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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivos crear un instructivo de uso bésico
de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505 del laboratorio, para los estudiantes

de la Universidad Internacional de las Américas y analizar su implementacion.

Para desarrollar la investigacion primeramente se examin6 el manual que proporciona la
empresa fabricante de cada equipo, en el cual se identifican las partes que lo conforman y su

funcionamiento, y asi obtener una 6ptima manipulacién de los aparatos.

Luego, se disefiaron los instructivos de uso basico de los equipos; ambos se encuentran en

el laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

Para finalizar, se verificd la implementacion de los instructivos de uso, propuestos en la
hoja de cotejo, formulando la evaluacién para el correcto uso de los mismos, por parte de los
usuarios, donde los resultados indicaron la urgencia de la implementacion de los instructivos
béasicos para el uso de los equipos, para que sean de utilidad a los usuarios, y asi poder minimizar
el riesgo de una mala préctica de estos, como se detect6 en el instrumento UV-Vis-2505, donde
constantemente los usuarios repetian un mismo error al manipularlo y, en el caso del equipo

espectro IR Cary 630 FTIR, desconocian totalmente su uso.

El instructivo aportara un conocimiento basico a todas las personas que requieran del uso
de estos, permitiéndoles una manipulacion eficiente y eficaz del equipo, y no limitarse solamente

al conocimiento que se posee actualmente sin la implementacion de una guia basica.

En esta investigacion se limitd a proveer una informacién bésica de usos para los equipos;

un futuro trabajo podria extender el desarrollo para ampliar ese uso.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

En la industria farmacéutica se emplean distintos equipos para realizar un analisis, ya sea
en materia prima, producto terminado, estudios de estabilidad, entre otros, que son de gran
importancia a la hora de reportar resultados. Por eso, es importante que en la formacion
universitaria se implemente el uso correcto de estos, para que se conozcan aspectos basicos y

ponerlos en practica para desempefarse con mayor facilidad en esta area.

Para poder lograr el mas alto nivel de exactitud y fiabilidad, es esencial realizar todos los
procesos y procedimientos del laboratorio de la mejor forma posible. El laboratorio es un sistema
complejo, que implica muchos pasos de actividad y a muchas personas. La complejidad del sistema
exige que se lleven a cabo de forma adecuada diversos procesos y procedimientos. Por tanto, el
modelo de sistema de gestion de la calidad, que examina todo el sistema, es muy importante para

lograr un buen rendimiento en el laboratorio. (OMS, 2016, p. 10).

Con respecto a lo anterior, esta investigacion se enfoca en la necesidad de la
implementacidn de los instructivos de uso basico para los espectrofotémetros IR Cary 630 FTIR y
UV-Vis-2505, aportando una herramienta Gtil para los usuarios, de facil comprension, mejorando
su experiencia en el laboratorio de quimica, ya que, tanto profesores como estudiantes necesitan

una capacitacion previa, para asegurar un funcionamiento adecuado de los equipos.

El trabajo de laboratorio es una de las herramientas fundamentales a la hora de ensefiar.
Brinda la posibilidad de verificar, en forma adecuada, algunos de los fendmenos quimicos que se
estudian en la teoria, permitiendo que los estudiantes se enfrenten a un aprendizaje desde lo

practico.

Incorporar trabajo de laboratorio dentro de los procesos de ensefianza de la
Quimica es una necesidad que se hace evidente en el momento que se pretende
hacer que el estudiante adquiera los conceptos relacionados con esta ciencia y
que ademas le permite acercase adecuadamente a las competencias basicas en

ciencias naturales. (Durango, 2015, p. 14).
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El uso correcto de un equipo cientifico posibilita asegurar y garantizar la calidad de la
informacion obtenida en los andlisis que se realicen con el espectrofotdmetro. Aunado al manual
de gestion de la calidad en el laboratorio, de la Organizacion Mundial de la Salud, todo laboratorio
requiere de una manipulacion eficiente y eficaz de los equipos siendo, como requisito fundamental,
el cumplimiento de una adecuada gestién de los instrumentos, teniendo un instructivo que permita

comprender de una forma clara el funcionamiento de equipo a utilizar. (2016, p. 36).

Esto brindara una buena gestion de la calidad, accediendo el usuario a la manipulacion veraz
del instrumento, evitando costos de reparacion, prolongando la vida datil y reduciendo la
interrupcion de uso indebido a las averias y fallos, segun lo indicado por la Organizacion Mundial
de la Salud. (2016, p. 10).

A causa de la falta de informacion, los usuarios de la carrera de Farmacia, asi como de otras
carreras que imparte la Universidad Internacional de la Américas, y que requieren del uso de los
espectrofotometros IR y UV-Vis, desconocen de manera detallada y descriptiva el funcionamiento
y las buenas préacticas de uso de este instrumento, siendo esto una debilidad tanto para el estudiante

como para la institucion.

Esta investigacion estd dirigida a atender la siguiente interrogante: ¢Al elaborar e
implementar un instructivo de uso basico de los espectrofotdmetros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-
2505 en el laboratorio de Quimica, de la Universidad Internacion de las Américas, mejorara la

manipulacion de los equipos por parte de los usuarios?

Objetivos
Objetivo General

-Analizar la implementacion de los instructivos de uso basico de los espectrofotdmetros IR
Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505 del laboratorio de Quimica , para los estudiantes de la Universidad

Internacional de las Américas.



17

Objetivos Especificos

-Describir los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505 del

laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

-Elaborar un instructivo de uso béasico para los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-

Vis-2505 del laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

-Verificar la implementacion de los instructivos de uso propuestos mediante la aplicacion
de los mismos a potenciales usuarios de los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-

Vis-2505, del laboratorio de Quimica la Universidad Internacional de las Américas.

Justificacion

La Universidad Internacional de las Américas cuenta con un laboratorio, equipado con

instrumentos de alto valor cientifico, entre los que destaca el espectrofotometro:

La palabra espectrofotometro se deriva de la palabra latina spectrum, que
significa imagen, y de la palabra griega phos o photos, que significa luz. El
espectrofotometro, construido mediante procesos avanzados de fabricacion, es
uno de los principales instrumentos diagnésticos y de investigacion
desarrollados por el ser humano. Utiliza las propiedades de la luz y su
interaccion con otras sustancias, para determinar la naturaleza de las mismas.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 107).

Sin embargo, el equipo, descrito anteriormente, no cuenta con un instructivo de
implementacion por parte de la Universidad, para que los usuarios, que deben trabajar en los
espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, tengan un guia sobre el manejo, por lo que
esta investigacion brindara un gran aporte a la institucion y a ellos, al contar con una capacitacion
sobre la adecuada manipulacién, permitiendo mejorar el conocimiento de los estudiantes sobre el

equipo que se utiliza.
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Con la incorporacion de estos instructivos se pretende mejorar el uso de estos equipos en
las diferentes practicas de laboratorio, para que los usuarios utilicen una técnica adecuada
obteniendo resultados precisos y confiables. Estos instructivos cuentan con lo indicado por el
fabricante para operar, mantener y poder trabajar adecuadamente con los equipos, y asi evitar que

estos sufran dafios o que los datos reportados sean irregulares.

Esta investigacion tiene como relevancia social el aporte de un instructivo basico sobre el
uso correcto, cuidados y mantenimiento de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-
2505, ya que a la fecha la Universidad solo imparte una breve explicacion de los mismos, dejando
a los estudiantes con inseguridades sobre la adecuada manipulacién del equipo, lo que puede

ocasionar riesgos tanto para la Universidad como para el usuario. (Véase el apéndice A).

La ensefianza de las ciencias y en especial de la quimica requiere de
variedad de actividades y estrategias que permitan que los estudiantes
puedan tener un acercamiento efectivo al aprendizaje de esta area mediante
la experimentacion, como componente practico de las ciencias; ya que solo

se aprende ciencias haciendo ciencia. (Durango, 2015, pp.17-18).

Una de estas estrategias son las précticas de laboratorio o también
conocidas como trabajo préctico, donde el aula de clase se convierte en un
ambiente practico generador de conocimiento, donde se ponen a prueba
técnicas de experimentacion y se desarrolla el quehacer cientifico
permitiendo resolver situaciones problema de manera grupal o individual.
(Durango, 2015, pp.17-18).

Entonces, las practicas de laboratorio empleadas como una estrategia
didactica permiten establecer una relacion directa entre los conceptos
tedricos y la practica, ademas de lograr que el estudiante desarrolle
habilidades y destrezas que contribuirdn en su proceso de formacion.
(Durango, 2015, pp.17-18).

El acercamiento de los estudiantes con los equipos del laboratorio debe ser dirigido por
medio de procedimientos faciles y comprensible en la practica, asegurando el uso adecuado de los

mismos.
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Para poder lograr el mas alto nivel de exactitud y fiabilidad, es esencial realizar
todos los procesos y procedimientos del laboratorio de la mejor forma posible.
El laboratorio es un sistema complejo, que implica muchos pasos de actividad
y a muchas personas. La complejidad del sistema exige que se lleven a cabo
de forma adecuada diversos procesos y procedimientos. Por tanto, el modelo
de sistema de gestion de la calidad, que examina todo el sistema, es muy
importante para lograr un buen rendimiento en el laboratorio. Ademas, la
gestion de los equipos es uno de los elementos esenciales del sistema de

gestion de la calidad. (Organizacién Mundial de la Salud , 2016, p. 10).

Este instructivo de uso basico esta dirigido a los estudiantes y al personal que requieran el
uso de los espectrofotémetros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, del laboratorio de Quimica, en
virtud de que el equipo es utilizado tanto por las &reas de Farmacia como por otras carreras de la

Universidad, teniendo como finalidad inculcar las sanas practicas del uso del mismo.

El control de la calidad (CC) es un componente de la gestion de procesos y un
elemento clave del sistema de gestion de la calidad. Supervisa los procesos
relacionados con la fase analitica del analisis y ayuda a detectar los errores del
sistema de analisis. Estos errores podrian producirse a consecuencia de un fallo
en el sistema, condiciones ambientales adversas el rendimiento del operador.
(Organizacion Mundial de la Salud, 2016, p. 79).

Para los procedimientos estandarizados, es importante destacar lo que solicita la regulacion
a la industria como ejemplo para aprender y educar a los usuarios en el seguimiento de
procedimientos, manejo de equipos y construccién de documentacion. La incorporacién de los
instructivos desea motivar a la Universidad para la elaboracién de documentos sobre los equipos y
procedimientos del laboratorio de Quimica; los cuales forman parte de un Sistema de Gestion de

Calidad que refleja las Buenas Practicas de Laboratorio.

