo
| peso molecular. La GLC utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido
' inmovilizadas sobre la superficie de un solido inerte.
La GC se lleva a cabo en un cromatografo de gases. Este consta de diversos
componentes como el gas portador, el sistema de inyeccién de muestra, la columna
. (generalmente dentro de un horno), y el detector.

La cromatografia de
volatiliza y se inye¢
produce por el flujo

TRAMPAS RESTRICTORES
MOL-SIEVE  c170s

REGU[ADORES

CONTROLAD
DEFLUTO [ [F]

ELECTROMETRO

PUERTO DE
INYECCION | |DETECTOR

TS

[ ACARREADOR

HORNO

CROMATOGRAFIA DE GASES. RECUPERADO DE: HTTPS://CCH-QUIMICA-
129.WIKISPACES.COM/CROMATOGRAFIA+DE+GASES
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CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) es una técnica hibrida entre la
cromatografia de gases (GC) y la HPLC, que combina lo mejor de ambas técnicas. Esta
técnica es importante porque,permite la separacion de mezclas en las que no es
adecuada la aplicacion de ni de la HPLC. En concreto, se aplica a compuestos no
volatiles o térmicame ables que no pueden ser separados mediante GC, o
aquellos que contienen grupos funcionales que imposibilitan su deteccion en HPLC.
Debida a las caracteristicas de se movil (alta presion y temperatura) se emplean
equipos parecidos a los de H varias diferencias:
w

e EI empleo de‘orno tatico para poder controlar con precision la
temperatura deyla fase movit.

e El uso de unfrestrictor, empleado para poder mantener por una parte la presic’)n

en el interiortde la columna y por otra parte permitir la b Jada de la presion a la
en adelante) pase al estado gaseoso y
pueda ser det analito.

Bésicamente, un restri apilar de unos 2 a 10 cm de longitud y un
diametro interno meno (tipicamente 1/10 del diametro), donde a la
salida el SF expand 0.y-se puede mantener simultdneamente la
presion en el interior de la columna.
A diferencia de la cromatografia de gases, en la SFC no se aumenta la velocidad de
elucion modificando la temperatura, sino la presion del SF. EI aumento de presion, al
aumentar la densidad, permite una mayor interaccion analito-fase movil y disminuye los
tiempos de elucion. Se suele emplear en las eluciones una primera etapa isobéarica para
luego aumentar la presion lineal o asintéticamente hasta el final de la elucién.

Feed

Liguid T

"m-""---"-u--illl-

Heating
Column

& Compression CP
4 H
i g
ﬁ: Fd | | I
’ g Decompression
’ =
e =
» T Y
v
Eluent p . Separation
_‘_,*‘ Condensation
-
" Pure
- -~ Product Gas
Temperaiure i

INSTRUMENTACION EN LA CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS. REFERENCIADO DE:
HTTPS://LIDIACONLAQUIMICA.WORDPRESS.COM/TAG/CROMATOGRAFIA-DE-FLUIDOS-
SUPERCRITICOS/
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ETAPAS EN LA REALIZACION DE UNA CROMATOGRAFIA

Cromatografia plana (papel
o0 capa fina)

Cromatografia en columna

1.- Preparacion del soporte y

1.- Preparacion del soporte y fase estacionaria. . .
fase estacionaria.

1.1.- Equilibrado de na.
2.- Aplicacion de la muestra.

Secad@mm

2.- Aplicacion de la muestra.

3.- Elucion: w
a) Lavado de compon 0 ret . 3.- Desarrollo de la
b) Liberacion, desplazamiento o e |()yropiamente cromatografia.

dicha de los compongntes retenidos.

4.- Recoleccion de fracciones o andlisis del efluente
4.- Secado de la placa.
[ ]

en continuo.

5.- Revelado y cuantificacion
en su caso.

5.- Analisis, cuantifica o revelado.

6.- Regeneracion de |afdSéiestacionafiaiin,

RECOGIDA DEL EFLUENTE

. El efluente de una columna se suele recoger en forma de pequefias porciones o
fracciones, comdnmente con la ayuda de un dispositivo mecénico llamado colector
de fracciones.

| Esquema de un colector de fracciones. En cada tubo cae un nimero determinado de
- gotas 0 un cierto volumen. A continuacion, el soporte gira, de modo que el tubo
siguiente queda colocado bajo la salida del efluente. Las gotas se detectan mediante
una célula fotoeléctrica; cada gota interrumpe el haz de luz y asi se cuenta.

DETECCION

Los componentes de la muestra separados se detectan en el efluente:
A. Mediante su analisis en continuo. Por ejemplo:
midiendo absorbancia a 280 nm para proteinas
midiendo absorbancia a 260 nm para &cidos nucleicos
midiendo radiactividad
B. O bien mediante el anélisis de las fracciones una vez recogidas.
cualquier tipo de andlisis (absorbancia, radiactividad, ensayo enzimatico, ensayo

Y biolégico...)

30



MANUAL DE TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTALES

NORMAS ESTANDARIZADAS QUE SIGUE LA TECNICA (NORMA ASTM)

¢ NORMA WK33788

Método de prueba para determinar la presencia de hidrocarburos y gases que no
sean hidrocarburos en mezclas gaseosas mediante cromatografia de gases, esta a
cargo del Subcomité sobre analisis de la composicion quimica de combustibles
gaseosos, que forma parte del Comité D03 de ASTM International sobre
combustibles gaseosos.

Segin Shannon Canfield, quimica especialista en comercializacion con
Wasson-ECE Instrumentation y presidente del Subcomité D03.07, la norma
WK33788 unifica y amplia con tecnologia actualizada dos normas de ASTM,
la D1945 de ASTM, Método de prueba para el analisis de gas natural mediante
cromatografia de gas, y la D1946, Método para el andlisis de gas reformado
mediante cromatografia de gases.

¢ NORMA ASTM D7493 e .

método de prueba para la medicion de gas natural y combustibles gaseoso por
medio de la cromatografia de gas y la deteccion electroquimica, estuvo a cargo
del Subcomité D03.12 sobre andlisis en linea y en la linea de los combustibles
gaseosos, que forma parte del Comité D03 de la ASTM International sobre
combustibles gaseosos. “Este método de medicion en linea de azufre ofrece
datos precisos ya que la devolucion de la informacion para lograr la eliminacion
del azufre y un buen mantenimiento usando diferentes esquemas de elaboracién
de gas para alcanzar la calidad de gas combustible deseada”, dice Sherman Chao
de Analytical Solution Inc. y miembro del Comité D03.

¢ NORMA D1945 DE ASTM

Método de prueba para el analisis de gas natural mediante cromatografia de gas,
existen desde hace mucho tiempo", dijo Werner.

Del mismo modo, la norma de laboratorio D5504 de ASTM, Método de prueba
para determinar la presencia de compuestos de azufre en gas natural y
combustibles gaseosos mediante cromatografia de gases y quimioluminiscencia,
result6 ser el método primario para determinar el contenido de azufre en el gas.
El gas natural con contenido de acido sulfhidrico, también conocido como gas
acido, puede comprometer la calidad y dafiar equipos y catalizadores para
proceso y uso. Sin embargo, también se agregan deliberadamente gases de
azufre olorosos para advertir a los usuarios y el publico en caso de fugas en
tuberias y artefactos.

¢ NORMA D6581-08
Métodos de prueba para la determinacién de bromatos, bromuros, cloratos y
cloritos en el agua potable por medio de cromatografia ionica de exclusion
(Métodos Ay B).

¢ NORMA ASTM D5580 - 15
Método de prueba estandar para determinacion de benceno, tolueno, etilbenceno,
p/m-xileno, o-xileno, C9 y componentes aromaticos mas pesados, y el total de
aromaticos en la gasolina terminada mediante una cromatografia de gases. Este
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método de prueba abarca la determinacién de benceno, tolueno, etilbenceno,
xilenos, C9 y componentes aroméaticos mas pesados, y el total de arométicos en
la gasolina de motor terminada mediante una cromatografia de gases.

¢ NORMA D7065-06
Método de prueba para la determinacion de nonilfenol, bisfenol A, p-tert-
octilfenol, monoetoxilato de nonilfenol y dietoxilato de nonilfenol en aguas
ambientales mediante cromatografia de gases y espectrometria de masa.

Y
APLICACIONES D CR TOGRAFIA w
APLICACION AL ANALISIS DE AﬂMENTOS:

®

e de HPLC con un detector para medir
s comunes Hipoclorito, iodo etc

n ELSD elimina la necesidad de usar bases
6todo no destructivo.

Conservantes antioxidantes: Se usas
simultadneamente Iso

Carbohidratos simples:
feurtes o alto pH, conwi

Anélisis de carbohidratos en las bebidas:
La adiciébn de mono y disacaridos a bebidas y zumos sirve como propésito de
enriquecer el sabor. Para determinar si la cantidad afadida es correcta se de miden los
azucares usando HPLC de intercambio idnico con deteccién de pulso amperomeétrico
con detectores de refraccion p ultravioletas.

Flavonoides y fenoles:
- Enel vino la medicion de estas sustancias permite la determinacién del color, la
edad y las variedades de uva usadas. EI HPLC en combinacién con colorimetros,
permiten la determinacion de hasta 22 compuestos diferentes simultaneamente.

Lipidos:
- La determinacion de lipidos animales y vegetales como: colesterol, triglicéridos,
glicéridos y esteroles, se basa en el uso del HPLC.

Catequinas del té:
- Las catequinas son flavonoles del té, posiblemente anticancerigenos. Se usa
HPLC con hidrolisis enzimética para detectar estas sustancias tan beneficiosas.

Trigliceridos:
- HPLC con ELSD permite la separacion y caracterizacion de todos los tipos de
triglicéridos.
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INSTRUMENTACION EN LA CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

La cromatografia de gases (CG) es una técnica que permite trabajar con muestras
solidas, liquidas o gaseosas, siempre que sean volatiles y estables térmicamente.

En un cromatografo ga@la mezcla de solutos a separar, una vez volatilizada, se

hace pasar a través de una columna, que contiene la fase estacionaria, con ayuda de una
fase movil gaseosa (gas porta uematicamente:

]
Esquema- Cromatogra.ases // w
/ s

Jeringa de inyeccion
delamuestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo injector U‘ ﬂ n
tp

f Registro del cromatograma

\ Detector

Horno de temperatura
X programable

\ Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

INSTRUMENTACION EN LA CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO. REFERENCIADO DE:
HTTPS://LIDIACONLAQUIMICA.WORDPRESS.COM/2015/08/05/INSTRUMENTACION-EN-LA-
CROMATOGRAFIA-GAS-LIQUIDO/
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PREPARACION DE LA MUESTRA

ASPECTOS BASICOS DE LA PREPARACION PRECISA DE
MUESTRAS PARA CROMATOGRAFIA

ASPECTOS BASICOS DE LA PREPARACION PRECISA DE MUESTRAS PARA
CROMATOGRAFIA. REFERENCIADO DE:
HTTPS://WWW.CHROMNEWS.COM/EU_ES/FUNDAMENTALS-ACCURATE-SAMPLE-
PREPARATION-CHROMATOGRAPHY/

¢Sabia que el procesamiento de las muestras genera una tercera parte de los

errores que se producen durante el analisis cromatografico? Asimismo, el
A procesamiento de las muestras normalmente ocupa el 61 % del tiempo dedicado
al analisis cromatografico. Por lo tanto, una preparacion precisa de muestras es
un aspecto esencial para conseguir realizar la cromatografia correctamente, ya
que garantiza la integridad de las muestras y elimina los contaminantes que
pueden afectar negativamente a la deteccion de analitos y a la cromatografia.

o Las interferencias indeseadas de las muestras pueden provocar obstrucciones y
problemas mecanicos en los instrumentos, lo que conlleva costosos tiempos de
inactividad y la necesidad de limpieza de los sistemas. Algunas interferencias de
las muestras también pueden llegar a impedir la deteccidn de analitos, aumentar
el ruido de la linea base y reducir la sensibilidad. Los resultados pueden
convertirse en poco fiables y dificiles de interpretar, con formas de pico
deficientes, interferencias y coeluciones que pueden exigir repetir los analisis de
las muestras. Ademas de eliminar los contaminantes, las técnicas como la
extraccion en fase sélida (SPE) pueden contribuir a enriquecer los analitos
objetivo, aumentar la concentracion de las muestras y mejorar la deteccion. Otro
aspecto a tener en cuenta en relacion con la preparacion de muestras para
cromatografia de liquidos es que estas pueden requerir una eliminacion de
aditivos adicionales o una desalinizacion, para acomodarlas en la solucion

f‘
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adecuada. Por lo tanto, el primer paso para obtener resultados precisos es una
buena preparacidén de muestras que garantice la integridad de las mismas.

precisos es una buena preparacion de muestras que garantice la integridad de las

mismas.
nl

DESAFIOS TIPICOS

[ ]
Cada separacio I ifud de preguntas. ¢Los Itados obtenidos son
fiables? ¢Y reicibl 0 ajustarme a mi p uesto y cumplir los
plazos? Mucho listas rentan a desafios similares a la hora de gestionar

reparacion deﬂstras, incluidos los siguientes:
ad de las muestras. [
| analisis de trazas provocados por las

e Repeticion de analisis debido a la obtencién de resultados inconsistentes.