“Cuando todos los procedimientos y procesos del laboratorio se organizan
en una estructura comprensible y practica, aumentan las oportunidades de

garantizar que todo se gestiona de forma adecuada.” (OMS, 2016, p.13).
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La elaboracion de un modelo de sistema de gestién de calidad permite a los usuarios
manejar con mayor facilidad la tematica y comprender criterios cientificos enfocados hacia la
calidad. Tanto la Universidad como los estudiantes tendran el beneficio de contar con un instructivo
de uso basico de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, asegurandose la
institucion de que los usuarios cuenten con una capacitacion sobre el manejo antes, durante y
después del uso de este equipo, ya que contardn con una herramienta con la que podran aclarar
dudas. No solamente abarca la manera de utilizarlos, sino de aplicar procedimientos que alarguen

la vida util de los equipos, asi como otros aspectos de seguridad que en la actualidad estan ausentes.

El desarrollo alcanzado a nivel tecnoldgico-cientifico ha incorporado en los
equipos infinidad de funciones y modos particulares de operacion, que
necesariamente conllevan a implementar programas que permitan aportar los
recursos para mantener dicho equipamiento en las mejores condiciones de

operacion. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 13).

La cita, anteriormente descrita, aporta los avances de la tecnologia y el cuidado que se debe
tener al manipular equipos de valor cientifico. No obstante, al no contar con un instructivo
adecuado, que instruya sobre las funciones y el uso 6ptimo del equipo, representa un riesgo tanto

para el usuario como para la preservacion del instrumento.

Al finalizar esta investigacion, se pretende implementar un instructivo de uso basico para
los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, orientando al usuario para alcanzar un

mejor desemperfio del instrumento.

Antes de analizar muestras de pacientes, es importante evaluar el rendimiento
de los nuevos equipos para asegurarse de que estan funcionando correctamente
con respecto a la exactitud y la precision. Ademas, es necesario evaluar los
métodos de analisis que utilizan Kits o instrumentos de laboratorio para
comprobar la capacidad para detectar enfermedades (sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo) y para determinar los
intervalos normales y los notificables. (Organizacién Mundial de la Salud,
2016, p. 41).
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Con la evaluacion del instructivo al aplicarse a los usuarios, se pueden identificar distintas
variables, donde las inquietudes que surjan se puedan considerar para incorporarlas y enriquecer

de este modo la investigacion mediante la retroalimentacion.

Es rescatable la importancia del equipo, ya que logra desarrollar habilidades que se
aplicardn de manera general en un futuro, siendo el instructivo una guia para el conocimiento y
facilidad del uso adecuado, y no un reemplazo del manual original que genera el proveedor del

espectrofotometro.

Es importante que se garantice la calidad en el contexto de desarrollo de medicamentos y

de salud publica.

La calidad de un laboratorio se puede definir como la exactitud,
fiabilidad y puntualidad de los resultados analiticos notificados. Los
resultados analiticos deben ser lo mas exactos posible, todos los
aspectos de las operaciones analiticas deben ser fiables y la
notificacion de los resultados debe ser puntual para ser util en el
contexto clinico o de la salud pablica. (OMS, 2016, p.10).

Es por ello que los resultados analiticos producidos por los
laboratorios relacionados con la salud, dependen de la exactitud de
los analisis y de su notificacion. “Si los resultados son inexactos, las
consecuencias pueden ser muy significativas, entre ellas:
tratamientos innecesarios; complicaciones del tratamiento; falta de
proporcionar el tratamiento adecuado; retrasos en el diagnostico
correcto y pruebas diagnoésticas adicionales e innecesarias.” (OMS,

2016, p.10).
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Antecedentes

Actualmente el espectrofotometro ha sido uno de los instrumentos mas importantes que se
han desarrollado en los avances de la biociencia, el cual permiten medir la intensidad de luz
absorbida de una muestra, brindando informacion sobre la longitud de onda y la cantidad de

sustancia presente en el objeto a evaluar.

En las Gltimas décadas se han desarrollado estudios con distintos métodos, usos y
aplicaciones del espectrofotdmetro, logrando un enfoque en la gran cantidad de &reas en las cuales
este instrumento llega a ser muy atil, aumentando la informacién sobre el mismo a nivel industrial

y cientifico, logrando mayor conocimiento tanto en Farmacia como en otras areas profesionales.

En el 2013, en México, se realizd una caracterizacion de la pelicula radiocromica EBT2 con
diferentes sistemas dpticos, elaborada por Leon, Garcia y Camacho. Se utilizaron tres sistemas
opticos (escaner, espectrofotometro y laser), y se menciond que con respecto al espectrofotémetro
se encontraron dos picos en 585 nm y 636 nm, siendo este el que posee mayor diferencia, lo que
demuestra que tanto el laser como el espectrofotometro influyen en la incertidumbre total en la
determinacion de la dosis, y en ambos es posible utilizarlos como sistemas Opticos alternativos para

analizar las peliculas radiocromica EBT2.

Acosta et al., en el 2014, hablaron sobre el Efecto de las soluciones pigmentantes en el color
de dientes tratados con ortodoncia fija: un estudio in vitro, en Colombia, donde realizaron una
evaluacion de las alteraciones del color dental con tres bebidas oscuras (Coca-Cola, vino tinto y
café); el color fue medido antes y después de la exposicién a las sustancias con un
espectrofotdmetro, el cual interpreto tres pardmetros de color utilizados por el sistema Commission
Internationale de 1’Eclairage. Se menciona que se presentaron cambios significativos con la ayuda
del espectrofotometro, donde el color con mayor diferencia fue la Coca-Cola y el menor con el

cafe.

En Colombia, en el 2014, Gutiérrez, Ortiz, Hincapié y Ramirez aportaron sobre la
Evaluacién in vitro de dos farmacos de uso veterinario frente a patdgenos causantes de otitis
externa en perros. Su poblacion fue un total de 27 perros con otitis externa, los cuales se aislaron
por cepas. Se prepararon soluciones de gentamicina y clotrimazol. En el espectrofotdmetro se

midié cada 2 horas el crecimiento de microorganismos a una densidad dptica de 660 nm, donde se
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logré comprobar, con la ayuda del espectrofotometro, que la gentamicina, en una dosis de 3 mg/ml,
era la adecuada para una correcta inhibicion de agentes bacterianos causantes de otitis. Por otra

parte, el clotrimazol en 14 mg/ml es dptimo para otitis por levaduras.

En un estudio, en el 2015, en la Universidad Nacional del Nordeste, Argentina, se llevd a
cabo una correlacion entre los niveles de fosfatasa alcalina salival (FAL) y la profundidad de la
bolsa periodontal, realizada por Acufia, Armando, Cuzziol y Judrez, donde utilizaron 90 pacientes,
tanto sanos como con periodontitis; las muestras de saliva fueron evaluadas mediante un
espectrofotdmetro a 520 nm para medir las concentraciones de FAL, y con base en los resultados
obtenidos por el espectrofotometro, se logré mostrar que la destruccion periodontal esta
relacionada con altos niveles de FAL, y que la misma esta relacionada como un potencial marcador

de enfermedad periodontal.

Martinez, et al., en el 2015, en Colombia, investigaron sobre la Determinacion
espectrofotométrica del eritema en psoriasis, que es una enfermedad caracterizada por tres
parametros fisicos (eritema, grosor y descamacion), en la cual, por medio del espectrofotometro de
reflexion difusa, se observo una relacion directamente proporcional entre el grado de eritema y la
pendiente de la curva de reflectancia, en una longitud de onda de 600 a 700 nm. Esta técnica permite
el estudio, andlisis y caracterizacién de la piel. La poblacion para dicho estudio estuvo formada por
12 pacientes de todas las edades y ambos sexos. Gracias a este método con el espectrofotometro,
se permitié cuantificar las variaciones fisicas del eritema y lograr una metodologia para el control

de los pacientes con eritema en psoriasis.

En la Universidad Nacional de Colombia, Villada y Hormanza, en el 2015, desarrollaron
un Analisis simultaneo de la remocién de azul brillante (AB) y rojo 40 (R40) mediante
espectrofotometria de derivadas, donde, debido a que la industria alimentaria y textil contienen una
gran cantidad de mezcla de colorantes, evaluaron la absorcién de la mezcla de colorante R40 y AB
sobre la corteza de coco bajo sistema discontinuo, considerando variantes como pH, concentracion
de colorantes, dosificacion de adsorbentes y temperatura, con la ayuda del espectrofotometro UV-
Vis para su cuantificacion, dando como resultado que AB presentdé menor influencia debido a la
presencia del R40, ya que el R40 es 3,7 veces mayor, existiendo AB, gracias a los resultados

obtenidos por el espectrofotémetro.
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En el mismo afio 2016, pero en Cuba, se realizé una investigacion sobre el efecto de la
combinacidén de bases nutritivas con el inhibidor sobre la recuperacién de salmonelas, donde sus
autores, LOpez, Zhurbenko y Rodriguez realizaron una comparacion de la promocion de
crecimiento bacteriano de seis cepas de Salmonella y Shiegella. El incremento de la biomasa se
determind a través de un espectrofotometro a 640 nm cada hora, en el cual quedaron demostradas,
con la ayuda del espectrofotometro, las diferencias significativas, y se comprob6 que la
combinacion de bases nutritivas originales con selenito de sodio permite una adecuada

recuperacion de las especies de salmonelas.

Mientras que, en el 2016, en la Universidad de La Salle, en Colombia, Castro et al.
realizaron una Evaluacidn de la actividad proteolitica de una solucién empleada en la limpieza de
lentes de contacto: proyecto de aula. Ellos desarrollaron cuatro ensayos con diferentes
concentraciones de la solucion limpiadora, en comparacion con la solucién de albumina, utilizando
el espectrofotdmetro a una absorbancia de 540 nm, donde se logr6 observar una disminucién en la
absorbancia en las soluciones de albimina tratadas con diferentes concentraciones de solucion
limpiadora. Con esto se encontrd una degradacion de proteinas por accion de la solucién, y gracias
a la ayuda del espectrofotometro, se consideré de importancia el uso de estas soluciones con
actividad proteolitica en la limpieza y cuidado de lentes, por lo que recomendaron su empleo entre

los que las utilizaban.