La falta de consistencia entre analistas, la variabilidad de las extracciones vy el
ajuste de los métodos de preparacion de muestras para muestras grandes o sucias
genera una gran ineficiencia. Para conseguir que la cromatografia sea fiable y
productiva, la preparacion de muestras debe ser sencilla, rentable y compatible
con el método y los objetivos analiticos.

TECNICAS PARA CONSEGUIR UNA PREPARACION DE MUESTRAS
SENCILLA, EFICAZ Y REPRODUCIBLE

A medida que los instrumentos van siendo més selectivos y sensibles, las

: técnicas de preparacion de muestras también han tenido que evolucionar. Tal

. A como se muestra en el folleto Solutions for Worry Free Sample Preparation

v g (Soluciones para conseguir una preparacién de muestras sin problemas), al

determinar la técnica de preparacion de muestras idonea en funcion de sus

necesidades podra obtener los resultados deseados de forma rapida y robusta.

Debido a la amplia variedad de técnicas disponibles, puede ser necesario dedicar

tiempo a adaptar la estrategia de preparacion de muestras a los desafios

\‘ existentes. Entre los métodos de preparacion de muestras mas comunes se
incluyen los siguientes:

e Filtracion: esta técnica resulta idonea para numerosas muestras organicas
0 acuosas que contengan particulas que pueden obstruir el instrumento o
provocar tiempos de inactividad.
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e Tecnicas avanzadas de precipitacion y filtracion: las técnicas de filtracion
basadas en la precipitacion de proteinas son métodos rapidos y genéricos
de eliminacion de proteinas aplicables a diversos tipos de muestras.
Algunas versiones de estas técnicas también permiten reducir la cantidad
de lipidos, lo qug contribuye a eliminar los lipidos comunes.

e Extraccig uidos con soporte sélido (SLE): esta técnica, idonea
para mue acuosas que contengan interferencias inorganicas, ofrece
ventajas frente a métodos convencionales de extraccion liquido-

liquido, ue se incluyen el s@p@kte para tareas de

automatiiiién cién del consumo de disolventes y la mejora de

la recu i6n, gracias a la elimimacion de los problemas
con e menudo se producen al realizar extracciones

ion en fase solida (SPE): cuando se requi€ren una selectividad y

nsibilidad elevadas, técnica de/ preparacion de muestras
lisis resulte.p.nagsn.y eficaz. La SPE

ptima de eliminacién de interferencias y

PREPARACION PRECISA DE MUESTRAS EN TODAS LAS OCASIONES

Para que la cromatografia sea precisa y productiva, es necesario que la
preparacion de muestras resulte sencilla, rentable y compatible con los objetivos
analiticos. Precisamente por eso, la gama de productos de preparacion de
muestras de Agilent esta disefiada para garantizar una preparacion precisa de
muestras que le permita obtener resultados fiables en todo su flujo de trabajo.
1) Ademas de garantizar la integridad de las muestras, la eliminacion de
v interferencias de la matriz contribuye a mejorar las prestaciones de la columna y
a prolongar su vida dtil.

Los productos de filtracion se pueden utilizar para mejorar tanto las prestaciones
¥ de los sistemas como la calidad analitica mediante la eliminacion de particulas
que pueden afectar a la integridad de las muestras. Los productos de filtracion
ofrecen una amplia variedad de tipos de membranas y tamafos de poro, con el
fin de dar respuesta a las necesidades de sus aplicaciones cromatograficas. Por
ejemplo, los filtros de jeringa Captiva permiten filtrar de forma fiable volumenes
de muestra desde 1 ml hasta 150 ml, lo que posibilita una excelente preparacién
de muestras para HPLC y UHPLC.

Si desea conseguir un nivel de limpieza mayor, los productos Bond Elut para
SPE eliminan de forma selectiva las interferencias y, al mismo tiempo,
incrementan la concentracion relativa de los analitos de interés. La gama Bond
Elut para SPE ofrece dos tipos de absorbentes funcionales:

e Fases poliméricas: estas fases, disefiadas para metodologias genéricas y
para facilitar el desarrollo de métodos, ofrecen de entrada unos
resultados excelentes para los usuarios menos experimentados. Ademas,
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pueden utilizarse en extracciones en las que es necesario extraer una
amplia variedad de analitos en una Unica operacion (los denominados
métodos maltiples).

e Fases de silice: esta gama de absorbentes ligados trifuncionales ofrece

mas de 25 selectividades funcionales diferentes que posibilitan
extracci(vrmemente especificas y selectivas. Estas fases para
aplicacio specificas son la referencia en cuanto a purificacion eficaz
de muestras.

inada Sample Prepar@i®® Fundamentals for
asicos de la preparagi@m de muestras para
e las metodologias basicas de preparacion de
%Jalidad. No olvide que una calidad consistente
r resultados sistentes, con la que puede conseguir una
ecisa de muestras para sus aplicaciones, ineluidas las alimentarias,

de quimica forense y medioambientales. .
[ J

La guia de Agile
Chromatograp

muestras que
permite obt
preparacion
farmacéutic

ANALISIS DE SALID ADO

CROMATOGRAFW

ANALISIS DE SALIDA POR DESARROLLO

) " Es el método utilizado en los experimentos iniciales de cromatografia. EI cromatograma

se desarrolla hasta que el frente del disolvente alcanza el final del lecho estacionario, de
- forma que los constituyentes de la mezcla una vez separados permanecen sobre el lecho

_ al finalizar la separacion. La técnica de analisis por desarrollo presenta la ventaja de que
es analizable la totalidad de la muestra, incluyendo los compuestos de muy baja 0 muy
alta retencion. Se utiliza fundamentalmente en cromatografia de papel y capa fina
(Figura 2.3)

Cromatogerafia

LI IR N T I

Figura 2.3.- Analisis por desarrollo. Esquema de sistema para hacer cromatografia en
capa fina.

ANALISIS SALIDA POR ELUCION (CROMATOGRAFIA DE ELOCION)

Procedimiento en el que la fase movil pasa de forma continua a través o a lo largo del
lecho cromatogréfico y la muestra se suministra al sistema de forma discreta, como una
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pequefia cantidad en un tiempo breve. Esta técnica presenta la desventaja de que los
componentes con retenciones muy altas pueden no ser observados.

Muestra Fase Mévil
Sorbente 1 Cromatograma

j—r Placa Porosa

Efluente Volumen de fase mavil —_—
Figura 2.4.- Esquema de dispositivo para realizar cromatografia con analisis por
elucion.
Es la técnica mas utilizada en casi todas las separaciones cromatograficas analiticas y en
muchas preparativas.

e ANALISIS FRONTAL DE SALIDA

Procedimiento en el que la muestra (liquida o gasesosa) se alimenta de forma continua
al lecho cromatografico. No se utiliza ninguna fase mdvil adicional. Se utiliza la
diferencia de afinidad del adsorbente por cada una de las sustancias a separar. Se utiliza
una pequefia columna, que se satura sucesivamente por cada una de las sustancias a
separar, emergiendo de ella el primer componente puro hasta que la columna se satura
del segundo componente, momento en el que empezara a emerger éste mezclado con el
primero. El anélisis frontal tiene su principal aplicacion como técnica preparativa en la
purificacion de sustancias.

Fase Méovil
Con la muestra A+B+C

Placa Porosa

1 Efluente
Figura 2.5.-

{
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COMPONENTES DEL CROMATOFRAGO

PARTES

EQUIPO DE CROMA FIA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO
(HPCL)

La cromatografia de liquidos, hoy en dia, es la técnica de separacién mas ampliamente
utilizada. Las razones de su popularidad las encontramos en su sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas, su idoneidad para la separacion de
especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que
son de primordial interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para la
sociedad en general. Algunos ejemplos de estas sustancias incluyen los aminoécidos,
proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, drogas
terpenoides,plaguicidas, antibidticos, esteroides, especies organometalicas y cierta
variedad de especies inorganicas.

Fuente de
helio regulada —=

Valvula de salida

—— -

T a
‘ Amortiguador desecho
de pulsacs o}
L L omb.g [~ Vélvulas de 1
Disolventes de reserva
Filtro

entrada Vaivula de
l drensje

entrads l
Jeringa para cebar
—

Vélvula de mezcla de disolventes

-

= Al detector

Regulador Filtro
Transductor  de contraprasit
de presion " "

Vilvula de inyeccion
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EQUIPO DE CROMATOLOGIA LIQUIDA (LC)

En cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que circula a través de una
columna en la que esta contenida la fase estacionaria. La fase movil no sélo arrastra al
analito, sino que existen interacciones intensas entre el analito y la fase movil.

La retencion cromatografica es funcion de:
e La fase movil.
o La fase estacionaria.
o Elanalito.

Todas las especies que pueden disolverse pueden separarse eligiendo la combinacion
adecuada de fase mavil y fase estacionaria.

Procesador
Disolventes A A de datos

Bombade alta
presion

Introduccion de muestra

Columna cromatografica

Detector
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EQUIPO DE CROMATOLOGIA DE GAS

En la cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase
movil de un gas inerte y, a diferencia de la mayoria de los equipos de cromatografia,
la fase movil no interacciona con las moléculas del analito, su Unica funcion es la de
transportar al componente a través de la columna. Existen dos tipos de
cromatografia de gases: - Cromatografia gas-sélido (GSC) - Cromatografia gas-
liguido (GLC). Tiene gran aplicacion en todos los campos de la ciencia y su
denominacién se abrevia normalmente como cromatografia de gases (GC).

Medidor de [~ 7
pompas de jabén Registrador ;
Jeringa
Detector Elpctromatro
Regulador de o | nu-on«
ion visor I
Aok Ticelts Rotametro | 4o fiuje ||~ 'Y
Fig 2: Esquema Cromatégrafo de gases.
AD
Controlador
del flujo
< \_(H)_/ Sistema para
el tratamiento
::‘;:: Columna de datos
portador

Horno termostatizado
para la columna
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TECNICAS COMPLEMENTARIAS

Cromatografia de Adsorcion

La separacion se basa pringipalmente en la diferente afinidad en términos de adsorcion
de los componentes de 4@ muestra sobre la superficie de un sélido activo. La fuerza con
que es adsorbido un componente depende de las interacciones (tipo y magnitud)
existentes entre, o bien, el com te y la fase estacionaria, o el componente y la fase
movil, es decir de la polarid omponentes, de la activid@@ del adsorbente (fase
estacionaria) y de la polarida e movil. La cromatografia de adsorcion, es una
técnica particularmente dtil pa compuestos de polaridad baja o media. La
separacion de compuestos muy pafafes mediante cromatografia de adsorcion requiere,
debido a la gran reteacion que ofrece; 1a utilizacion de adsorbentes muy poco activos,
0 bien, tratamientos Quimicos previos a fin de reducir su polaridagh

Cromatografia de Reparto (
La separacion se basa‘principalmente en J& diferente solubilidad de los componentes de

la muestra en la fase estagionaria (cases@e la cromatogafia de gases), o en las diferentes
solubilidades de los componentes _emplas fases movil y estacionaria (caso de la
cromatografia liquidd)."Ca mayor 0 menor migracion.de.un.componente.en.este tipo de
cromatografia sera funcion del coeficiente de reparto de éste entre la fase estacionaria y
la fase movil: Concentracion de A en fase estacionaria Concentracion de A en fase
movil Kd = La cromatografia de reparto se utiliza para la separacion de mezclas de
compuestos de polaridad media y alta. Algunos ejemplos de este tipo de cromatografia
son las cromatografias sobre papel, silice hidratada y fase inversa en la cromatografia
liquida de alta eficacia.