Adicionalmente, Baeza, Ruiz y Carrasco, en el 2016, en Chile, realizaron un Analisis
colorimétrico y morfométrico de la flor de Alstromeria Presliana (Alstroemeriaceae), en el cual la
poblacién comprendia acerca de A. presliana subsp. presliana y A. presliana subsp. Australis; de
estas se analizo el color de los tépalos florales y la morfologia, utlizando el espectrofotometro para
el analisis colorimétrico, donde mostrd una leve diferencia en el rango de 400-460 nm para subsp.
Presliana, pero siendo un poco superior para subsp. Australi, entre 600-700 nm. Los resultados
permiten aportar que con el color y tamafio de los tépalos florales se pueden distinguir las
subespecies de A. presliana, y los datos colorimétricos obtenidos por el espectrofotometro pueden

aportar nueva informacion para la delimitacion de especies de este y otros géneros.

En el presente afio, 2018, Camelino et al. estudiaron sobre la Optimizacién de un
procedimiento para la determinacion de oro mediante espectrofotometria UV/VIS, el cual se

realizd, mediante el empleo de oro puro disuelto en una solucion de agua regia, donde se obtuvieron
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los espectros de absorcion directa a una longitud de onda de 332 nm, lo que llevé a la
determinacion cuantitativa de Au en muestras de chatarra electronica, e indicd que es posible la
construccién de una curva-patron utilizando las longitudes de onda, gracias al espectrofotometro
UV-Vis.

Proyecciones

Implementacién de un instructivo basico para una correcta manipulacién de los
espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, del laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas, dirigido a estudiantes , profesores y asistentes de

laboratorio asi como para otros usuarios.

Esta investigacion pretende basar sus resultados en la opinion de los estudiantes de
Farmacia que cursen Analisis de Drogas, a los cuales se les capacitard mediante los instructivos de
uso bésico de los espectrofotdmetros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505. Para asi determinar la

importancia de una induccién previa a las practicas de Laboratorio que realizan los estudiantes.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

En este capitulo se definen conceptos importantes para comprender en profundidad el tema
en estudio, y asi lograr fundamentar el andlisis de los resultados, por lo cual se realizé una revision

bibliografica en diferentes fuentes de informacion.

Historia del Espectrofotometro

El renacimiento de las luces de colores se dio entre los afios 1452 y 1519, cuando Leonardo
da Vinci observo la luz del sol, a través de un vaso con agua, y a partir de ese momento se fueron
desarrollando mas registros documentales sobre ese fendmeno, tal como se puede apreciar en la

ilustracion siguiente:

lustracion 1. Espectroscopia (1452-1912)

Ferdinand y - et
oot
descubren que las descubren el
lineas espectrales elemento Indio por Albert Einstein
N|°‘_'g°" desc :°'|° son Gnices pers el método de descubre el efecto
e lm:%olo a Sade slassienito analisis espectral fotoeléctrico
1666 1859 1863 19056
LWV AN AT e .
1452-1519 1760 1861 1895 1912
Leonardo da Vinci Lambert publica su William Crookes Wilhem Conrad Max von Lauve sugiere el
observa el fenémeno “Ley de la descubre el Rontgen descubre uso de cristales para
de descomposicion de absorcién” elemento Talio los rayos X difractar rayos X Friedrich
la luz del Sol en un usando el método y Knipping aplican la
Vaso con agua de analisis
expuesto al sol v e espectral

gt R . ) &

Nota: Gonzalez y Montafio, 2015.
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Para los afios de 1916 a 1936 se dieron hechos relevantes con el espectro de rayos X, tal

como lo podemos apreciar en la siguiente imagen:

llustracion 2. Espectroscopia (1916-1936)

i || g'
S - .
Sommerfeld y Kossel S
notan que las lineas
espectrales de cualquier 1930
atomo son
cualitativamente similares . George Placzek:
en la longitud de onda de Columbia desarrollaron desarrolio la teoria
los iones de un elemento la resonancia sistematica del
de un nGmero atémico magnética de haces efecto Raman lo que
mas alto. moleculares dio inicio a la
Espectroscopla
1919 1930 Raman
A A
1919 1924 1936
Thomson W. Soller Thenheiser y
construye un construye un Heyes usan
aparato que espectrometro de fotoceldas para
funciona de rayos X utilizando medir
manera similar a lo colimadores de intensidades.
que hoy es un hojas paralelas
Espectrémetro de
masas.

Nota: Gonzalez y Montafio, 2015.
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En los siguientes afios, a partir de 1940, los descubrimientos iban en avance, pues se creo

el tubo fotomultiplicador, se produjeron rejillas de baldosa, se dio la publicacion del trabajo pionero

en la aplicacion de la espectroscopia de fluorescencia de las ciencias bioldgicas, Ilamado

“Fluorescencia de riboflavina, diaforasa y sustancias relacionadas”, se desarrollo el primer

espectrografo de fluorescencia para el estudio de la vitamina B12, entre otros descubrimientos

ilustrados a continuacion:

llustracion 3. Espectroscopia (1940-1972)

- 5> e B gl = L
"—'?‘ eb P~ o s
(L1
Gregorio Weber publica su tesis
de doctorado *Fluorescencia de
rivoflavina, diaforasa y B Primeros analizadores
sustancias relacionadas’. espectroscopista portétiles de
Trabajo pionero en la aplicacion australiano Alan fluorescencia de rayos X
de la espectroscopla de Walsh desarrolla el (XRF) (Columbia
fluorescencia de las ciencias espectroscopio de Scientific Industries y
biolbgicas absorcion atémica Texas Nuclear).
1947 1956 1962
AVAVAVIVAW . A
1940-1942 T

Armold Orville desarrolié el

espectrofotémetro UV-
visible e Inicia un proyecto

Nota: Gonzalez y Montafio, 2015.

Se comercializa el primer espectrémetro de
emision Optica de vacio (ARL Quantovac),
Tomboulian y Hartman desarrollan los
primeros experimentos con radiaciéon de
sincrotrén en la universidad de Cornell,

Se comercializa el primer
espectroscopio de emision dptica
chispa de arco (OES) por Hilger,

Ltd. Utiliza fibra 6ptica para
transportar la emision a la zona de
andlisis. Se comercializa el
espectrofotémetro de fluorescencia
atdomica con excitador de flama.

1972

1968

John W, Criss y LaVerne Stanley
Birks producen el primer programa de
ordenador para célculos de
parametros fundamentales en la
fluorescencia de rayos X (NRLXRF).
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Durante los afios que van de 1979 al 2009 son documentados los primeros trabajos con

espectrometria en plasma de acoplamiento, se entrega el Nobel al fisico suizo Kai M. Siegbahn,

por el desarrollo de la espectroscopia de electron de alta resolucion, se mercantilizan los

espectrometros de fluorescencia atbmica por plasma de acoplamiento inductivo, también es creado

el primer multi-colector para espectroscopia de masas de ionizacion termal, y demas hechos

relevantes que se detallan en la siguiente imagen:

llustracion 4. Espectroscopia (1979-2009)

—

Se reportan los primeros
trabajos con ; o Se desarrolla un detector
espectrometria utilizando emision Sptica disponible UV para medir
- en el mercado con pa
plasma de acoplamiento capacidad de Se desarrolla un concentraciones de
como fuentes elementales espectroscopia resuelta tubo de rayos X cristales de ADN en
de espectrometria de enl tiempo real (Spectro miniatura de baja muestras organicas por
masas de iones AG). potencia. Elliot Scientific
1980 1988 2000 2009
AVVAYAVEVAVASY
1979
1981 1995 2002
Sir Godfrey : : ;
Hounsfield: Kai M. Siegbahn recibe el Se desarrollan Cientificos de Italia y el Reino
Invento la Nobel por el desarrolio de |a espectrometros de Unido fabricaron el primer
tomografia espectroscopia de electron masa de modelo de laser de baja potencia
Jompulrizade 90 SR SwoRAe: 99 acoplamiento de estado sdlido util en la
comercializa los P ‘
espectrometros de inductivo de baja visualizacion de imagenes
fluorescencia atémica por potencia médicas.
plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-AFS).

Nota: Gonzalez y Montafio, 2015.
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En estos Gltimos afios, para los problemas de salud, se ha investigado sobre la deteccion de
imagenes via nanomarcadores fluorescentes como herramienta de deteccion; para el tratamiento
del cancer se han desarrollado nuevas tecnologias con espectroscopa de hadrones y, como muestra
la imagen siguiente, se incorpora al mercado el primer espectrometro mulultielemento de alta

velocidad para agua potable, con una capacidad de detectar nuestras a nivel de trazas:

llustracion 5. Espectroscopia (2001-2015)

ki

Se investiga sobre la

deteccion de imagenes via
nanomarcadores
fluorescentes como CERN con espectroscopia de energla dispersiv
2014 2015 2018
WWWWWWARAAAA N AR . 3
2001
2015 2015
Primeras aplicaciones
espectrométricas a la industria Bruker A G. desarrolla un sistema de Se comercializa el primer espectrometro
agricola. Estudio de viabilidad de emision-deteccion espectroscopica de mulultielemento de alta velocidad para agua
semillas genéticamente haces moleculares para tejido organico potable capaz de detectar muestras a nivel de
modificadas usando wivo vazes
espectrometria de RX

Nota: Gonzalez y Montafio, 2015.
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Espectrofotometro

Este equipo tiene como fin medir la concentracion de una muestra, logrando asi el

cumplimiento de analisis cuantitativos.

llustracién 6. Espectrofotometro Clasico

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.

Definiciones Basicas
Las siguientes definiciones estan presentes, con el fin de lograr una mayor compresion y

entendimiento del espectrofotdmetro, en la lectura del presente trabajo.
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Absorcion.

Es cuando los atomos o moléculas de una sustancia absorben luz y, dependiendo de la
longitud de onda de la luz, se producen diferentes efectos como, por ejemplo, en la luz ultravioleta,
que produce Orbitas de gran nivel energético a los electrones y, por otra parte, la luz infrarroja causa

un efecto de vibracion atomica.

Angstrom.
Su simbolo es (A) y es una unidad de longitud que es igual a 10~1° metros. Es muy (til

para calcular niveles de radiacion X o gama.

Banda Ancha.

Es un rango de longitud de onda, transmitida por el monocromador.

Coeficiente de absortividad molar (g).
Indica qué tan fuerte la sustancia absorbe luz, de una determinada longitud de onda. Cuando
se presenta mas de una sustancia absorbente en la muestra, la absorbancia total es la suma de las

absorbancias de las diferentes sustancias.

Difraccion.
Cuando los rayos presentan un movimiento ondulatorio se salen de una linea recta, sin

importar que el medio se homogéneo.

Espectrofotometria.
Investigacion cuantitativa del espectro luminico. Estudia muestras organicas e inorganicas

en ciertas longitudes de onda.
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Intensidad.
Esta toma en cuenta la energia por unidad de volumen, y es multiplicada por la velocidad

con la que se mueve la energia; el resultado contiene dimensiones de energia dividida por area.

Longitud de Onda.
Distancia entre dos picos de una onda. La longitud presenta una relacion inversa con la

frecuencia, que es la cantidad de picos mostrados en un punto, a un tiempo especifico.

Nanometro (nm).
Se representa 102 metros, y es utilizado para calcular longitudes de onda de luz visible o

ultravioleta.

Refraccion.
Es un cambio de direcciones, que es causada cuando un rayo de luz llega a un punto de

divisién de dos medios.

Rejilla de Difraccion.
Instrumento dispersivo de la luz, formado por unas hendiduras paralelas. (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2005, pp.118-119).

Principios Bésicos de Operacion del Espectrofotémetro
La luz es una forma de energia electromagnética, donde esta en el vacio presenta una
velocidad constante (C) y universal alrededor de 3 x 108 m/s. En un medio transparente por el que

atraviesa la luz; la velocidad por lo general sera inferior y podréa calcularse mediante la ecuacion:

=3 Nep!
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En la cual, se representa como:

e v =velocidad a través de la muestra en la que atraviesa la luz.

e n = indice de refraccion del medio, se encuentra entre 1.0 y 2.5. (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2005, p.107).

La energia electromagnética contiene una amplia gama de longitudes de onda. Algunos
ejemplos se muestran a continuacion:

Tabla 1. Energia Electromagnética y Longitudes de Onda

Tipo de energia electromagnética Rango de lalongitud de onda
Ondas de Radio De pocos metros a pocos kilometros
Ondas de Radar lal0cm
Ondas Infrarrojas 1 a 10 micras
Luz Visible 300 a 700 nm (nanémetros)
Rayos X 0,1 a 0,5 A (Angstrom)
Rayos gama Aprox. 0,0012 A

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.
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Cuando la luz pasa por distintos medios, se presentan fendmenos, entre los que se
encuentran la reflexion, refraccion, difraccién, absorcion, difusion, polarizacion y otros usados en
diversos instrumentos y dispositivos, por lo que los rangos de longitud de onda que utiliza el

espectro luminoso para realizar pruebas de espectrofotometria son:

Tabla 2. Espectro Luminoso y Longitud de Onda

Region del espectro luminoso Rango de lalongitud de onda
Ultravioleta 10-200 nm
Ultravioleta Cercano 200-280 nm
Luz Visible 380-780 nm
Infrarrojo Cercano 780-3 000 nm
Infrarrojo Medio 3 000-20 000 nm
Infrarrojo Lejano 30 000-300 000 nm

Nota: Organizacién Panamericana de la Salud, 2005.

La radiacién incidente tiene transformaciones, y esta se divide en varias, ya que una parte
se refleja, otra se transmite, mientras que una se difunde y otra parte se absorbe e incide en
fenémenos como la fluorescencia, principalmente los fenémenos en los que se basa la
espectrofotometria son absorcién y la transmisidn, pero para comprender como se utilizan estos se

debe conocer la ley de Beer Lambert. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 109).
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llustracién 7. Interaccion de la Luz con la Materia

Y. p Radiacion
Radiacion absorbida transmitida (It
Radiacion Radiacion
incidente (lo) difundida (Id)

%\ Fluorescencia (If)

Radiacion et
reflejada (Ir)

Nota: Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2005.

Ley de Beer Lambert.
Se conoce como ley de Beer o Beer Lambert Bouguer. Identifica la relacion que hay entre la
concentracion de la muestra y la intensidad de la luz. En esta ley se presentan dos conceptos,
transmitancia (T) y absorbancia (A).

» La(T) esuna fraccion de la luz incidente, que a una longitud de onda atraviesa una muestra.
Se representa por la ecuacion:

It
lo
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Donde:

e |t =intensidad de la radiacion transmitida.

e |o = intensidad de la radiacién incidente.

Y el porcentaje de transmitancia (%T) se calcula como:

It
%T =—x 100
Io

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p.109).

» La (A) es la concentracion de moléculas absorbentes de luz en la muestra y se expresa de

la siguiente manera:

A=egXl]lXc

De manera que:

e A = absorbancia medida.
e ¢ =coeficiente de absortividad molar (litros/moles/cm).
e | =distancia de la luz dentro de la muestra.

e = concentracion de la muestra (moles/litros).

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 109).



llustracién 8. Fenédmeno de Absorbancia

Luz incidente
lo

Solucion absorbente
de concentracion
[C] [moles/litro]

Luz transmitida
It=lo x 10-20 xcx]

=

Espacio recorrido
por laluzen la
solucion

Nota: Organizacidon Panamericana de la Salud, 2005.

La (A) y la (T) estan relacionadas por medio de la ecuacion:

A =log;, 1/T = logq Io/lt = Log108*¢*! = excxl

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p.109).
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Tanto la transmitancia como la absorbancia, ambas generan distintas curvas en funcion de

la concentracion con respecto a la ley de Beer, en la que se basa la espectrofotometria, las cuales

se presentan en las siguientes ilustraciones:



llustracién 9. Gréfica de Transmitancia

Transmitancia
v

Concentracion

1

A =Log 7

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.

llustracién 10. Gréafica de Absorbancia

/

/

/

Absorbancia

/

/

Concentracion

Y

A=exlx

C

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.
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Componentes del Espectrofotometro

Es importante destacar que los componentes que mencionaran son los basicos de un
espectrofotometro en general, los cuales pueden variar por el modelo y tipo de espectrofotémetro.
Estos pueden ser incorporados o no por el fabricante. o bien este pueden implementar piezas nuevas

y méas modernas, gracias al avance tecnoldgico.

Fuente luminosa.

Por lo general es una ldmpara con filamento de tungsteno para luz visible, o de arco de deuterio
para luz ultravioleta. También se encuentran lAmparas intermitentes de xendn de larga duracion,
que emiten luz en el rango de la luz visible y ultravioleta. El equipo cuenta con una o varias
lamparas, que vienen montadas en una base que permite asegurar una posicién especifica, para asi
lograr condiciones de ajuste optico y enfoque cuando esta en uso. La lampara de tungsteno emite
una energia radiante entre los 2600 y 3000 °K (grados Kelvin). (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2005, p. 111).

Monocromador.

Contiene una rendija o ranura de entrada que limita la radiacion luminica producto de una
fuente; presenta varios espejos para pasar la luz a través del sistema Optico; tiene un prisma o una
rejilla de difraccion que separa longitudes de onda de la radiacion luminica, que tienen como
ventaja eliminar la dispersion no lineal, y no son sensibles a los cambios de temperatura. También
presenta una rendija de salida, donde se selecciona una longitud de onda con la que se quiere

iluminar la muestra. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p.111).

Portador de muestras.
Sostiene la muestra que se quiere analizar. Es una celda o cubeta cominmente rectangular, por
lo general de vidrio, pero también hay de plasticos como estireno o poliestireno. Este portador de
muestras lo crean los fabricantes dependiendo del tipo de espectrofotometro y de la muestra que se

desea estudiar, en el que podemos encontrar portadores de muestra con microceldas, tubos de
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ensayo y otras como celdas de flujo continuo. (Organizacién Panamericana de la Salud, 2005, p.
111).

Sistema detector.

Este equipo recibe la energia luminica de la muestra y la transforma en una sefial eléctrica. Esta
sefial es analizada para que pueda descifrarse por el sistema de lectura. Es fabricado con fotoceldas,
fototubos, fotodiodos o fotomultiplicadores, los cuales van a depender de los rangos de longitud
de onda, sensibilidad y de velocidad de respuesta; este dispositivo presenta ventajas y desventajas,

que se van a mostrar en la siguiente tabla. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p.111).

Tabla 3. Ventajas y Desventajas del Sistema Detector

]

Fotoceldas Econdmicas. Longitud de onda limitada
entre 400 y 750 nm.

Pequefias. Baja sensibilidad a un
cambio de intensidad.

Robustas. A un cambio de intensidad
luminica presentan una
respuesta lenta.

No necesitan fuentes de | Se agotan.
energia ni amplificadores
de sefial.

La sefal es muy
dependiente de la
temperatura.
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Fotodiodos

No presentan partes
mecanicas moviles.

Obtienen datos espectrales
de forma simultanea.

Rango dindmico amplio.

Ofrecen  reproducibilidad
de la longitud de onda.

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.
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Sistema de lectura.
Existen dos tipos de sistemas de lectura:

Anélogo.

Presenta la magnitud leida en una escala de lectura; este sistema recibe el nombre de metros.
Su exactitud depende de la longitud de la escala, nUmero de divisiones que tenga, entre otros
factores. Cuantas mas divisiones, mayor es su exactitud. Como desventaja es que pueden ser mal

leidos, por parte del usuario. (Organizacién Panamericana de la Salud, 2005, p. 112).

Digital.

La magnitud leida la presenta en una pantalla, con forma de caracteres alfanuméricos
luminosos. Gracias a esto se cometen menos errores de lectura. (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2005, p. 112).

llustracion 11. Componentes del Espectrofotémetro

Fuente Espejo
luminosa -~ e
(-f{ Sistema Sistema
detector lector
Rendija de )
entrada /
O
| ﬁ
D
N =
O
O
Rendija de
salida
Prisma

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.
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Mantenimiento del Espectrofotometro

El mantenimiento, que se va a mencionar, es en general para cualquier tipo de
espectrofotometro, por lo que es importante seguir las recomendaciones de los fabricantes para
cada modelo especifico, ya a que estos son equipos muy costosos, los cuales dependen mucho de
la instalacion, el ambiente, la utilizacion que tengan e, incluso, los servicios de electricidad al cual
estén expuestos, por lo que las rutinas de mantenimiento tienden a ser complejas, e inclusive

algunas se deben realizar por técnicos que recibieron una capacitacion especifica.

Inspeccion del Entorno.
Esta es realiza como minimo de forma anual, en la cual se debe observar el entorno donde
estd instalado el equipo y ser probado eléctricamente, para verificar la seguridad el usuario.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 113).

Instalacion eléctrica.
Debe ser realizada por un técnico especialista, y es importante Ilevar un control cronoldgico de

los resultados. para tener un correcto seguimiento. Puntos a evaluar:

= Existe un tomacorriente.