Cromatografia de Exclusion

La separacion se basa principalmente en efectos de exclusion, tales como las diferencias
de tamafio molecular o de forma, o las diferencias de carga (Figura 2.1). Se puede usar
también el término cromatografia de exclusion por tamafios, SEC, cuando la separacion
se basa en el tamafio molecular. Anteriormente se usaban para esto los términos
filtracion en gel y cromatografia de permeacion en gel (GPC), cuando la fase
estacionaria es un gel hinchado. El término cromatografia de exclusién de iones se usa
especificamente para la separacién de iones en una fase acuosa. La cromatografia de
filtracion en gel se realiza empleando unas matrices formadas por unas esferas porosas.
El volumen de los poros es muy elevado y su diametro se conoce. Cuando penetran en
el lecho de la columna dos macromoléculas de tamafios tales que una penetra en los
poros de las bolas de gel y la otra no, la primera se reparte entre el espacio entre las
bolas y el interior de los poros, reduciéndose la concentracién en la fase libre entre las
bolas. La segunda macromolécula, por tamafio, sélo puede encontrarse entre las bolas.
El flujo de disolvente es méas elevado entre las bolas que en el interior de los poros de
éstas, por lo que el efecto neto es el de acelerar el desplazamiento de las
macromoléculas de mayor peso molecular respecto al de las de menor peso molecular.
En esta cromatografia se eluyen primero las macromoléculas mayores, y en segundo
lugar las menores, y tiene una gran influencia en el resultado la longitud de la columna
y el volumen de la misma. Columnas largas aseguran separaciones de mayor calidad.
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Empleando patrones de macromoléculas de masa molecular conocida se pueden
construir curvas de calibrado que posteriormente permitan la determinacién de la masa
molecular de macromoléculas de tamafio desconocido. El rango de trabajo de las fases
estacionarias se define como el intervalo de masas moleculares que pueden ser
separadas. Otro parametro que caracteriza a este tipo de 7 fases es su limite de exclusién
que se define como la m olecular a partir de la cual los compuestos pasardn a
través del lecho estacio experimentar retencion.

oy
A
.

i Moléculas pequeiias

Moléculas grandes

i

Particula polimérica (gel)

-
g ) con poros
!' \/ e Pared de columna
i == 3 o cromatografica
; AS’S @ ° .

3 /_L._‘\ '

\_‘ _S ) 7 Disolvente
. : [/\, o
o ."H,
@

Figura 2.1.- Esquema del proceso de separacion por cromatografia de exclusion por
tamarnios.

Cromatografia de Intercambio 16nico

La separacion se basa principalmente en la diferente afinidad para el intercambio de
iones de los componentes de la muestra (Figura 2.2). Actualmente, cuando se lleva a
cabo sobre columnas de particulas pequefias y elevada eficiencia, y empleando
habitualmente detectores conductimétricos 0 espectroscopicos, se denomina
cromatografia de iones (IC). La cromatografia de intercambio iénico se realiza sobre
matrices que tienen una carga neta (positiva en el esquema de la Figura2.2). La carga de
la matriz de la columna asi como la carga de las moléculas dependera del pH del
disolvente y de su fuerza i6nica (proporcional a la concentracion de iones). En unas
condiciones determinadas seran retenidas en la columna las moléculas o especies que
tengan una carga complementaria a la de la matriz del gel (las moléculas cargadas
negativamente seran retenidas por una matriz cargada positivamente), siendo eluidas las
restantes. Para eluir las moléculas retenidas se puede variar la carga ionica del
disolvente o su pH de forma que se alcance el punto isoeléctrico de la moléculas o
especies de interés o el de la matriz, neutralizando de este modo la fuerza que retiene a
las moléculas en la columna.
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Especies positivas

Especies negativas

Particulas solidas (matriz)
rareadas nosifivamente

D '\._J
Pared de columna
rrnmatnerafics

Disolvents
-
L
o
@
® O ()]

Figura 2.2. Esquema del proceso de separacion por cromatografia de intercambio
10nico.

Cromatografia de Afinidad
Esta expresion carac icular de cromatografia en la que se utiliza

para la separacion la especificidad biologica singular respecto a la interaccion entre
analito y ligando.

TECNICAS ESPECIALES

. Cromatografia con fase invertida

Procedimiento de elucién empleado en cromatografia liquida en el cual la fase movil es

significativamente mas polar que la estacionaria; por ejemplo, un material microporoso
de base silicea con cadenas alquilo unidas quimicamente. Nota: el término "fase
reversa" es una expresion incorrecta que debe evitarse (en inglés, debe decirse Reversed
Phase y no Reverse Phase).

Cromatografia con Fase Normal

Procedimiento de elucion en el que la fase estacionaria es mas polar que la fase movil.
Este término se usa en cromatografia liquida para resaltar el contraste con la
cromatografia con fase invertida.

Andlisis Isocratico

Procedimiento en el que la composicion de la fase moévil permanece constante a lo
largo del proceso de elucion.
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Elucién con Gradiente

Procedimiento en el que la composicién de la fase movil cambia, de forma continua o
en etapas, a lo largo del procesq de elucion.
Elucion en Etapas o Esc

Proceso de elucion en el que se cambia la composicion de la fase mdvil en etapas o
escalones durante un sélo desarr. e la cromatografia.

Cromatografia Bidi iona

Procedimiento en el rte o s componentes de la muestra se someten, una
vez separados, a etapas adicionalgs”de_separacion. Esto se puede hacer, por ejemplo,
conduciendo a una fraccion en particutar que eluye de la columna hacia otra columna (o
sistema) que tenga [diferentes caracteristicas de separacion. Cwando se combina con
etapas de separaciof adicionales, se puede lar de cromatografia multidimensional.
En la cromatogra bidimensional_s&__refiere al proceso
cromatografico que h tes migren primero en una direccién y luego
en otra perpendicular a eNa; ones se llevan a cabo con eluyentes diferentes.

TECNICAS CROMATOGRAFICAS NO INSTRUMENTALES

De las técnicas clasicas de cromatografia no instrumentales, solamente continGan
teniendo utilizacion amplia las de columna y capa fina, dado que la cromatografia sobre
papel ha sido practicamente relegada por esta Ultima. Estos dos métodos son
particularmente Gtiles a escala preparativa, aunque en el caso de la cromatografia de
capa fina sigue utilizdndose ampliamente como método analitico.

Cromatografia en columna

La caracteristica fundamental de la cromatografia clasica en columna es que el
gradiente de presién necesario para el desplazamiento de la fase movil a través de la
fase estacionaria, esta originado por gravedad. La cromatografia en columna se puede
basar en cualquier mecanismo de separacion y, en consecuencia, se puede utilizar con
cualquier fase estacionaria y fase movil a condicion de que esta ultima sea liquida. Los
lechos cromatograficos utilizados para columnas, son generalmente de un solo uso y se
preparan en el propio laboratorio. La Figura 2.9 muestra un esquema de una columna de
gravedad. El recipiente es normalmente un tubo de vidrio provisto de algun tipo de Ilave
para regular el flujo de la fase mavil. Es muy importante que la fase estacionaria esté
distribuida de forma homogeénea, sin fracturas ni burbujas de aire, siendo también
fundamental que los extremos de la columna sean planos para evitar eluciones
simultaneas de mas de una fraccion, especialmente si la capacidad de separacion de la
columna no es muy grande. EI método méas recomendable de llenado consiste en afiadir
al tubo, una vez colocado en posicion vertical, una pasta formada con la fase
estacionaria y un disolvente de menor actividad que la fase mdvil a utilizar, dejando
salir el disolvente sobrante a medida que la fase estacionaria va sedimentando.
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Columng ——

Disolvente
Mezclo de componenies— umm———"

Bandos

Adsorbente

Lango de vidrio

Colector ~c

Eluido

Figura 2.9.- Esquema de una columna de gravedad (Figura tomada de: ALBELLA,
JM.; CINTAS, AM.; MIRANDA, T. y SERRATOSA, J.M.: "Introduccion a la ciencia
de matenales". C.S.1.C., 1993).

La capacidad de separacion de las columnas de gravedad no es muy grande ya que su
eficacia se encuentra limitada por el tamafio de las particulas de la fase estacionaria que
debe ser bastante alto (70-230 mallas ASTM) para permitir un caudal razonable de la
fase mavil. La cantidad de fase estacionaria y el tamafio de la columna también limitan
| su capacidad de separacion. Como norma general, se utilizan de 20 a 30g de fase
| estacionaria por gramo de mezcla a separar, pudiéndose llegar hasta relaciones de 100:1
para separaciones especialmente dificiles. La relacion entre el diametro y la longitud de
la columna es también importante, ya que columnas demasiado cortas no
proporcionaradn espacio suficiente para lograr la separacion. En general, las relaciones
longitud/didametro para este tipo de columnas deben oscilar entre 8:1 y 10:1. Las
columnas de gravedad operan normalmente por elucion, y el control del contenido de la
fase eluida se realiza en la practica recogiendo un gran nimero de pequefias fracciones
que se analizan por medio de alguna otra técnica, normalmente cromatografia de capa
fina.
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INTRODUCCION

e los métodos de analisis mas usados, y se basa en la
la absorcién de luz por parte de un compuesto y su
ifeidir luz monocromatica (de una sola longitud de
a parte de la luz incid@Rt@ es absorbida por el
cuencia de la intensi del rayo de luz sea
sidad de la luz incidente y P la intensidad del
compuesto y el tipo de absorcidn a medir, la

La espectrofotometria
relacion que existe ent
concentracion. Cuando se hac
onda) sobre un medio_hom

medio y otra transmiti
atenuada desde Po a
rayo de luz transmitido. De

formar una soluciond Cada sustancia tiene su_propio espectro de absorcién, el cual es
adiante absorbida,-Absorbancia, por la
espectro electromagnético, es decir, a una
nergia radiante, cada sustancia absorbe una
e absorbe otro compuesto.

sustancia en cada lo
determinada longitud
cantidad de radiacion
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HISTORIA DE LA ESPECTROFOTOMETRIA

El espectrofotometro se inventé en 1940, por Arnold J. Beckman y sus colegas en los

Laboratorios  National Technologies, la
empresa que Beckman habia comenzado en
1935. Fueron conducidos por el lider de

. g proyecto Howard H. Cary. El

A o espectrofotometro fue el mayor
-5y , descubrimiento de 18#€@fpariia. En la década

» de 1950 se comiemza a utilizar el

- b ’ . “espectrofotometro en E.U. éste eliming el
; e~y /omparador de color logrando asi que los
andlisis fuesen mas cuantitativos, confiables, e

incrementando la y la exactitud.

N ¢

Disefio: Al principio, hubo problemas de rendimiento con el espectrofotometro.
Estos problemas llevaron a cambios en el disefio. El espectrofotometro modelo
B utilizé un prisma de cuarzo en lugar de un prisma de cristal, lo que mejoro las
capacidades ultravioletas del dispositivo. El modelo C continué con los cambios
que elevaron la resolucién de la longitud de onda en el ultravioleta y se
realizaron tres espectrofotometros posteriores al modelo C. En 1941, el Modelo
D, también conocido como el Modelo DU, fue producido con una lampara de
hidrégeno y otras mejoras. Este disefio se mantuvo esencialmente sin cambios
desde 1941 hasta 1976, cuando fue descontinuado.

Para cuando la produccion del Modelo DU se interrumpi6 en 1976, se habian
vendido mas de 30.000 modelos DU y DU-2. Este instrumento fue utilizado en
clinicas, laboratorios industriales y en la quimica y bioguimica. Bruce
Merrifield, premio Nobel y autor fue citado diciendo que el espectrofotometro
era "probablemente el instrumento mas importante que se haya desarrollado
hacia el avance de la ciencia biologica".

Avances: En 1981, Cecil Instrumentos produjo un espectrofotémetro que era
controlado por microprocesador. Este automatizd el dispositivo y mejord la
velocidad, ademéas de ser mas confiable que otras versiones realizadas en esa
época. De 1984 a 1985, se desarrollaron versiones con doble haz que se
convertirian en el modelo de la serie 4000. Con la década de 1990 llegé la
adicion de un software externo que proporcionaba control mediante PC y
pantallas de informacién con los espectros. Hoy en dia, el desarrollo del
espectrofotdbmetro continla y sus aplicaciones van desde la ciencia y la
medicina, hasta la investigacion de la escena del crimen y otros usos policiales.
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¢QUE ES ESPECTROFOTOMETRIA?