= El tomacorriente esta en buen estado y no estd a una distancia mayor de 1.5 metros del
equipo.

= Voltaje adecuado y no varia mas del 5% del voltaje indicado en la placa del
espectrofotometro.

= Lapolaridad del tomacorriente es correcta. (Organizacién Panamericana de la Salud, 2005,
p.113).

Lugar de Instalacion.
= Revisar que el lugar de instalacion cuenta con:
v" Pasar sin ningun problema los cables de conexion y equipos de apoyo.
v Cuando el equipo esta en uso, presenta una adecuada ventilacion.

= Analizar la calidad del meson, asi como su estado y limpieza.
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= Comprobar que el espectrofotdbmetro no esté cerca de equipos que trasmitan vibraciones
durante su utilizacion.

= Evaluar que el entorno no esté afectado con humedad o altas temperaturas. Se considera
que la temperatura ambiental correcta, para el uso adecuado, se encuentra entre 10 y 35 °C.

= Verificar que el equipo no reciba radiacion solar directa.

»= Examinar que donde esta ubicado el equipo no existan campos magnéticos o radiacion
electromagnética.

= El area de instalacion debe estar libre de influencia de gases o sustancias corrosivas.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 113).

Inspeccion Visual al Equipo.
Cada seis meses se debe inspeccionar visualmente el equipo, para comprobar que el estado y
calidad estan dentro de las especificaciones del fabricante. Hay que tomar en cuenta varios aspectos

como:

= Laestructura de la mesa de trabajo, donde esta el equipo, esté en buen estado.

= Los botones, interruptores de control y los cierres mecanicos deben estar firmemente
colocados y que su sefializacion sea clara.

= Los accesorios tienen que estar limpios, no tener grietas y un 6ptimo estado funcional.

= Comprobar que se encuentren en buen estado y ajustados, las tuercas, tornillos, abrazaderas
y otros.

= Los conectores eléctricos no presenten grietas o rupturas. Revisar que estén unidos de
manera correcta a la linea.

= Los cables no deben tener empalmes o estar deteriorados.

= Tanto los cables, como abrazaderas y terminales tienen que estar exentos de polvo, suciedad
0 corrosion, y estos no deben presentar sefiales de mal estado.

» Revisar que el sistema de conexion a tierra, tanto interna como externa, sea estandarizado,
aprobado, funcional, y esté instalado de manera correcta.

= Verificar que estén libres de polvo, suciedad o corrosion, los interruptores de circuito,

portafusibles y los indicadores.
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= Evaluar que los componentes eléctricos externos funcionen sin sobrecalentamientos.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 114).

Limpieza de Derrames.

En caso de un derrame en el sistema de portamuestras, se deben seguir los siguientes pasos:

= Apagar el espectrofotdmetro y desconectar el cable eléctrico.

= Con una jeringa succionar la mayor cantidad de liquido posible del portamuestras.

= Absorber la cantidad faltante de liquido con un hisopo de algoddn.

= Al utilizar un papel especial, se limpia la ventana de la fotocelda.

» Por altimo, con una tela hiumeda con agua destilada, se limpia el exterior del equipo,

pantalla, controles y teclado.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 114).

Limpieza de Cubetas de Cuarzo.

El siguiente procedimiento ayuda a mantener en buenas condiciones las cubetas de cuarzo:

= Con una solucién alcalina diluida: NaOH 0.1M y un &cido diluido: HCI 0.1M, se deben
lavar las cubetas.

= Remojar las cubetas con agua destilada varias veces, ya que estas deben estar limpias
cuando se van a realizar mediciones de absorbancia.

= La limpieza debe ser rigurosa y cuidadosa para las cubetas; incluso algunos fabricantes

aconsejan utilizar detergentes especiales para la limpieza de las mismas.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 114).

Cambio de Baterias.
Multiples espectrofotdmetros usan baterias para mantener datos como fecha y hora. Se aconseja

seguir este procedimiento, ya que es parecido en diversos equipos.

= Corroborar que en la pantalla se muestra la indicacion de bateria baja.
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= Apagar el equipo.

= Desconectar el cable eléctrico del espectrofotémetro.

= Retirar las baterias agotadas abriendo el compartimento de las mismas.

= Limpiar los puntos de contacto eléctrico.

= Colocar las baterias nuevas, que deben tener las mismas especificaciones de las originales.
= Cerrar de nuevo el compartimiento.

= Conectar nuevamente el equipo.

= Verificar que los datos de fecha y hora sean los correctos; en caso contrario, ajustarlos.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p. 115).

Cambio de Bombillo o Lampara.
Este elemento tiene una vida Gtil limitada, por lo que es importante tener presente que en alguna
circunstancia se debe remplazar. Cada modelo es diferente, por lo que hay que seguir las
indicaciones del fabricante del espectrofotometro. EI proceso méas comun es el siguiente:

= Revisar que el bombillo no funciona. En los equipos modernos en la pantalla aparece una
sefial o un cédigo de error. En los mas viejos simplemente el bombillo no enciende.

= Apagar el espectrofotometro.

= Desconectar el cable de electricidad.

= Aflojar los tornillos de la tapa de la lampara, los que la sujetan y los que sostienen los cables
de la conexidn eléctrica, pero esta Gltima en algunos espectrofotometros no es necesario.

= Colocarse guantes para no dejar huellas, y colocar el nuevo bombillo.

= Ajustar todos los tornillos previamente aflojados.

= Conectar el cable de electricidad.

= Encender el equipo e iniciar la recalibracion del mismo, establecido por el fabricante.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p.115).

Mantenimiento preventivo.
Se basa en las rutinas y frecuencias recomendadas por el fabricante del espectrofotometro.

Algunas rutinas basicas que pueden ser realizada en el laboratorio son:
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= Con una tela especial y himeda con agua destilada, se aconseja limpiar el equipo
externamente, la pantalla y controles.
= Revisar y limpiar el cable de electricidad.
= Examinar que la ldmpara esté limpia y en funcionamiento.
= Verificar que la bateria esté en buen estado y, en caso contrario, colocar una nueva con las
mismas caracteristicas recomendadas por el fabricante.
= Elinstrumento debe estar en la configuracion operacional.
= Pulsar el interruptor de encendido; esperar 5 minutos y realizar lo siguiente:
v" Observar que los indicadores funcionan.
v" El indicador de lectura se mantiene en cero.
v Laluz de la fuente funciona.
= Comprobar la corriente de electricidad, realizando pruebas.
= Calibrar el panel frontal del equipo siguiendo las instrucciones del fabricante.
= Medir la sensibilidad del equipo.
= Al seguir la ley de Beer, hacer una prueba.

= Sila calibracidn resulta exitosa, volver el espectrofotometro a la configuracion inicial.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, p.116).

Buenas Practicas Para el Uso del Espectrofotometro

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, en el 2005, se mencionaran préacticas para el
uso correcto del equipo de manera general, por lo que algunos de los siguientes pasos no se realizan
para un tipo de espectrofotémetro especifico.

e Calibrar el equipo antes de realizar un analisis con una muestra o grupo de las mismas.
e Conservar la tapa del portamuestras cerrada mientras se realiza el proceso de medicién.
e No reutilizar las cubetas desechables.

e Usar solo cubetas de cuarzo, en estudios menores de 310 nm.

e En caso de utilizar solventes organicos, no usar cubetas de plastico.
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e Cuando se preparen estandares, usar la cristaleria de boro silicato de alta calidad, y no la
cristaleria de oxido de sodio, ya que produce resultados incorrectos por el contacto
prolongado con los estandares, debido a que estos pueden permearla.

e Con un cuidado riguroso limpiar las cubetas después de su uso y eliminar las que presenten
rayones en la parte pulida.

e Los diluyentes no deben tener impurezas y, en la medida de lo posible, usar reactivos de
alta calidad.

e Examinar que la muestra en la cubeta no presenta burbujas, ya que causa errores en la
lectura.

e Cuando se usan nuevos procedimientos, no todas las sustancias cumplen con la ley de Beer;
para esto se deben tomar en cuenta los fendmenos que afectan dicha ley:

» Altas concentraciones por asociacion molecular de especies ionicas.

» Cambios en la hidratacion a bajas concentraciones, que causan modificaciones en
la naturaleza de los iones complejos.

» Cuando las absorciones no siguen esta ley, se debe disefiar una grafica de estandares

conocidos, la cual va a mostrar la relacion de la lectura vs. la concentracion.

Algunos Tipos de Espectroscopia
Seguidamente, se describen algunos tipos de espectroscopias, que son utilizados en la

industria, segun la necesidad que se requiera:

Espectroscopia de Absorcion Atémica
Es un método analitico para la identificacion y la cuantificacion de elementos, la cual se
utiliza en procedimientos que miden la absorbancia de radiacion, a una longitud de onda

caracteristica por parte de un vapor compuesto de atomos. (USP 38, 2015, p. 698).

Esta técnica utiliza la ley de Beer, la cual indica que la absorbancia 6ptica de un cromoforo
en un disolvente transparente es linealmente proporcional a la concentracion del croméforo, y

también a la longitud de paso o camino Optico de la celda de muestra. (USP 38, 2015, p. 1870).
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Todos los espectrofotdmetros de absorcidon atdmica tienen componentes como: fuentes de
lineas, celda de muestra, selector de longitud de onda, sistema de deteccidn y un procesamiento de
sefial. También se cuenta con un espectrofotometro de haz individual, donde el haz que proviene
de la fuente de lineas que se moldean de forma eléctrica y un amplificador la ajusta a una
frecuencia. Este se basa en una fuente de lineas muy estable para mantener la exactitud. (USP 38,
2015, p. 1871).

Mientras, el espectrofotometro de doble haz se divide mediante un espejo cortador
reflectante, donde una mitad se dirige a través del atomizador y la otra mitad se dirige alrededor de
este. Por lo tanto, la relacion entre la sefial de la muestra y la sefial de referencia se amplifica y se
procesa como la lectura de absorbancia, por lo que la estabilidad de un espectrofotdmetro de doble

haz es superior a la de un espectrofotometro de haz individual. (USP 38, 2015, p. 1871).

lustracion 12. Espectrofotémetro de absorcion atémica de haz individual (Esquema)

_____ A O Lo N T N
< S

Lampara de catodo hueco Atomizador Monocromador

Nota: USP 38, 2015.
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lustracion 13. Espectrofotometro de absorcion atémica de doble haz (Esquema)

Cortador
reflectante

Haz de referencia

Lampara de
catodo hueco

Haz de muestra

SR N—
—————— - ——

............ = o P = =

Atomizador Monocromador

Nota: USP 38, 2015.