El espectrofotometro es un instrumento usado en la fisica Optica que sirve para medir,
en funcion de la longitud de gnda, la relacion entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a aces de radiaciones. También es utilizado en los
laboratorios de quimi a cuantificacion de sustancias y microorganismos. Hay
varios tipos de espectrofotometros, puede ser de absorcion atomica o espectrofotometro
de masa.

FUENTE: (EL ESPECTROFOTOMETRO, 2018).

Este instrumento. Es una técnica analitica que permite determinar la concentracion de
un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones
electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal
de la concentracién. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotémetro, en
el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucion y
medir la cantidad de luz absorbida por la misma. Esto le permite al operador realizar dos
funciones:

e Dar informacion sobre la naturaleza de la sustancia en la muestra.

¢ Indicar indirectamente qué cantidad de la sustancia que nos interesa esta
presente en la muestra.
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Absorbancia (A)

'Y

Longitud de O;k (nm)

UENTE: (LUIS ENRIQUE SALINAS MENDEZ.,

aritmo negativo de la transmitancia, y se

Absorbancia (A): sesdefine como
i tancia tienen una relacion inversa, como se

observa que la absorb
muestra a continuacion:
T) = -log (P/PO).

Esto permite que diferentes espectrofotometros con diferentes fuentes de luz produzcan
lecturas de absorcion independientes de la potencia de la fuente de luz.

LEYES APLICADAS A LA TECNICA

LEY DE LAMBERT

La cantidad de radiacién electromagnética absorbida por un analito se puede relacionar
cuantitativamente con la concentracion de dichas sustancias en solucion. La
transmitancia (T) se define como la fraccion de radiacién incidente trasmitida por la
disolucién. Si la potencia radiante que incide sobre la disolucion es Po y P la potencia
radiante que sale, entonces:
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Po: Intensidad de la luz incidente.

P: Intensidad de la luz transmitida.

B: Espesor del medio absorbente.

K: Constante, cuyo valer depende de la naturaleza del soluto, de la longitud de
onda de la luz inci del espesor del medio absorbente y de la naturaleza del
medio.

Se puede analizar la potenci
(exponencialmente) con-la.co

disolucion. ‘

LEY DE BEER

energia trasmitida disminuye geométricamente
ion C y con la distancia orrida a traves de la

Z T

La intensidad de haz de luz monocromatica disminuyé®exponencialmente al
aumentar aritméticamente la concentracio a sustancia absorbente, cuando este haz
pasa a través de un

P/P0O=e-k’c.

Po: Intensidad de la luz incidente.

P: Intensidad de la luz transmitida.

C: Concentracion de la solucion.

K: Constante, cuyo valor depende de la naturaleza del soluto, de la longitud de onda de
la luz incidente, de la concentracion de la solucién, y frecuentemente, de la naturaleza
del medio.
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NORMAS ESTANDARIZADAS

ESPECTROFOTOMETRO NTC 3885. i
HIGIENE INDUSTRIAL. UACION DE LOS CONTAMINANTES QUIMICOS.

DETERMINACION O EN MUESTRAS AMBIENTALES. METODO DE
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA CON SISTEMA DE
LLAMA. METODO NIOSH 7

Esta norma tiene por?o es 0s métodos de ensay’para la evaluacion de
plomo en el ambient trabajoZpor Espectrofotometrl’a de Absorcién Atémica con
sistema de Ilama, confel fin de realizar®ina evaluacion higiénica industrial.

. o
NORMA TECNICA NTC COLOMBIANA 4124-3. .

AGUA. DETERMINACION DEL SODIO
TRIA DE EMISION DE LLAMA.

GESTION AMBIEN
Y POTASIO POR ESP

CAMPO DE APLICACION Esta norma especifica un método para determinar el
sodio y potasio disueltos mediante la espectrometria de la emision de llama (FES por
sus siglas en inglés). Esté destinado para el analisis de aguas residuales y potables.

~ Este método es aplicable para muestras de agua que contengan una concentracion
.~ maésica de sodio y potasio de hasta 10 mg/l. Para muestras que contengan
~ concentraciones mas altas de estos elementos, se debe tomar una porcion de muestra
mas pequefia para el analisis. Los limites mas bajos de determinacion son inferiores a
0,1 mg/l tanto para sodio como para potasio.
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TIPOS DE ESPECTROFOTOMETROS

ESPECTROFOTOMETRO DE HAZ SIMPLE:

trayectoria entre la fuente detector. La banda de luz atraviesa la muestra que se
halla contenida en una celda, la luz
transmitida por la muestra pasa al
detector originandose una corriente
eléctrica ®@le por medio de
diferentes'circuitos permite
observar una sefal, ya sea el
movimiento de una aguja o sefial
digital o un registro grafico.
[

ESPECTROFOTOMHAZ EN EL ESPACIO:

En los instrumentos de doble haz la luz proveniente de la fuente es dividida en dos
haces después de salir del monocromador mediante un sistema de espejos divisores.
Esta division produce dos haces de luz, uno de ellos se dirige a lacelda de
referencia, que contiene el blanco,
y el otro haz se dirige hacia
la celda de muestra. Los dos haces
de luz después de atravesar la
celda de referencia y la de muestra
llegan a detectores separados para
obtener la sefial correspondiente.

Los instrumentos de simple hai son aquellos en los cuales el haz de luz sigue una Unica

Los sistemas de doble haz tienen
la ventaja de que cualquier
variacion en la intensidad de la
fuente, la eficiencia de la red, la
reflectividad de los espejos, la
fotosensibilidad del detector, etc. afecta simultdneamente a los dos haces. En
consecuencia, la relacion de energia de los dos haces permanece siempre constante.
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ESPECTROFOTOMETRO DE HAZ DOBLE EN EL TIEMPO:

Utilizan los mismos componentes que el espectrofotometro de haz simple. Dos haces de
luz pasan por los mismos componentes pero
no al mismo tiempo. Emplean un
“Chopper” consistente en un interruptor
rotativo del haz luminoso colocado a
continuaciéon de la rendija de salida. Un
sistema de espejos dirige la porcién de luz

0 - reflejada por el “@R8Pper” a través de una
AR = cubeta de referen'w/ de ahi al detector
s | comun. El detector lee alternativamente el

haz procedente de la muestra y el de la
cubeta de referencia. Esto compensa la
variacion de energiagadiante.

ION ATOMICA:

: ESPECTROFOT
"“ SPECTROFOTO

Ay
o)

en una muestra. Se basa en gran medida en
7 lectrones-de-los-atomos-en-el-atomizador
\/ pueden ser promovidos a orbitales més altos por
g 3 no— un instante mediante la absorcion de una

J i cantidad de energia (es decir, luz de una
determinada longitud de onda). Esta cantidad de
energia (o longitud de onda) se refiere
especificamente a una transicion de electrones
en un elemento particular, y en general, cada
longitud de onda corresponde a un solo
elemento.

Para evaluar la conce
la ley de Beer-Lam

ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION MOLECULAR :

. Las técnicas espectroscopicas de analisis se basan en la observacion de las interacciones

entre la materia y la radicacion electromagnética. La especialidad de la detencion del
analito se basara en la seleccion de
longitud de onda de la radiacion
absorbida en la region visible y
ultravioleta.
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ESPECTROFOTOMETRO DE SMART MINI:

De simple haz, portatil Rango de longitudes de onda: 350 - 1000nm Exactitud de
longitud de onda: +/- 2nm Resolucion de longitud de onda: 1nm Ancho de banda: 5nm

(méximo) Luz espﬂreaa#a 0,5%T Sistema 6ptico: Monocromador de montaje

Ebert modificado con fraccion de 1200 lineas por mm Modos de medicion:
%T, Abs. Y Conc Calibraeton fotométrica: automatica.

APLICACIONES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA

Este instrumento tiene distintos usos, entre ellos se tiene para el anélisis cuantitativo en
diversas areas como es el caso de la quimica, fisica, biologia, bioquimica, materiales e
ingenieria quimica, aplicaciones clinicas, industriales, etc.

Cualquier aplicacion que trata con sustancias quimicas o materiales puede utilizar esta
técnica. En bioquimica, por ejemplo, sus usos son para determinar las reacciones
enzima-catalizadores. En la aplicacion clinica, se utiliza para examinar la sangre o los
tejidos para el diagndstico clinico.

Son ampliamente utilizados en muchas industrias incluyendo semiconductores, laser y
fabricacion Optica, impresion y examinacion forense, asi como en laboratorios para el
estudio de las sustancias quimicas, también se utilizapara la medicion de
la transmitancia o reflectancia de sélidos transparentes u opacos, como el vidrio pulido,
0 gases. Sin embargo, también puede ser utilizado para medir la difusividad en
cualquiera de los intervalos de luz que generalmente cubren alrededor de los 200 nm —
2,500 nm utilizando calibraciones y controles diferentes. Dentro de estas gamas de luz,
se necesitan calibraciones de la maquina utilizando los estandares que varian en tipo
segun la longitud de onda de la determinacion fotométrica. En definitiva,
un espectrofotdmetro es capaz de determinar, segun el control o calibracién, qué
sustancias estan presentes en un objetivo y exactamente cuanto, mediante calculos de
longitudes de onda observadas.
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FUENTE: (EL ESPECTROFOTOMETRO, 2018) ®

Hay dos clases principales de disposi

e De haz simple.

e De doble haz_M

Un espectrofotometro de doble haz compara la intensidad de luz entre dos caminos de
luz, un camino que contiene una muestra de referencia y la otra la muestra de prueba.
Un espectrofotometro de haz simple mide la intensidad relativa de la luz del haz antes
y después de atravesar una muestra de prueba.

Aunque las medidas de comparacién de instrumentos de doble haz son relativamente
méas facil y méas estables, los instrumentos de haz simple pueden tener un rango
dindmico mayor y son Opticamente mas compactos. Ademas, algunos instrumentos
especializados, tales como espectrofotdmetro en microscopios o telescopios, son
instrumentos de haz simple debido a la practicidad.

Los mas modernos espectrofotometros de infrarrojos utilizan una técnica de
transformada de Fourier para obtener la informacion espectral. La técnica se llama
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier.

Al hacer las mediciones de transmision, el espectrofotometro compara
cuantitativamente la fraccion de luz que pasa a través de una solucién de referencia y
una solucién de prueba. Para medidas de reflectancia, el espectrofotometro compara
cuantitativamente la fraccion de luz que se refleja de la muestra de referencia y muestra
de prueba. Luz de la lampara fuente se pasa a través de un monocromador, que difracta
la luz en un “arco iris” de longitudes de onda y salidas de anchos de banda estrechas de
este espectro de difraccion. Las frecuencias discretas son transmitidas a través de la
muestra.
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El valor de transmitancia o reflectancia para cada longitud de onda de la muestra se
compara con los valores de transmision (o reflexion) de la muestra de referencia.
Muchos espectrofotdmetros mas viejos deben ser calibrados con un procedimiento
conocido como “reduccion a cero.” La absorbancia de una sustancia de referencia se
establece como un valor de referencia, por lo que las absorbancias de todas las demas
sustancias se registran en ¢ n con la sustancia inicial “cero”.