Espectroscopia de Fluorescencia

Este proceso requiere la absorcion de luz a una longitud de onda especifica, seguida por la
emisién de luz; a esta emision se le conoce como fluorescencia. Se diferencia de la espectroscopia
de absorcidn, ya que la linealidad de la fluorescencia puede verse afectada por una variedad de
efectos relacionados con la muestra. (USP 38, 2015, p. 702).

Este es un método espectroscéopico electrénico, relacionado con la espectroscopia de
absorcion ultravioleta visible y el infrarrojo cercano, debido a que se trata de un mecanismo que
toma en cuenta la luz emitida de las muestras en diferentes direcciones. Su funcion es que la
absorcidn inicial de un fotdn, por parte de una molécula en la muestra, le causa al electrén un estado
de excitacion, y este vuelve a su estado basal mediante la emision de un foton. Si esta emision es
causada en una transicion "permitida”, que por lo general tarda entre 1 a 10 nanosegundos, se

Ilamara fluorescencia. Pero si esta ocurre en una transicion “prohibida”, la cual tarda entre 1
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milisegundo y 1 segundo, se llamaré fosforescencia; esta por lo general es menos intensa que la
fluorescencia. (USP 38, 2015, p. 1880).

Las mediciones actuales de fluorescencia implican irradiar la muestra con el haz, por lo
tanto, estos equipos estan compuestos por: fuente de luz de excitacion, selector de longitud de onda
de excitacion, dispositivo de muestreo, selector de longitud de onda de emisién y un detector. (USP
38, 2015, p. 1881).

El método de fluorescencia también es llamado exentos de fondo, debido a la poca luz de
excitacion que alcanza el detector, lo cual hace que la deteccion de fluorescencia sea altamente
sensible, hasta lograr la deteccidon de una sola molécula en algunas ocasiones. Esta deteccion de
fluorescencia puede ser altamente especifica, debido a que un fluoréforo tiene un patrén de emision
especifico, por lo que la especificidad y la sensibilidad son muy importantes cuando se utiliza este
método. (USP 38, 2015, p. 702).

Espectroscopia en el Infrarrojo Medio

Este es un método instrumental que se usa para medir la absorcién de la radiacion
electromagnética sobre el intervalo de onda entre 4000 y 400 cm™; en el caso de que se indique
algo diferente en un procedimiento, se debe usar la region de 3800 a 650 cm™, para tener la
seguridad de que se esta cumpliendo con las especificaciones de la absorcién IR. (USP 38, 2015,
p. 709).

Es importante destacar que los modos vibratorios se definen por el movimiento de todos los
atomos en una molécula; por lo tanto, cuando un modo vibratorio presenta movimientos de pocos
atomos, las frecuencias ocurren en intervalos espectrales, donde estos son mas amplios y presentan
caracteristicas de las moléculas. Por esto las bandas fuertes que absorben a nimeros de onda por
encima de 1500 cm™ son frecuencias de grupos funcionales; mientras que las bandas fuertes que

absorben por debajo de 1500 cm™ pueden ser frecuencias de grupos funcionales o bandas de huella
dactilar. (USP 38, 2015, p. 709).

Un acoplamiento de segundo orden se refiere como resonancia Fermi, y esta ocurre cuando
una banda de sobretono o de combinacion se presenta en el mismo nimero de onda, la cual indica

el movimiento de los mismos atomos. En este caso, dicha banda toma intensidad prestada de la
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banda fundamental, y las dos bandas presentan una separacion de hasta 40 cm™; por lo que cuanto
mas cerca estén las bandas que interactGan, presentaran mayor separacion, y méas cercana sera la
intensidad para las bandas resultantes. (USP 38, 2015, p. 1891).

Espectroscopia Ultravioleta-Visible

En este caso, se presenta una técnica espectroscépica de transicion electronica, en la cual la
interaccion, entre la radiacién incidente y los electrones, da como resultado un estado basal a un
estado de energia superior de uno 0 mas de los electrones externos o de unién. (USP 38, 2015, p.
1900).

Las bandas de estos espectros son amplias y sin altos grados de especificidad para la
identificacion de compuestos. Estas son adecuadas para valoraciones cuantitativas, y son utiles

como formas adicionales de identificacion. (USP 38, 2015, p. 713).

Es importante destacar que incluso las moléculas mas simples tienen un gran nimero de
niveles discretos de energia, y la superposicion de las bandas vibratorias en el espectro electrénico
causan que los espectros medidos se muestren como un pico ancho en forma de campana. (USP
38, 2015, p. 1900).

Los equipos modernos detectan y miden el cociente de intensidad de la radiacién a cierta
longitud de onda, en presencia o ausencia de la muestra absorbente, por lo que la dispersion de luz
para alcanzar la resolucion deseada puede ocurrir antes o después de introducir la muestra. Se debe
destacar la importancia de tener cuidado y asegurar que el haz de luz incidente no descomponga la
muestra, y debe haber rigurosidad ante cualquier efecto de calentamiento. Todos los instrumentos
estan compuestos por: fuente continua, monocromador o policromador, area de muestreo y
detector. (USP 38, 2015, p. 1902).
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llustracion 14. Espectrofotometro de doble haz tipico. (Esquema)
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Nota: USP 38, 2015.

Equipo
A continuacién, se detallan las caracteristicas y las funciones de los espectrofotometros
Infrarrojo y Ultravioleta, ya que estos son los Unicos con los que cuenta actualmente la Universidad

Internacional de las Américas.

Espectrofotometro Infrarrojo (IR)

El FT-IR tiene como significado Fourier Transform InfraRed, espectroscopia infrarroja, en
la cual la radiacion IR pasa a través de una muestra, donde una parte de la radiacion infrarroja es
absorbida por la muestra y la otra es transmitida, por lo que el espectro resultante representa la
absorcion y transmision molecular, creando una huella molecular de la muestra. (Thermo Nicolet
Corporation, 2001, p. 2).

La espectroscopia IR es un método utilizado para el analisis de materiales en el laboratorio
durante més de setenta afios, ya que un espectro IR representa una huella dactilar de una muestra
con picos de absorcion, donde estos representan frecuencias de vibraciones entre los enlaces de los
atomos que lo forman. Con base en esto, cada material diferente es una combinacién Unica de
atomos, por lo que dos compuestos no presentan el mismo espectro IR. (Thermo Nicolet
Corporation, 2001, p. 3).
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Estas mediciones se usan como una prueba de identificacion, ya que el espectro IR es Unico
para cualquier compuesto quimico dado, con la excepcion de isbmeros Gpticos que tienen espectros
idénticos en solucion. Por lo general, dicho espectro, en presencia de pequefias cantidades de

impurezas, no afecta la muestra que se analizara. (Fernandez, Rojas, y Lapo, 2015, p. 41).

Los instrumentos IR originales eran del tipo dispersivo, donde estos separaban las
frecuencias individuales de energia; esto se logréo mediante el uso de un prisma o rejilla. Un prisma
IR funciona igual que un prisma visible, debido a que separa la luz visible en sus colores
(frecuencias). Por otra parte, la rejilla es un dispersivo mas moderno, el cual logra separar de mejor
manera las frecuencias IR. El detector es el que mide la cantidad de energia en cada frecuencia que
ha pasado a través de la muestra, logrando asi un espectro, que es un grafico de intensidad frente a

frecuencia. (Thermo Nicolet Corporation, 2001, p. 3).

lustracion 15. Diagrama de un espectrofotometro IR
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Nota: Fernandez, Rojas,y Lapo, 2015.
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Este equipo fue disefiado para superar las limitaciones de los instrumentos dispersivos, ya
que una de las principales dificultades era el lento proceso de escaneo, por lo que se necesitaba un
método para medir todas las frecuencias IR a la vez y no individualmente. Para esto se desarrolld
un dispositivo dptico conocido como interferometro, el cual produce una sefial Unica que tiene
todas las frecuencias infrarrojas ya codificadas. Esta sefial se puede medir rdpidamente, por lo
general en cuestion de segundos. (Thermo Nicolet Corporation, 2001, p. 4).

Ya que la trayectoria que un rayo recorre es una longitud fija, mientras que la otra cambia
constantemente a medida que se mueve el espejo, la sefial que sale del interferometro es el resultado
de que estos dos haces van a interferir entre si, por lo que se le conoce como interferograma.
(Thermo Nicolet Corporation, 2001, p. 4).

lustracion 16. Disefio de un Espectrometro Simple
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Nota: Thermo Nicolet Corporation, 2001.
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El usuario necesita un espectro de frecuencia para realizar una identificacion, pero la sefial
de interferograma medida no se puede interpretar inmediatamente, por lo que se cuenta un medio
que decodifica las frecuencias individuales, y esto se logra gracias a una conocida técnica
matematica denominada transformacion de Fourier, la cual es realizada por la computadora, que
luego le va a mostrar al analista la informacion espectral deseada para su estudio. (Thermo Nicolet
Corporation, 2001, p. 4).

lustracion 17. Espectro de Frecuencia
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Nota: Thermo Nicolet Corporation, 2001.

Lo que proporciona el FT-IR es lo siguiente.

» Laidentificacion de materiales desconocidos.
» Ayuda a determinar la calidad o la consistencia de una muestra.

» Determina la cantidad de componentes en una mezcla.

(Thermo Nicolet Corporation, 2001, p. 2).
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Instrumentos para la Obtencion del Espectro IR.
A continuacion, se detallan los instrumentos para la obtencion del espectro IR:

La fuente.
La energia infrarroja es emitida desde una fuente brillante de cuerpo negro, donde este rayo

pasa a través de una abertura que controla la cantidad de energia que esta presente en la muestra.

El interferémetro.
El haz entra al interferometro, donde se lleva a cabo la codificacion espectral y la sefal

resultante del interferograma sale del interferometro.

La muestra.
El haz ingresa a la muestra, donde se transmite o se refleja fuera de su superficie. En esta
parte es donde se absorben las frecuencias especificas de energia Unicas para cada muestra.

El detector.
Para una medicion final el haz pasa al detector, los cuales estan disefiados para medir la

sefial del interferograma.

La computadora.
La sefial medida es digitalizada y enviada a la computadora, donde se realiza la
transformacion de Fourie. El espectro IR final se muestra para la interpretacion y manipulacién del

usuario.

(Thermo Nicolet Corporation, 2001, p. 5).



llustracion 18. Espectrofotometro IR (Componentes)
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Disolventes adecuados para el Espectro IR

Este disolvente no debe afectar el material en el cual esta fabricada la celda de medicion, que

por lo general es de cloruro de sodio. Este debe ser completamente transparente. Algunos ejemplos

de estos son:

= Tetracloruro de carbono, que es practicamente transparente, de 4000 a 1700 cm™.

= Cloroformo.
= Dibromoetano.

= Disulfuro de carbono, el cual es adecuado como disolvente en 250 cm™.

Es importante destacar que otros disolventes tienen regiones estrechas de transparencia.

(Fernandez, Rojas, y Lapo, 2015, p. 43).
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Preparacion de la Muestra

Muchas veces se debe preparar la muestra antes de colocarla en el espectro IR para una
adecuada lectura. Las muestras liquidas pueden utilizarse directamente o en una solucion adecuada,
mientras que las sélidas requieren de distintos métodos o técnicas, por lo que se mencionaran

algunas a continuacion.

Discos de Bromuro de Potasio (KBr).

Varios haluros alcalinos en polvo, como el bromuro de potasio, cloruro de potasio o yoduro
de cesio se fusionan a una alta presién y forman los discos autoportantes, que son transparentes a
la radiacion en el infrarrojo medio. El haluro alcalino mas comun utilizado es el bromuro de potasio
seco en polvo de alta pureza, ya que es transparente a una radiacion en el IR medio por encima de
400 cm™. (USP 38, 2015, p. 710).

La cantidad que se va a tomar debe ser similar al peso por unidad de superficie del disco,
con la variacién del peso molecular de la sustancia y el tipo de equipo que se esta utilizando. Luego
la mezcla se somete al vacio a una presion alta, mientras que el disco se sostiene con un soporte
adecuado. Algunos factores que implican en discos insatisfactorios son: molienda no adecuada o
excesiva, humedad y otras impurezas en el soporte. También la preparacion genera ciertas
dificultades, como cuando un disco debe ser desechado, ya que una inspeccion visual muestra la
falta de uniformidad, o si se genera en el espectro un 60% sin comprension estando a una

transmitancia de 2000 cm™. (Fernandez, Rojas, y Lapo, 2015, p. 44).

Suspensiones de Aceite Mineral.

La mas utilizada para el IR es aceite mineral de hidrocarburos saturados (parafina liquida,
Nujol). El procedimiento comun es colocar 10-20 mg de la muestra en un mortero y moler hasta
conseguir un polvo fino. Luego se le adiciona una gota del agente de suspension al mortero, y se
realiza un movimiento rotatorio hasta lograr formar una pasta uniforme, la cual se coloca en el
centro de una ventana limpia y transparente para IR, donde se le adiciona una segunda ventana del
mismo tamafio, a la parte superior de la suspension, y se ejerce presion a la suspension para formar
una pelicula delgada y libre de burbujas. (USP 38, 2015, p. 710).
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Peliculas Capilares.

Siun liquido es no volatil, se puede examinar sin diluirlo, colocando una capa delgada entre
dos ventanas iguales y transparentes a la radiacion del IR medio. Esta debe estar libre de burbujas
y debe cubrir completamente el didmetro del haz del IR que se enfoca sobre la muestra. (USP 38,
2015, p. 711).

Gases.

La celda tradicional para gas es un vidrio de borosilicato o acero inoxidable, y tiene forma
de cilindro de 10 cm de largo, el cual presenta una apertura cerca de 40 mm en cada extremo. Estos
extremos estan cubiertos con una tapa; esta contiene una ventana transparente para el IR medio y
estd hecha, por lo general, de bromuro de potasio, selenio de cinc o fluoruro de calcio. (USP 38,
2015, p. 711).

Reflexion Total Atenuada.

Esta se basa en el fenémeno dptico de la radiacion, donde la muestra entra en contacto con
el medio de alto indice de refraccion como lo es, por ejemplo, el diamante, germanio, selenuro de
cinc u otro material adecuado. Se debe aplicar cierta presion en las muestras solidas para asegurar
el contacto, o bien se disuelve la sustancia en el disolvente apropiado, se cubre el elemento de
reflexion interna con la muestra y se evapora hasta la sequedad. (USP 38, 2015, p. 711).

En caso de utilizar una cinta adhesiva, para facilitar el contacto de la muestra con el prisma
a una presion considerable durante 1-2 minutos, esta debe ser de un adhesivo de caucho natural.
En el caso de materiales de plastico, estos pueden ser colocados directamente en el elemento
reflectante. Se debe tener una alineacion correcta de los accesorios, y el equipo debe ser

cuidadosamente controlado. (Fernandez, Rojas, y Lapo, 2015, p. 45).



62

Reflexion Difusa.
Para esta técnica se debe diluir la muestra con bromuro de potasio o cloruro de potasio, ya
que estos diluyentes son transparentes al IR al 90%-99%. La muestra, al ser diluida, tiene como

beneficio el reducir las intensidades de las bandas de absorcion. (USP 38, 2015, p. 711).

Muestreo Microscopico.

Al combinar un microscopio de luz a un espectrofotometro IR medio, se logra obtener
espectros a partir de muestras muy pequefias. Esto se aplica cominmente a modos de transmitancia
o reflectancia; un ejemplo es que esta herramienta es muy Util para datos espectroscopicos de

contaminantes en muestras farmacéuticas. (USP 38, 2015, p. 711).

Validacion.

Al utilizar un método IR es necesaria la validacion, ya que demuestra que la medicion es
adecuada para el resultado a obtener; esta incluye determinaciones cuantitativas de los
componentes principales en un farmaco. Los anélisis de la linealidad, el intervalo, la exactitud, la
especificidad, la precision, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion y la robustez: estos
analisis son requeridos dependiendo de la categoria de la prueba. (USP 38, 2015, p. 711).

Exactitud.

Esta se determina realizando estudios de recuperacion afiadiendo concentraciones del
analito. En este procedimiento se pueden comparar los resultados que se obtuvieron de la
valoracion en el IR con los obtenidos de un procedimiento analitico alternativo. (USP 38, 2015, p.
712).

Los criterios de validacion que se deben cumplir son:

= Para farmacos: 98,0%-102,0% de recuperacion media.
= Valoracion de un medicamento: 95,0%-105,0% de recuperacion media.
= Andlisis de impurezas: 70,0%-150,0% de recuperacion media. (USP 38, 2015, p. 712).
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Precision.

La precision se encuentra dividida en:

Repetibilidad.

Esta se basa en tres mediciones repetidas de tres soluciones de muestra independientes a
diferentes concentraciones. Tres concentraciones deben ser mas cercanas para que la repetibilidad
sea constante en todo el intervalo de concentracion, siendo que la repetibilidad en las tres
concentraciones se combina para compararla con los criterios de aceptacion, resultando una
evaluacion donde se miden las concentraciones de seis preparaciones de muestra, que se hacen de
manera independiente al 100% de la concentracion de prueba de la valoracion. (USP 38, 2015, p.
712).

Criterios de validacion:

» Farmacos: La desviacidn estandar relativa es no mas del 1,0%.
» Valoracion de un medicamento: no puede ser mas del 2,0%.
= Andlisis de impresas: no més del 20,0%.

(USP 38, 2015, p. 712).

Precision intermedia.
Se deben realizar andlisis en diferentes dias y con diferentes instrumentos, variando el analista
y sus métodos. La estimacién se promueve combinando dos factores en un total de seis
experimentos. (USP 38, 2015, p. 712).

Criterios de validacion:

=  Farmacos: La desviacion estandar relativa es no mas del 1,0%.
= Valoracién de un medicamento: no mas del 3,0% .
= Anélisis de impurezas: no mas del 25,0%. (USP 38, 2015, p. 712).
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Especificidad.

Se debe demostrar la capacidad de seleccionar entre compuestos, cuando las estructuras
estan relacionadas y que posiblemente puedan estar presentes, para los casos de las pruebas de
identificacion. Los resultados deben ser positivos a partir de muestras que contengan el analito; no
son respuestas positivas los resultados negativos obtenidos de muestras que no contengan el analito.
(USP 38, 2015, p. 712).

Limite de Cuantificacion.

Se estima calculando la desviacién estandar de no menos de 6 mediciones repetidas de una
soluciéon de blanco; posteriormente se divide por la pendiente de la linea de calibracion y
multiplicando por 10, llevando una matriz de muestra representativa a la concentracion de limite

de cuantificacion estimada para confirmar la exactitud. (USP 38, 2015, p. 713).
Criterios de validacion:

La concentracion medida debe ser exacta y precisa a un nivel igual o menor al 50% de la
especificacion. (USP 38, 2015, p. 712).

Intervalo.
Este se lleva a cabo cumpliendo con los requisitos de linealidad, precision y exactitud. (USP
38, 2015, p. 713).

Robustez.

Para el IR medio, es la confiabilidad de una medicion analitica, la cual se demuestra
mediante cambios en los pardmetros experimentales, y esto puede incluir cambios en el
procedimiento de preparacion de la muestra 0 cambios en la configuracion del hardware, entre
otros. (USP 38, 2015, p. 713).
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Verificacion.

La verificacion del procedimiento farmacopeico de IR medio ejecuta algunos parametros
criticos. Si el método que se esté verificando es para propoésitos de identificacion, el Unico
parametro serd la especificidad. Cuando sean de aplicaciones cuantitativas, se incluyen parametros
de validacion adicionales, que generen exactitud, precision y limite de cuantificacion. La
importancia del procedimiento IR es demostrar que el método se llevaba a cabo con exactitud,
sensibilidad y precision. (USP 38, 2015, p. 713).

Algunos Factores que Impactan el Desempefio de la Medicién del IR.
Las mediciones deben ser exactas, confiables y seguras, por lo que se deben seguir los

procedimientos adecuados, segun los casos, como se muestran a continuacion.

Exactitud del Numero de Onda.

La alineacion del laser, los haces IR en el interferometro y la divergencia del haz, a través
del interferometro, tal como se observa en el detector IR, son factores que alteran la exactitud del
namero de ondas. Se deduce que, al conocer el nimero de onda del rayo laser con exactitud, hace
que la escala de numero de onda de un espectro medido en un espectrofotdmetro FT-IR sea exacta.

A diferencia del haz de la fuente IR, el rayo laser esta altamente colimado; esto quiere decir
que un haz colimado solo puede obtenerse de una fuente puntual; la fuente y el detector tienen un
tamafio finito, por lo que no se puede esperar una exactitud idéntica en el nimero de ondas del rayo
laser y de la escala del nimero de onda del espectro medido. (USP 38, 2015, p. 1899).