PREPARACION DE LA R

Las muestras liquidas
(como el cloruro de s
no introducir ningu
solubles en agua, p
anhidros (es decir, s

Qn se as entre dos planchas auna sal de alta pureza

Estas cas deben ser transparentes a la luz infrarroja para
linea en el es ro de la muestra. Las placas obviamente son
lo que la muestra, los reactivos de lavad@yy el medio deben ser

una cierta cantidad de muestra con una sal

muro de potasio). Esta mezcla se tritura y se
prensa con el fin de illa por la que pueda pasar la luz. La pastilla
necesita ser prensad asegurar-que.sea-translucida, pero esto no
puede lograrse sin un equipo adecuado (por ejemplo, una prensa hidraulica). Al igual
que el cloruro de sodio, el bromuro de potasio no absorbe la radiacion infrarroja, por lo
que las unicas lineas espectrales provendran del analito

Las muestras solidas
altamente purificada (p

COMPONENTES DEL ESPECTROFOTOMETRO

Las fuentes de radiacion son generalmente lamparas de tungsteno o tungsteno-halégeno
para proveer de una radiacién continua adecuada del espectro visible al infrarrojo
cercano. Para la capacidad de radiar con los UV se necesita una ldmpara de H2 o D2.
Una lampara de D2 es generalmente preferida que una lampara de H2 por que emite una
radiacion tres veces mayor. Por simplicidad, una lampara de D2 y H2 puede servir como
una sola fuente para emitir en la region UV-visible aunque la radiacién en el espectro
visible es méas pequefia que la emitida por una lampara de tungsteno y al mismo tiempo
poco estable. En algunos instrumentos la fuente de radiacion es modulada con un
dispositivo mecanico.
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Absorcion maxima y coeficientes de extincion de cromdforos en sistemas bioldgicos

Compuesto Absorcidgn maxima Coeficiente de extincidn
Prnan, Crarar) molar € x 107 (A cma ')
NAIDH pedte ] —15
340 6.2
FAI>» pedte ] —15
37Ss —
S 11
_ —Ccaroterno — S0 —12Z
Acido linolieco 231 3s
S re s —Er s )
Acido linoleico 234 24 5
(Ccis—framns)
Triptofano 280 S5.6
219 =
Tirosina 274 1.4
222 =
193 48
Fenilalanimna 257 0.2
20 o3
188 o0
DTN 258 S 6
RN A 258 T4
Colesterol —235 20
FUENTE. ESPECTROFOTWSORCION, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO - -

PARTES DEL ESPECTROFOTOMETRO

2. Pantalla digital: Consiste en un ordenador conectado a un video proyector que
muestra la sefial de dicho ordenador sobre una superficie lisa y rigida, sensible o
no, al tacto, desde la que se puede controlar el ordenador hacer anotaciones
manuscritas sobre cualquier imagen proyectada, asi como, también, guardarlas,
imprimirlas, enviarlas por correo electronico y exportarlas en diversos formatos.
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3. Tapa del compartimiento de muestras: Es donde se deposita las muestras, en
la porta cubetas en la cual queda segura ya que tiene unos orificios para anexar
las cubetas y que no se vallan a partir.

-

4. Teclado: es un dispositivo que permiten introducir datos o informacion en el
espectrofotdmetro para que esta los procese u ordene.

0 -4

o L ::;;";;':j

“’% 5. Impresora in,opc :
™\ textos o graficos de do

Que permite producir Mgama permanente de
?s almacenados en un formato electronico,

imprimiéndol@s en medios fist€os, normalmente en papel, utilizando cartuchos
de tinta o techologia laser. o
..

ampara: Es un dispositivo que transforman
una energia eléctr en energia luminica. es responsable del control
y la distribuci@ por la ldmpara. Es importante, que en el
disefio de su sistema optico se cuide la forma y distribucion de la luz.

6. Puerta de co rtimiento de

CONTROLES E INDICADORES

GenesYs 10wy

7. Panel de lectura: Muestra las lecturas de absorbancia, transmitancia y la
concentracion de los compuestos en las soluciones contenidas en la celda.
Asimismo, indica la programacion que se esta haciendo del equipo.
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8. Tecla de funcion: Ajusta y establece cambios en los parametros de medicion, a
través de los teclados numeéricos, de programacion y de funciones.

9. Tecla numeracig gramacion : El teclado numérico ajusta los cambios en
la longitud de y tiempo de la determinacion, y los de programacion y

funciones incluyen las teclas “esc”, “clear”, “enter” a ,w vy, “test”, “utility”,
“print” que permi

el espectrofotOmetrogggfiincione como una
microcomput

Z |

CONEXION Y CALIBRACION AL%)MATICA DEL EQUIPO

9. Portacelda: Donde se anexa los tubos de muestras.

10. Lente receptor (interior): La fuente de luz ilumina la muestra quimica o
bioldgica, pero para que realice su funcién debe cumplir con las siguientes
condiciones: estabilidad, direccionalidad, distribucién de energia espectral
continua y larga vida.
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sitivo permite que
ermita el paso de

12.Inte te desviar
o interrumpir el curso de una corriente eléctrica. En el mundo moderno sus tipos
y aplicaciones son innumerables, desde un simple interruptor que apaga o
enciende el espectrofotémetro.

COMPONENTES INTERNOS DEL ESPECTROFOTOMETRO
FUENTES:

La fuente de luz ilumina la muestra quimica
0 bioldgica, pero para que realice su funcién

debe cumplir con las  siguientes
condiciones: estabilidad, direccionalidad,
distribucion de energia espectral continua y
larga vida.
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LAMPARA DE DEUTERIO E HIDROGENO:

Produce un espectro continuo en la
region UV. Absorbe fuertemente a
longitudes de onda menores que 350 nm,
las lamparas de deuterio requieren la
utilizacion de cubetas de cuarzo.

R
- w
w Z,
LAMPARA DE FIELAMENTO DE TUNGSTENO: °

L]
° N
uente mas comén=de-radiacion visible e

frarrojo cercano, se utiliza en la region de
longitud de onda de 350 a 2500 nm.

Emite luz producida por un arco eléctrico
(también llamado arco voltaico). Esta tipo
de fuente se usa en EU como repuestos
para los examenes de ingeniera. El tipo de
lampara se nombra segin el gas en este
caso xenon. Pero también puede ser: néon,
argon, kripton, sodio, haluro metalico y
mercurio.

SELECTORES DE LA LONGITUD DE ONDA:

Es la parte mas importante del equipo,
determinando en gran parte su calidad.

Anguio oe
e —— Son dispositivos que filtran el espectro
l \Q producido por la fuente, dejando "pasar”
njn
Prigy MNutorip

Amanh
Verde

irchgo

‘‘‘‘‘ ol
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solo radiaciones en un rango de longitud de onda determinada.

FILTROS DE ABSORCION:

Produce un espectro continuo en la region UV.

. - Absorbe fuertemente a longitudes de onda
. = . menores que 350 nm, las lamparas de deuterio
. ‘requieren la utilizacion§e Cubetas de cuarzo.
w

Z
-

FILTROS DE INTQERENCIA: o
‘e

P

/[(:éf%N porciona bandas de radiacion bastante mas
X has que el filtro de absorcién. Su

amiento se basa en la interferencia optica,

esto es, la interferencia destructiva entre la

radiacion que se quiere eliminar.

EL MONOCROMADOR:

Aisla las radiaciones de longitud de onda deseada,
logrando obtener luz monocromatica. Un
monocromador esta constituido por las rendijas
de entrada y salida, colimadores y el elemento de
dispersion. Existen dos tipos, los de red y los de
prisma. Los principios de su funcionamiento
estan fuera de los alcances de esta guia.

y
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EL COLIMADOR:

Es un lente que lleva el haz de luz entrante con
una determinada longitud de onda hacia un
prisma, el cual separa todas las longitudes de
onda de ese haz logrando que se redirecciones
hacia la rendija de salidiam

Convierte la energia Iéctrica. Detector se encarga de evidenciar
una radiacion
enfrentaran (fotones o calor).

MUESTRA
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APITULO Il

ESPESTROSCOPIA
INFRARROJA (IR)
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INTRODUCCION

La espectroscopia es la herramienta més utilizada en investigacion, andlisis, control y
diagnostico en muchos amblt s relacionados con la fisica, la quimica, las ciencias
bioldgicas y las ciencias s. Nuevas tecnologias surgen constantemente gracias a
los avances en el dise ntes de radiacion y detectores, asi como dispositivos y
sistemas electronicos cada vez mas compactos, rapidos y eficientes.

ctroscopia IR es su vefSatilidad, ya que permite
estudiar practicament tra con independenci | estado en que se
encuentre: liquidos, dltones . oIvos, fibras, films, gases o superficies son
algunos ejemplos.

Una de las grandes ventajas

Como en otros procesos de absorcion de radiacion electromagnétiea, la interaccion de la
radiacion infrarroja €on la materia provoca en gsta alguna alteracion. En el caso que nos
ocupa, esta alteracidh guarda relaci mbios en el_estddo_vibracional de las
moléculas. El espectr molécula se considera una propiedad fisica
Unica y por tanto cara a molécula. Asi, entre otras aplicaciones, el

espectro IR se puede ; dactilar” en la identificacion de muestras
desconocidas media: spectros de referencia.

A continuacion presentaremos informacién mucho mas detallada a cerca de la técnica
de espectroscopia infrarroja.
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HISTORIA DE LA ESPESTROSCOPIA INFRARROJA

Surgimiento de los espectr etros IR

erciales aparecieron a mediados del siglo XX, habiéndose
impulsado su desarrollo durante egunda Guerra Mundial, cuando se utilizé para la
sintesis de caucho sintético en el control de la caf@@htracion y pureza del
butadieno empleado £ si polimero). En la ﬂltiv!iécada del siglo XX
aparecieron en el mer tros de transformada deé Fourier, ampliando las
posibilidades de esta tg . %émetro de transformada de Fourier).

Los primeros equipos ¢

A continuacion presentamos una linea del tiempo de la historia dgyla espectroscopia:

[ ]
L TIEMPO
fecho Ferdinand y “e® "a%e
'gbem:dy Theodore Reich
descubren que las descubren el A
lineas espectrales elemento Indio por Albert Einstein
’:‘f’s‘::m son Unicas para el método de descubre el efecto
o e dal b cada elemanto. analisis espectral. fotoeléctrico
1863 1905
1666 1859
1452-1519 1760 1861 1895 1912
Leonardo da Vinci Lambert publica su William Crookes Wilhem Conrad Max von Laue sugiere el
observa ei fenémeno “Ley de la descubre el Rontgen descubre ~ uso de cristales para
de descomposicion de absorcion” elemento Talio los rayos X difractar rayos X Friedrich
la luz del Sol en un usando el método y Kmpp-ng aplican la
Vaso con agua de andlisis sugerencia de Lave y
expuesto al sol - ~ espectral. =’ difractan rayos X en una

placa de zinc

P g

Evolucion de la espectroscopia a través del tiempo (1460-1912).
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". '. A\. -
i l
Sommerfeld y Kossel d
Waiter Kossel es el notan que las lineas
primero en indicar espectrales de cualquier 1930
que el espectro de #tomo son
rayos X se debe a cualitativamente similares George Placzek:
la eliminacion de en la longitud de onda de desarrollo la teoria
los electrones de los iones de un elemento sistemadtica del
la capa interior del de un nGmero atémico efecto Raman lo que
4tomo. més alto. dio inicic a la
Espectroscopia
1916 1919 Raman
-
AN A are—l)
1919 1924 1936
Thom: W. Soller Thenheiser
m;:nu" construye un Heyes usany
aparato que espectrémetro de fotoceidas para
funciona de rayos X utifizando medir
manera similar a lo colimadores de intensidades.
que hoy es un hojas paralelas.
de
masas.
Evolucion de la espectroscopia (1916-1936).
i ey v SRS e gt
D
e 57 ==
" "'é.' 3 Se comercializa el primer
) ) — espectroscopio de emision ptica
GregonoWebermbﬁcaau_mas chispa de arco (OES) por Hilger,
de doctorado "Fluorescencia de Ltd. Utiliza fibra 6pti
soflavi fafk y El Pril it . Utiliza Optica para
sustancias relacionadas’”. espectroscopista portatiles de transportar la emision a la zona de
Trabajo pé 0 en la aplicacién australiano Alan fluorescencia de rayos X andlisis. Se comercializa el
de la espectroscopla de Walsh desarrolla el (XRF) {Columbia espectrofotémetro de fluorescencia
flucrescencia de las ciencias espectroscopio de Scientific Industries y atdmica con excitador de flama.
biolégicas absorcion atémica Texas Nuclear).
1972
1947 1955 1962
AAA A el
1940-1942 1956 1968
. Se comercializa el primer espectrometro de John W. Criss y LaVerne Stanley
Amold Orville dewtw_el emisién Gptica de vacio (ARL Quantovac). Birks producen el primer programa de
m"":"|u|d.m' S Tomboulian y Hartman desarrollan los ordenador para calculos de
v € Inicia un proyecto primeros experimentos con radiacion de parametros fundamentales en la
sincrofrén en la universidad de Cornell, fluorescencia de rayos X (NRLXRF).

Evolucion de la espectroscopia (1940-1972).
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Se reportan los primeros
trabajos con Primer espectrémetro de
4 tria utilizando emisién optica disponible
plasma de acoplamiento m;”dm d:o" Se desarrolla un
como fuentes elementales espectroscopla resuelta tubo de rayos X
de espectrometria de enl tiempo real (Spectro miniatura do beje
masas de iones AG). PO,
1980 1988 2000

04 T OUAVAVAYY Azaseomemr)

i \A 19719

) ) 1981 1995 2002
v | Sir Godfrey
Hounsfield Kai M. Siegbahn recibe el Se desarrollan Cientificos de Italia y el Reino
Invento la Nobel por el desarrolio de la espectrometros de Unido fabricaron el primer
tomografia bt s o masa de madelo de laser de baja potencia
somputanzada 50 I VS acoplamiento de estado sélido util en la
inductivo de baja visualizacién de imagenes
potencia médicas

Evolucion de la espectroscopia (1979-2009)

-~

‘I tl i
Se investiga sobre la

deteccion de imagenes via -

nanomarcadores Nuevas tecnologias emanadas del Se “:"02: :‘gﬂm@r

fluorescentes como CERN con espectroscopia de O;K:d“*“l ':i mbvmdoWRx

herramienta de deteccién hadrones se estan desarrollando energla swe :n :

para problemas de salud, para el tratamiento del cancer portable por Spectro Analyzer

. 2014 2015 2015

MONAAAVAY, A ZETe
2001

2015 2015
Primeras aplicaciones
espectrométricas a la industria Bruker A.G. desarrolla un sistemna de Se comerciakza el primer espectrometro
agricola. Estudio de viabilidad de emisién-deteccién espectroscopica de mulultielemento de alta velocidad para agua
”::m“:dgt’ haces moleculares para tejido organico potable capaz de detectar muestras a nivel de
espectrometria de RX e

razas.

Evolucion de la espectroscopia (2001-2015). Recuperao de :
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.QUE ES ESPECTROSCOPIA INFRARROJA?

La espectroscopia infrarroja, también conocida como FTIR (del inglés,
Fourier orm Infra-Red) o simplemente IR

Estudia los fendmenos de interaccign entre la radiacion de origen infrarrojo y la materia.
Esencialmente la energia de ion, localizada en deteggiada longitud de onda
del infrarrojo, es absorbidapo écula (o parte de ella) que se encuentra vibrando
en su estado basal a de onda que la radial infrarroja incidente,
provocando con ello u ensidad de la vibracion.

bio e

rarroja es una herramienta poderosa para identificar compuestos
0S puros porque, a excepcion de las moléculas homonucleares
, todas las es micas moleculares absorben radiacion
infrarroja. Ademas, eculas quirales en estado cristalino, cada
compuesto molecular t absorcién infrarroja unico. Por lo tanto, una
coincidencia exacta entr de un compuesto de estructura conocida y el
espectro del analito Mnte al analito. La espectroscopia infrarroja
es una herramienta menos satisfactoria para el analisis cuantitativo que sus analogas
ultravioleta y visible, debido a la baja sensibilidad y a las frecuentes desviaciones a la
ley de Beer. Ademés, las mediciones de absorbancia en la region infrarroja son
. considerablemente menos precisas. Sin embargo, en los casos en los que una precision

moderada es adecuada, la naturaleza Unica de los espectros infrarrojos proporciona un
grado de selectividad en una medicion cuantitativa que puede compensar esas

La espectroscopia i
organicos e inorga
como O2, N2 y

En forma general la radiacién electromagnética puede interaccionar con la
materia de diversas formas:

Reflexion

Una interaccién
electromagnética
puede llevarse a
caboenla
materia en
cualquiera de sus
estados fisicos:
gaseoso, sdlido o
liquido.

Transmision

La luz puede reflejarse, absorberse,

transmitirse, o una combinacién de
ellas, en la materia.
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CARACTERISTICAS INDESEABLES.

Fundamentos

Cuando la radiacion infrarroj
en los estados vibraciona
de radiacion por part
funcionales presentes.

incide sobre una muestra, es capaz de provocar cambios
as moléculas constituyentes de la misma. La absorcion
a muestra es indicativa del tipo de enlaces y grupos

ental como de sus ap@ones es conveniente
iones denominadas ifff@rrojo cercano (NIR),
0 (FIR). La gran mayoria de las aplicaciones

espectroscOpiagnfrarroja se basan en el empleo del infrarrojo
)y eI infrar Jo cercano, que proporciona la posibilidad de

Tanto desde el punto_de.vis
dividir la region infr
infrarrojo medio (Ml
analiticas clasicas de
medio (4000 600 c

que permite median

a, convertir un esdpectro en dominio deI
tiempo a un espectr

a, permite la-ebtencién de espectros de

forma rapida, precisa i I/Ruido (S/N) elevadas.

La obtencion de espec!ros |E se puege “evar a cabo a traves de las siguientes técnicas
de medida:

Transmision

En este método de medida la radiacion IR atraviesa la muestra registrandose la cantidad

de energia absorbida por la muestra. A partir de la comparacion de la radiacion
registrada tras atravesar la muestra, con un experimento de referencia se obtiene el
espectro IR. Esta técnica permite analizar con los accesorios adecuados, muestras
gaseosas, liquidas y sélidas. En caso de muestras sélidas, éstas se muelen junto con KBr
en polvo (6pticamente transparente) y se prensa para obtener una pastilla delgada que se
expone a la radiacion infrarroja.

Reflexion:

La radiacion infrarroja es reflejada sobre la muestra. Analizando la radiacion reflejada
y comparandola con la radiacion incidente se obtiene informacion molecular de la
muestra. Para utilizar esta técnica de medida la muestra debe ser reflectante o estar
colocada sobre una superficie reflectante.

Modo ATR:

Es un modo de muestreo en el que el haz IR se proyecta en un cristal de alto indice de
refraccion. El haz se refleja en la cara interna del cristal y crea una onda evanescente
que penetra en la muestra. Esta debe estar en intimo contacto con el cristal. Parte de la
energia de la onda evanescente es absorbida y la radiacion reflejada (con la informacion
quimica de la muestra) es conducida al detector. Se trata de un método muy versatil que
permite la medida de muestras liquidas y sélidas sin practicamente preparacion de las
mismas.

El equipo donde se lleva a cabo la interaccion entre la materia (muestra) y la radiacion
infrarroja es un espectrometro de infrarrojo. Actualmente a estos equipos también se les
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conoce como espectrometros de infrarrojo con transformada de Fourier, o como
espectrometros FTIR (del inglés Fourier Transform Infrared). El resultado de la
interaccion entre la muestra y la energia en infrarrojo se lee en un espectro de infrarrojo

A

Divisor Espejo

“ s N\[T]Y =
i

Espejo \’ !
Mo L d Muestra E
:
'
8)._ '
Pad , ]
Fuente de Botect
infrarrojo e

t

. o Computadora
Partes internas basicas

\ Espectro de

infrarrojo

o= S
" R S

'-/1

Accesorio de \
interaccion Compartimiento del

accesorio

FUENTE. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO PARA TODOS, PEDRO MONDRAGON. CIATEJ,
ZAPOTAN, JALISCO.
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TI1POS DE ESPECTROSCOPIA

En la actualidad, existen diversos tipos de tecnologias espectroscopicas clasificadas
segun su uso o forma en la que se emite o se detecta la radiacion incidente.

La espectroscopia atémi
permite medir las conc es de un material en una mezcla, y determinar —hasta el
momento—, mas de 70 elementos diferentes en solucién, o directamente en muestras

solidas, utilizadas en farmacologi@abiofisica o toxicoldgica. Se utiliza cominmente en
andlisis de aguas, muestras g muestras organicas, metales, aleaciones, petroleo
y sus subproductos. ‘ / w

La espectroscopia ultravioleta-vistble
(UV/IVIS) esta basada en la cantidad®de energia que puede absorber o transmitir una
muestra en funciénfde la cantidad de sustancia presente. Lasgtécnicas de absorcion
suponen que cuanda una radiacion incide sobre una muestra; se produce una absorcion
parcial de esta radiacion, lo que una transformacion_entre los niveles
energeéticos de la sustamcia, pasando estafa un estado de excitacion, y al regresar a su
estado basal, emite una radiacion de or longitud de onda.

La espectroscopia de rayos X
se utiliza para determinar las estructuras electrénicas y cristalinas de los materiales bajo
estudio mediante excitacion por rayos X. Utiliza energias superiores a la radiacion
ultravioleta, que permiten una rapida interaccion con los electrones, y son capaces de
penetrar estructuras cristalinas.

La espectroscopia de plasma

utiliza una mezcla gaseosa conductora de la electricidad, que contiene una
concentracion significativa de cationes y aniones. Generalmente se utiliza gas argon, el
cual es excitado por una fuente de radio frecuencia, lo que la convierte en plasma de
altas temperaturas. La muestra es transportada al seno del plasma, donde es totalmente
disociada. La recombinacion de los electrones de la muestra a sus estados basales, son
fuente de emision espectrométrica, la cual es recogida por una Optica que, con ayuda de
un software, la interpreta y define los componentes presentes en la muestra.

La espectroscopia Raman:

se basa en el examen de la energia dispersada por un material, al incidir sobre él un haz
de luz monocromatico. Una pequefia porcion de esa radiacion es dispersada de forma
inelastica, experimentando ligeros cambios de frecuencia, que son caracteristicos del
material analizado e independiente de la frecuencia de la luz incidente.

Laespectroscopia de masas

sirve para dilucidar estructuras quimicas, en base a la medicién de la relacién
masa/carga de especies moleculares. Las determinaciones requieren de la generacion de
especies cargadas eléctricamente, lo cual se logra por diferentes metodologias como: el
impacto electronico, el bombardeo de atomos rapidos (FAB), y la generacion de iones
enlazados. La medicién de la relacion masa/carga nos permite conocer el peso
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molecular exacto de las muestras, y es utilizada generalmente en la industria
farmacéutica y de alimentos.

La espectroscopia de fluorescencia:

analiza la fluorescencia de una muestra que, fue previamente excitada por un haz de luz
(generalmente luz ultravi Las moléculas son excitadas mediante la absorcion de
una onda electroma , desde su estado electronico fundamental a La
espectroscopia y su tecnologia. Un repaso historico... Lat. Am. J. Phys. Educ. Vol. 9,

No. 4, Dec. 2015 4602-3 http:// Jajpe.org uno de los diversos estados electronicos
excitados, lo que provoca la | foton. L

w
La resonancia magnQucle%
0 tr

comunmente conoci mo es etria RMN, es una técnica que utiliza las
propiedades magnéti€as de los nucl®s atdmicos los cuales, una vez excitados por
radiofrecuencias, interactian en el seno de un campo magmético y cambian su
orientacion. La intefpretacion de las variacignes de los diminutos campos magnéticos
permite determinar diferentes compu tes en una

T1pos bE Espec Fer 004

ESPECTROSCOPIA DEL INFRARROJO LEJANO

Las primeras aplicaciones quimicas de esta técnica consistieron en estudios de
absorcion en el intervalo entre 400 y 10 cm-1 (25 y 1000 um). La ventaja energética del
sistema interferométrico sobre el dispersivo da lugar por lo general a una significativa
mejora en la calidad de los espectros.

La region del infrarrojo lejano es especialmente Gtil en los estudios inorganicos ya que
la absorcion causada por las vibraciones de extension y flexién de los enlaces entre
atomos metalicos y ligandos inorganicos u organicos, se produce por lo general a
frecuencias menores de 600 cm-1 (>17um). Los estudios en el infrarrojo lejano de
solidos inorganicos han proporcionado también informacion atil acerca de las energias
de los reticulos cristalinos y la energia de transicion de los materiales semiconductores.

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO MEDIO

La aplicacion de la espectroscopia basada en la transformada de Fourier al intervalo
entre 650 y 4000 cm-1 se ha limitado principalmente a problemas particulares en los
que existe algun tipo de limitacion energética. Por ejemplo, ha resultado util para el
estudio de micromuestras cuando la absorcion se reduce a una region muy limitada; de
esta forma se puede obtener el espectro para particulas tan pequefias como de 100 pum.
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Este método también se ha empleado para el estudio de especies transitorias que de otra
forma requeriran un barrido de longitud de onda muy répido. En este caso, la ventaja
proviene del hecho de que se puede observar todo el espectro en forma simultanea.

ESPECTROSCOPIA D ARROJO CERCANO

Se caracteriza por presentar bandas o absorciones en la region de 400 nm a 2500 nm
(2500 cm-1 a 400 cm-1), las c son el resultado de armonicos 0 combinacion de
bandas originadas en la_regi frarrojo medio. Los e§pe@tros infrarrojos estan
constituidos por la r@'nta afica de la energia abﬂda en funcion de la

longitud de onda. /

esta précticamﬁ orientada a la determinacion y cuantificacion
nicos, los cuales se caracterizan por  lagpresencia de grupos
muestras que se analizan.

R) la linea de-basé.del espectro asciende
a. Por tanto, a medida que el tamafio del
, la penetracion del rayo infrarrojo es mayor
lemas en la linea de base; por lo general el
pleo de derivadas (primera y segunda) del

La espectroscopia N
de compuestos or
funcionales como -
En la espectroscopia
con el incremento d
particulado de muestras
que en materiales fing
efecto podria ser ca
espectro basico.

reflectancia

NORMAS QUE RIGEN LA TECNICA

Entre las nuevas normas propuestas que estan desarrollando los subcomités del Comité
D03, estan la WK24874, método de prueba para la determinacion de la concentracion
de vapores humedos en el gas natural y por espectroscopia de absorcidn laser con
diodos sintonizables (TDLAS, Tunable Diode Laser Absorption Spectroscopy), y la
WK24875, método para la determinacién en linea del contenido de siloxanos en el
biogas y otros combustibles gaseosos por FTIR (espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier).

La espectroscopia de absorcion laser con diodos sintonizables

La nueva norma propuesta, la WK24874, se estd desarrollando a pedido de varias
empresas de gas que usan analizadores de TDLAS para la medicion del contenido de
humedad del gas natural. Si bien la TDLAS pasé a ser un tipo de analisis de gas
generalizado, no hay ninguna norma especifica para su uso.

La norma WK24874 se encuentra bajo la jurisdiccion del Subcomité D03.12 sobre
andlisis en linea y en la linea de los combustibles gaseosos.

Segun Samuel Miller, miembro del Comité D03 y director de control de lineas de
productos, industria del gas natural de SpectraSensors Inc., , la nueva norma propuesta
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se usara principalmente para la medicién del contenido de humedad en el gas metano o
natural y tendré en cuenta los siguientes usos especificos:

« el gas crudo natural que se encuentra en los centros de produccion y recoleccion;

« laentraday la salida deflas plantas de deshidratacion
e los gasoductos porte;

o las instalaciones subterra

para almacenar gas;
(]

as presas de servicio); w
atura centrales de energia; Y,
o el procesamiefto del gas naturﬁomo las plantas de separacion del gas natural
liquido, extraccion de gas sulfidrico de los hidrocarburos glicuacion del gas.

o ladistribucién

o las entradas de

RMINACION DE ADITIVOS
LES AISLANTES

NTC-IEC 60666. DE
ESPECIFICOS EN A

El método de ensayo previo en la primera edicion de la Norma IEC 60666 describe un
procedimiento para la determinacién de antioxidantes especificos usando técnicas IR.
Este método de ensayo era satisfactorio con aceites nuevos, cuando no existian
productos de oxidacion que interfiriesen con el antioxidante.

. NORMA ASTM E2719

El resultado de este trabajo es una nueva norma, la E2719, Guia para la calibracion y
calificacion de instrumentos para fluorescencia. La nueva norma fue desarrollada por el
Subcomité E13.01 sobre espectroscopia ultravioleta, visible y por luminiscencia, parte
del Comité E13 de ASTM International sobre Espectroscopia molecular y ciencia de la
separacion.
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APLICACIONES DE LA ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los principios basicos y las principales aplicaciones de la espectroscopia infrarroja en
el andlisis de procesos han sido analizados por Workman y col. En este trabajo se
detallan las principales apli nes de la espectroscopia infrarroja en la Gltima década
del siglo XX.

En esta revision podemos ver
ampliamente extendida_en e
observamos que estd
biotecnologia, cosmeé
control medioambie
clinica, investigacio
los polimetros, cie

la técnica de la espectroscopia infrarroja esta
e la industria. En urf@@kimera aproximacion
diferentes areas de icacion: agriccultura,
a tierra, de la atmosfera y mineralogia,
wbidas, ciencia forense, medicina y quimica
ilitar, industri&del petrdleo, industria farmacéutica, ciencia de
ia de los materiales, industria textil, etc. @

utilizado ampliamé

evaluacion de materiales crudos como en
la produccién de los compuestos activos y
excipientes. La caracterizacion de los
diferentes polimorfos de una droga se
puede llevar a cabo por IR y cobra
especial relevancia porque la actividad de e :
una de las formas puede ser muy superior a las demas. Aunque los espectros son
complejos por debajo de 1500 cm-1, es facil observar las diferencias en la regién 1800-
1500 cm-1, asi como en la banda del OH-stretching entre 3600-3100 cm-1.

La técnica acoplada GC-IR es un método apropiado para detectar drogas y complementa
a la perfeccion el método generalmente aceptado como definitivo (GC-MS). Por
ejemplo las anfetaminas se han diferenciado de forma satisfactoria por GC-IR. Estas son
moléculas estructuralmente parecidas que se pueden confundir con facilidad,
especialmente las drogas de disefio derivadas de la propia anfetamina. Aunque no se
pueden diferenciar mediante su espectro de masas, existen diferencias acusadas en su
infrarrojo.

Control de la contaminacion:

El control rutinario de los niveles
de sustancias toxicas en el
medioambiente (aire, agua y suelo),
ha impulsado el desarrollo de
técnicas para analisis cuantitativo
automatico. En el caso de los
vapores nocivos se necesitan celdas

78



MANUAL DE TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTALES

grandes (1-20 m.) y una bomba para que la muestra
de aire circule por el aparato. Los instrumentos se
suelen dedicar a un solo contaminante empleando
un sistema de filtros para seleccionar la longitud de
onda, aunque también los hay para analisis
multicomponente. Son de uso comun las medidas
de SO2, HCN, CICO, NH3, H2S y HCI.

Aplicaciones tipicas son el control de formaldehido
fabricas de plasticos y #&8ifas, de anestésicos en
iofanos o de mon@xi de carbono en
amientos. En el caso de contaminantes sélidos
0 los pesticidas también se ha utilizado con
éxXtto la espectroscopia IR.

[

astria alimentaria:

pectroscopia de infrarrojo es una técnica de
analisis utilizada-amp udiar la calidad de los alimentos. Como ya se
menciond, esta técnica se basa en la interaccion de un haz, en el rango de la energia en
infrarrojo, con la sustancia alimenticia a medir. EIl equipo donde se lleva acabo esta
interaccion haz de infrarrojo-alimento se Ilama espectrometro de infrarrojo. Para llevar a
cabo una interaccion confiable se utiliza un dispositivo que se coloca en el
espectrometro. Hay accesorios de varios tipos, pero existe uno muy usado para el
estudio de alimentos denominado accesorio de reflexion total atenuada (ATR, por sus
siglas en inglés), en el cual se puede colocar la muestra muy rapidamente, ya sea en
estado liquido o solido.

Tanto el IR-medio como el cercano (NIR) se han utilizado para obtener informacion
cualitativa y cuantitativa de muestras de alimentos. Estos son mezclas complejas que
contienen agua, proteinas, grasas y carbohidratos como componentes mayoritarios.

Un método importante es el empleado
3 para determinar isomeros trans- en
!: grasas Yy aceites (principalmente
triglicéridos). Aunque la
configuracién cis- aparece de forma
predominante en la naturaleza,
durante el procesado industrial puede
ocurrir la isomerizacion en un grado
importante que es necesario conocer.
\ Ambos isomeros tienen en comdn una ..
banda intensa a 1163 cm-1 del grupo =
éster (C-O, que puede servir de banda
de referencia en estudios cuantitativos) y se diferencian por el bending fuera del plano
del grupo C=C-H que aparece en la regién 840-700 cm-1 para el cis-, y como un pico
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trans-. La determinacion del contenido en
trans- se puede obtener relacionando la
concentracion de éste con el cociente de
absorbancias entre las bandas all63 y
966 cm-1.

‘ muy caracteristico a 966 cm-1 para el

Por su parte el NIR se ha empleado en el
control de la leche, con un importante
desplazamiento @&™as bandas a menores

longitudes de o conforme disminuye
pro!% concentracion de alcohol en vinos y bebidas
nbien se rrr?zado con éxito mediante el NIR., asi como el
ulteradas con ni€tanol o etilénglicol.

la concentracion de g
de mayor graduacion
estudio de muestras

o
to en el estudio.de.combustibles fosiles,

e agua. El andlisis multicomponente se ha
hay una dependencia marcada con el tamafio
de particula. Por ulti izado en catalisis para identificar las especies
adsorbidas en la-sup tiene lugar esta unién. Uno de los sistemas
mejor estudiados es el monoéxido de carbono sobre metales.

Otros usos: Esta téc
por ejemplo determi
aplicado al estudio de

PREPARACION DE LA MUESTRA

Por lo que respecta a las muestras, la Espectroscopia IR es una técnica versatil que
permite obtener espectros de sélidos, liquidos y gases utilizando en cada caso las celdas
0 soportes adecuados. Como se ha comentado, el material en cuestion debe ser
transparente a la radiacion incidente y los haluros alcalinos son los que méas se emplean
en los métodos de transmision (NaCl, KBr, KCI etc.). En comparacion con otras
técnicas instrumentales, las muestras a analizar requieren poca o ninguna preparacion.
Basta con moler el sélido en una matriz de KBr o disolver la muestra en un disolvente
apropiado (se prefiere CCl4 o CS2). El agua debe ser retirada de la muestra siempre que
sea posible, ya que tiene una fuerte absorcion en la region infrarroja. El tiempo de
analisis para obtener un espectro en una muestra rutinaria es de 1 a 10 minutos,
dependiendo de la resolucion y el nimero de barridos requerido. De acuerdo con la ley
de Beer | = lo e-abc la trasmitancia T = I/lo es funcion de la absortividad, el camino
Optico y la concentracion, de modo que para obtener un espectro de intensidad
moderada de una muestra sélida o liquida no diluida son suficientes caminos de 0.01-
0.05 mm. Es necesario variar este pardmetro en funcion de la concentracion de la
muestra. Aunque las cantidades en analisis de rutina pueden variar en funcién de la
muestra disponible, el limite inferior cuando el solido se analiza en un disolvente
adecuado, estaria en torno a 1-10 pg; 1 mg para pastillas de KBr; para analizar un
liquido, basta con 0,5 pl. y para analizar un gas, es suficiente una concentracion de 50
ppb (en este caso con el comentado aumento del camino Optico).
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PREPARACION DE MUESTRAS LIQUIDAS

Las celdas mencionadas en el apartado anterior se usan para medir disoluciones
diluidas de muestras solidas y liquidas disueltas en disolventes transparentes al IR.
Desafortunadamente ninguag@iSolvente es transparente a lo largo de todo el IR medio.
Los mas utilizados son:@FCCY4 para la region 4000-1330 cm-1 y el CS2 para la region
1330-625 cm-1. Ambos disolventes son bastante toxicos y deben ser manipulados con
precaucion. Se puede reemplaz CCl4 con el CCI2-CCI2 o con el CH2CI2, menos
toxicos, y sustituir el CS2 co 0 0 n-heptano. Los dis@W@htes polares, como el
agua o los alcoholes sonraram 0s, ya que absorben f ente en el IR medio
y reaccionan con losthaluros tales alcalinos, como el NaCl, comUnmente
usados como ventanas transparen ?R. Para ensayos cualitativos es suficiente una
gota colocada entre |@s ventanas de ufa celda desmontable, mientras que con muestras
de débil absorcion s€ usan espaciadores de 25 a 50 um. Hay que cerrar con cuidado la

celda, evitando atrapar burbujas de aire y aiitando los tornilles suficientemente pero

sin romper las ventafas. La preparagi oluciones es.un.paso importante en los
estudios por IR. Disolwer muestras solidas, reducir la viscosidad de liquidos y sobre
todo, diluir la muestra pawa,asi podergliSar caminos opticos mas largos y reproducibles
en el andlisis cuantitativemlipiCamentense analizan disoluciones de una concentracion
de 0,05 % a 10% en Celulas de 0,1 a1 mm de espesor. Una combinacion practica puede
ser un 10 % de concentracion y un camino optico de 0,1 mm. Puesto que se necesitan
voliumenes pequefios de muestra, se suele utilizar el método gravimétrico en su
preparacion.

PREPARACION DE MUESTRAS SOLIDAS

La mayoria de los compuestos organicos presentan numerosos picos de absorcion en el
infrarrojo medio, y encontrar un disolvente que no dé lugar a solapamiento de picos es
con frecuencia imposible. Como consecuencia, a menudo se obtienen los espectros de
dispersiones del s6lido en una matriz liquida o solida. Generalmente, en estas técnicas la
muestra solida se debe pulverizar hasta que el tamafio de sus particulas sea menor que la
longitud de onda de la radiacién (<2 um) para evitar los efectos de la dispersion de la
misma.

Pastillas:

Una de las técnicas mas populares es la formacion de pastillas de KBr (también se han
usado otros haluros de metales alcalinos). Las sales de haluros tienen la propiedad de
flujo en frio (cold flow), por lo que, cuando se somete a la presion adecuada este
material finamente pulverizado, sinteriza y forma una tableta transparente que se
asemeja a un cristal. Al usar esta técnica, se mezcla a fondo un miligramo o menos de la
muestra finamente pulverizada, con aproximadamente 100-300 mg de polvo de KBr. La
mezcla se puede realizar con un mortero y su mano o en un pequeiio molino de bolas.
Posteriormente se presiona la mezcla en un troquel especial entre 700 y 1000 kg/cm2
hasta obtener un disco transparente. Se obtienen mejores resultados si el disco se
prepara a vacio para eliminar el aire ocluido. A continuacion, el disco se coloca en la
trayectoria del haz del instrumento para su examen espectroscépico. Los espectros
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obtenidos presentan a menudo bandas a 3450 y 1640 cm-1 debidas a la humedad
absorbida.

Para muchos compuestos las pastillas de KBr producen espectros excelentes para
medidas cualitativas que aparecen en las colecciones de espectros (No es una técnica
muy utilizada en el analisi titativo). Al ser un compuesto iénico, el KBr transmite
a lo largo de la ma de la region del infrarrojo hasta una frecuencia de
aproximadamente 400 cm-1. El ioduro de cesio absorbe por debajo de 200 cm-1 y se
utiliza para mayor transparengi@ha bajas frecuencias. Después del prensado es
importante realizar una_lim adosa de todos los ad@€8@rios, puesto que los
residuos de KBr pulveri Opicos y muy corrosi na vez humedos. En
relacion con esto co evada polaridad de los haluros alcalinos que
pueden incluso interactuar fisica icamente con la muestra, de tal modo que el
espectro registrado pOr este método pliede diferir si lo medimaos empelando alguno de
los métodos que se ¢omentan a continuacion. Algunos cambios gen la hidratacion de la
muestra, saponificaion de esteres, sustitucign de grupos fumcionales por haluro o
descomposicion del \producto. Si s anomalias Len.la_identificacion de la
muestra es recomendalile probar otra tecni€a de preparacion.

Suspensionss: i,
Cuando los solidos no son solubles en un disolvente transparente en la region del

infrarrojo ni es conveniente prepararlos en forma de pastillas de KBr, sus espectros de
infrarrojo se suelen obtener por dispersion del analito en una suspension de un aceite
mineral o un hidrocarburo fluorado. Las suspensiones se preparan moliendo de 2 a 5 mg
de la muestra finamente pulverizada (tamafio de particula <2 pum) en presencia de una o
dos gotas de un aceite hidrocarbonado pesado (Nujol, Figura 12). Si es probable que
interfieran las bandas del hidrocarburo se pueden sustituir por 1,3 hexaclorobutadieno.
En cualquiera de los casos, la suspension resultante se examina luego como una delgada
pelicula entre dos placas de sal o dos ldminas de polietileno

Ve

Laminas delgadas de polimeros:

Se pueden obtener, con ayuda de un par de placas calientes y una prensa, laminas
delgadas de polimeros con un espesor altamente reproducible, desde 15 hasta 500 pm.
Respecto a la cantidad de muestra necesaria, para hacer un disco de 20 mm de didmetro
basta con 10 mg de polimero si se quiere hacer una lamina de 15 um de espesor. Esta
lamina se analizara por transmision. Debido a que ciertos polimeros, como el nailon, se
oxidan y descomponen un poco por encima de su temperatura de reblandecimiento, es
preciso elevar la temperatura en su justa medida y prensar el polimero con cuidado.

PREPARACION DE MUESTRAS GASEOSAS

En el caso de los gases se requiere un método de trabajo diferente a los mencionados.
Es también posible realizar estudios cuantitativos y, con la suficiente resolucion, el
espectro permite obtener conclusiones adicionales sobre el disefio molecular basadas en
la estructura fina rotacional. Las muestras gaseosas suelen distribuirse y almacenarse en
cilindros metalicos o de vidrio, desde lo que hay que transferirlas a la celda,
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normalmente utilizando un aparato de vacio que tras la evacuacién del sistema permite
una medida exacta de la presion parcial. Después de forma similar se afiade nitrégeno
para conseguir la presion total deseada, puesto que hay una importante dependencia de
la absortividad con esta magnitud que hay que considerar en los ensayos cuantitativos.
Asi, es muy importante utilizar_la misma presion total en las medidas de la muestra y en

la correspondiente caliw

Si la muestra de polimero“es soluble en un disolvente muy volatil es posible preparar un
film a partir de una disolucién concentrada que se deja evaporar sobre un soporte
metélico. Al igual que ocurr astillas de KBr, films @&#gados de polietileno se
pueden utilizar com(‘ tras liquidas o de su iones de solidos en

Nujol. Estos films s sobre piezas de carton compatibles con los
mecanismos de sujeci Wparatos.

IDA DE RESULTADOS

ANALISIS DE SA

El andlisis de la muest ando la sefial es captada por un detector. Los
microscopios de infrar se encuentran equipados con detectores de
teluro de mercurio- itrogeno liquido (MCT por sus siglas en
inglés) (Bellisola & Sorio, 2012; Matthaus et al., 2008; Miller & Dumas, 2010). Sin
embargo los desarrollos mas recientes en detectores de infrarrojo, han generado los
detectores de arreglo de plano focal (FPA por sus siglas en inglés) que consisten de
cientos de elementos detectores de infrarrojo, permitiendo obtener imagenes de grandes
areas con una alta resolucion espacial significando un gran ahorro de tiempo en
comparacion de los detectores MCT, sin embargo en la actualidad los detectores FPA
aun tienen una relacion sefial/ruido inferior a la de los detectores MCT (Kazarian &
Chan, 2013). Avances en el area prometen una mejora en los detectores FPA lo que
permitird tener mejores resoluciones espaciales y mayores avances técnicos en los
estudios con ceélulas vivas, mejorando tanto la resolucion, como los tiempos de
observacion (Miller & Dumas, 2010)

PREPARACION DE LA MUESTRA.

Varia dependiendo del tipo de muestra utilizada, en el caso de trabajar con un tejido se
llevan a cabo cortes de las muestras seleccionadas en microtomo, estos cortes varian
entre de 5 a 30 um de grosor (Leskovjan et al., 2009; Pijanka et al., 2009), las muestras
pueden ser usadas directamente o ser embebidas en una matriz para mantener su
integridad. Sin embargo lo méas recomendable es no utilizar muestras embebidas, ya que
las matrices utilizadas absorben energia en la region del infrarrojo medio (2.5 a 15 um)
interfiriendo con las biomoléculas presentes en la muestra.

Desafortunadamente, el uso de esta técnica de montaje es casi obligado, debido a que
son pocas las muestras de tejido que pueden analizarse directamente tras el corte
realizado por el micrétomo, por ello siempre es importante balancear la cantidad de
ruido que generara el método de conservacion de muestras en los resultados (Magne et
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al., 2001; Miller & Dumas, 2006). Una vez obtenido el corte, la muestra sera montada
en un portamuestras para ser observada.

En funcidn de su capacidad de permitir el paso de la energia, los portamuestras pueden
ser de transmision, reflexion de infrarrojo o con un cristal de reflexion total atenuada
(ATR) , dependiendo si en o0 no el paso de energia infrarroja. En el caso de
utilizarse un método d sion de infrarrojo se requiere de un portamuestras el cual
esta fabricado con un material transparente a la radiacion de infrarrojo.
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FUENTES:

La fuente infrarroja comdn es un sélido calentado eléctricamente a temperatura entre
1500° y 2000° K. Se produce radiacion continua que se aproxima a la de un cuerpo
negro. La intensidad radiante maxima a estas temperaturas se produce en 1.7 a 2.0 (de
5000 a 6000 cm-1), o sea la maxima emision cae en el infrarrojo préximo o cercano. Un
aumento en la temperatura solo sirve para incrementar mucho mas la radiaciéon de
longitud de onda corta que la radiacion de longitud de onda larga que es la que
generalmente se usa.
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En los instrumentos de IR comerciales se usan tres tipos de fuentes: la fuente Globar, el
emisor de Nernst y la fuente de filamento incandescente.

LA FUENTE GLOBAR-

Un globar es una varilla de carburo de silicio, que por lo general tiene unos 50 mm de
longitud y 5 mm de dia e calienta eléctricamente (1300 a 1500° K) y tiene la
ventaja de poseer un te de resistencia positivo. Por otra parte, es necesario
enfriar los contactos eléctricos. Las energias espectrales del Globar y del emisor de

Nernst son semejantes, except la region inferior a 5 um donde el Globar se
distingue por tener mayor en L

% |

Esta constituida por oxidos de tier¥ds ragas, y tiene forma cilindrica con un diametro de
1 a2 mm y una longitud de unos 20 . Los extremos del cilindro estan unidos a unos
conductores de platino que permiten el paso de la electricidad l@ que permite alcanzar
temperaturas comprendidas entre 1200 y 2200.° K. Debe calentarse externamente hasta
el rojo obscuro para'gue la corriente nte como para.mantener la temperatura
deseada. Debido a que, la resistencia inuye con el aumento de temperatura, el
circuito de la fuente se isefiado limitar la corriente, si no fuera asi, la lampara
se calentaria tanto que

EL EMISOR DE NE

MONOCROMADORES-

Un monocromador infrarrojo consiste en un sistema variable de ranuras de entrada y
salida, uno 0o més elementos dispersantes y varios espejos para reflejar y enfocar el haz
de radiacion. No se emplea lentes a causa de los problemas con aberraciones
cromaticas.

El sistema de ranuras de un espectrofotometro de IR realiza la misma funcion que en
sus anadlogos UV-Visible, y debe hacerse el mismo compromiso al recoger el ancho de
ranura que se emplea. Ranuras estrechas proporcionan menores anchos de banda y
mayor ausencia de radiacion dispersa; ranuras mas anchas producen mayor energia
radiante que llega al detector, y menor definicion del espectro de absorcion.

Se emplean prismas Y rejillas para dispersar la radiacion infrarroja; el uso general de
éstas Ultimas es relativamente nuevo se han usado varios materiales para la construccion
de prismas. Se emplea cuarzo para la region proxima al IR, lo Unico es que no posee
caracteristicas ideales de dispersion en esta region, absorbe fuertemente més alla de 4

fm.

DETECTORES:

La medicion de radiacion infrarroja es dificil debido a la baja intensidad de las fuentes
disponibles y a la poca energia del foton infrarrojo. Como consecuencia de estas
propiedades, la sefial eléctrica de un detector infrarrojo es pequefia y su medicion
requiere grandes factores de amplificacion. Generalmente, el sistema detector en un
espectrofotometro IR es el que limita la sensibilidad y la precision. Los detectores
utilizados en infrarrojo son: detectores térmicos y deteccién basada en fotoconduccién.
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DETECTORES TERMICOS:

Tienen respuestas uniformes para todas las frecuencias medidas en términos de sefial de
detector por Watt de poder incidente y como ya mencionamos las sefiales débiles por la
baja intensidad de las fuentes se coloca un preamplificador tan proximo como sea
posible al detector. Con estos_dispositivos se mide el incremento de temperatura que
resulta cuando un pequeii rpo negro absorbe la radiacion. Entre los detectores
térmicos se encuentran opares, bolémetros y celda de Golay.

TERMOPARES:
Consiste en un par de union
metal como el bismut

orman soldando los extf@M@s de dos piezas de un
tinto como el antimongemEntre las dos uniones
se genera un potencia ion de su diferencia de temperatura. Contiene
una camara de vaci tana transparente a la radiacion infrarroja. Para
aumentar la sensibilidad se pueden u*/arios termopares en serie para originar lo que
se llama una Termopila. o

Un detector de termopar bien dis capaz de respofider. a diferencias de
i ue la potencia radiante del haz de un
baja, por lo que la capacidad calorifica del
uefia posible para producir un cambio de

espectrofotometro de in
elemento absorbente
temperatura detectab

Un amplificador operacional seguidor de voltaje, también se puede emplear como

* preamplificador en los circuitos del detector de termopar.

' BOLOMETROS:
- Un bolémetro es un tipo de termdmetro de resistencia construido con bandas de metal
. como platino o niquel o de un semiconductor, en este ultimo caso se denomina
- termistor. Estos materiales presentan un cambio de resistencia relativamente grande con
la temperatura. El elemento sensible suele ser pequefio y esta pintado de color negro
para absorber el color radiante.
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