Cuando se da una reduccion en el diametro de la parada jacquinot, se observa un pequefio
desplazamiento del nimero de onda que siempre es menor a 0,25. Cuando el diametro de una
muestra es menor que el diametro del enfoque del haz en el compartimiento de la muestra o en el
accesorio de muestreo, el efecto también es el de resumir la apertura del haz; asi se observara un

pequerio desplazamiento en la longitud de onda. (USP 38, 2015, p. 1899).
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Exactitud Fotométrica.

La linealidad de la respuesta del detector es uno de los factores principales que afecta la
exactitud fotométrica de los espectrofotometros FT-IR. Generalmente, la respuesta de los
bolémetros piroeléctricos varia linealmente con la energia del detector. En el caso de los detectores
de teluro de mercurio-cadmio, el que mejor detecta el error fotométrico es la medicion de la energia
no fisica en el espectro del haz individual, por debajo del corte del detector. (USP 38, 2015, p.
1899).

Sensibilidad.

Cuando se miden dos espectros de haz individual exactamente en las mismas condiciones,
y se calcula su cociente para producir lo que se conoce como una linea al 100%, se determina la
sensibilidad del instrumento. El nivel de ruido en diferentes regiones espectrales se estima como el
nivel de ruido entre picos, la discrepancia entre los valores maximos y minimos en las regiones
espectrales seleccionadas, o la raiz cuadratica media del ruido. Esta raiz es la mejor métrica, dado
que este calculo suma todos los datos en la region seleccionada y no solo los dos puntos mas
desviados. (USP 38, 2015, p. 1900).

Linealidad de la ley de Beer

Si las mediciones son cuantitativas, el espectro se mide a una resolucién que sea menos que
el doble de comprimido que la banda méas reducida en el espectro. Se sugiere usar la funcién de
apodizacion Norton-Beer media o Happ-Genzel. La absorbancia méxima de las bandas analiticas
no es mayor que 1.0 unidades de absorbancia; para una éptima fotométrica, en algunos casos se
pueden tolerar valores de absorbancia mas altos con ciertas combinaciones de resolucion y
funciones de apodizacion. (USP 38, 2015, p. 1888).
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Espectrofotometro Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Dentro de los métodos espectrométricos o espectrofotométricos que se emplean al analizar,
identificar y cuantificar elementos presentes en distintos medios y sustancias, se encuentra la
espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis). A continuacién, se realizard un conciso
predmbulo sobre los conceptos generales de espectroscopia. La espectroscopia describe la
interaccion entre la radiacion, principalmente la electromagnética, y la materia. Toda radiacion
electromagnética viene caracterizada por una longitud de onda (1), una frecuencia (v) o una energia

(E). (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 43).

Cuando la radiacion incide sobre una sustancia, solo un &tomo o conjunto de atomos son
capaces de absorber la radiacion; estos grupos se denominan cromdéforos, y seran distintos dentro
de una misma molécula para cada técnica espectroscopica. Los efectos de la radiacion sobre la
materia pueden usarse para obtener informacion sobre la estructura de la misma, y asi surgen
distintas técnicas espectroscopicas, tal como se indica en la tabla 4. (Litter, Farias y Armienta,
2009, p. 43).

Tabla 4. Efecto e informacion de la radiacion electromagnética sobre la materia

Técnica espectroscoépica Informacidn obtenida

Rayos X .
estereoquimica.

Estructura total de la molécula incluida la

Existencia de cromoéforos y/o conjugacion

Ultravioleta-Visible ,
en la molécula.

Grupos funcionales a partir de las

Infrarrojo i
) absorciones observadas.

Formula molecular y subestructuras a partir

Espectrometria de masas .
de los iones observados.

Grupos funcionales, subestructuras,

Resonancia magnética nuclear - .
conectividades, estereoquimica, etc.

Nota: Litter, Farfas y Armienta, 20009.
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Generalidades

La espectroscopia UV-Vis emplea la radiacién del espectro electromagnético, cuya
longitud de onda esta comprendida entre los 100nm y los 800 nm; su efecto sobre la materia es
producir transiciones electronicas entre los orbitales atdbmicos y moleculares de la sustancia. En
esta espectroscopia, las sustancias quimicas absorben luz UV-Vis, y la energia adquirida por el
sistema causa la transicion de un electron de un estado basal o fundamental (EF) a uno excitado
(EE). (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 44).

La energia de la transicién esta relacionada con la longitud de onda de la radiacion a traves
de la ecuacion de Planck. En general, en los espectros UV-Vis, se observa una sefial debida a cada
transicion electronica del EF al EE. Los atomos dan lineas agudas, mientras que las moléculas
poliatdmicas dan sefiales en forma de bandas, puesto que la absorcion de luz involucra también
energia suficiente para causar cambios en energia vibracional y rotacional de cada uno de sus
estados electronicos en el EE, tal como ocurre cuando se irradia al EF con luz infrarroja. (Litter,
Farias y Armienta, 2009, p. 44).

En este caso, se originan lineas de absorcion de diferentes intensidades que
no se resuelven, con la aparicion de un continuo o banda. Para una sustancia
determinada, la longitud de onda a la cual se produce el maximo de
absorbancia en el espectro se conoce como A max. La sefial espectral
permite, por un lado, identificar algunos grupos funcionales presentes en las
moléculas y, por el otro, estimar la concentracion de una sustancia. La
espectrometria es la técnica espectroscopica usada para evaluar la
concentracion de una especie y utiliza un instrumento llamado
espectrometro. En el caso de la espectrometria que utiliza fotones (UV-Vis,
IR), se suele hablar de espectrofotometria. Para la medicion de la intensidad
de absorcion se usan espectrofotdmetros en los cuales se puede medir la
absorbancia o la transmitancia, como veremos después. (Litter, Farias y
Armienta, 2009, p. 45).
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Modos de excitacion electronica

Cuando un foton UV-Visible de energia adecuada incide sobre una especie absorbente, un
electron es promovido desde el EF al EE. El acto primario de excitacion por la luz involucra tres
etapas: interaccion de la molécula con foton (UV, visible), fotoexcitacion, produccién del EE o
transicion electronica. La absorcion depende de la estructura de las moléculas y es caracteristica
para cada sustancia quimica. En el UV-Vis solo absorben aquellas sustancias que presentan un
cromoforo, en el que se encuentra la transicion electronica responsable de una determinada banda
espectral y que absorbe la luz. Bajo irradiacion UV-Vis pueden ocurrir distintas transiciones

electronicas. (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 45).

Transiciones 6—c*. Ocurren a longitudes de onda menores a 50 nm. Este tipo de
transiciones se dan sobre todo en hidrocarburos que tinicamente poseen enlaces ¢ C-H 0 C-C. La
energia requerida para que tenga lugar esta transicion es relativamente grande, y pertenece a la
region espectral denominada ultravioleta de vacio (UVV). (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 45).

Transiciones n—a*. Ocurren a longitudes de onda entre 150-200 nm. Corresponden a
compuestos que poseen atomos con pares de electrones no compartidos. La energia necesaria para
que se produzca esta transicion sigue siendo alta (aunque menor que en las 6—c6*), perteneciendo

estas a la region espectral UV lejano. (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 45).

Transiciones n—x* y transiciones r—r*. Ocurren a longitudes de onda entre 200-700 nm.
La mayoria de las aplicaciones de la espectroscopia UV-Vis estan basadas en transiciones que
ocurren en esta zona. Se requiere que las especies participantes aporten un sistema de electrones .
Las energias de excitacion en las transiciones m—n* son medianamente altas, correspondiendo a
las regiones UV lejano y cercano, mientras que las n—n* son algo menores. (Litter, Farias y

Armienta, 2009, p. 46).

Incluso las moléculas mas simples tienen un gran nimero de niveles
discretos de energia, con niveles cercanos adyacentes a ellos ocasionados
por la vibracion atomica dentro de la molécula. La superposicion de estas
bandas vibratorias en el espectro electronico ocasiona que los espectros
medidos se presenten como un pico ancho con forma de campana. Como
regla general, la mayoria de las moléculas presentan absorbancia en alguna

parte de la region UV-Vis. Cuanto mas se deslocalicen los electrones p, mas
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larga serd la longitud de onda de la primera banda de absorcidn, es decir, la
banda con la energia més baja y la longitud de onda mas larga. (USP 38,
2015, p. 1900).

Espectrometria UV-Vis para la determinacion de la concentracion de especies

quimicas

Para las determinaciones analiticas es necesario disponer de un espectrofotometro UV-Vis;
con este equipo se mide el cambio de la absorbancia de un compuesto a diferentes concentraciones
de analito por un método estandarizado para la especie en cuestion. Por lo regular, se realiza una
curva de calibracion, de la cual se puede obtener el coeficiente de absorcion molar. La
espectrometria UV-Vis se emplea, generalmente, en la determinacion cuantitativa de la
concentracion en solucién de especies quimicas, como iones metalicos de transicion y compuestos
organicos muy conjugados. Muchas de estas involucran un paso de reaccion entre la especie y un
compuesto que origine un derivado coloreado o absorbente en el UV-Vis. (Litter, Farias y
Armienta, 2009, p. 49).

Partes basicas de un espectrofotometro

El equipo cuenta con una fuente de luz (por lo general, una lampara incandescente de
tungsteno) para las longitudes de onda en el rango visible, o una lampara de arco de deuterio en el
ultravioleta, un soporte para la muestra, una red de difraccion o monocromador para separar las
diferentes longitudes de onda de la luz, y un detector. El detector suele ser un fotodiodo. (Litter,
Farias y Armienta, 2009, p. 50).

Los fotodiodos se usan con monocromadores que filtran la luz, de modo que una sola
longitud de onda alcanza el detector. Un espectrofotometro puede ser de haz simple o de doble haz.
En un instrumento de un solo haz, toda la luz pasa a través de la celda de la muestra. La intensidad
incidente lo se mide analogamente en ausencia de la muestra. En un instrumento de doble haz, la
luz se divide en dos haces antes de llegar a la muestra. Un haz se usa como referencia, y el otro

pasa a traves de la muestra. Algunos instrumentos de doble haz tienen dos detectores (fotodiodos)
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y se pueden medir simultaneamente tanto el haz de referencia como el de la muestra. (USP 38,
2015, pp. 1900-1902).

En otros instrumentos, los dos haces pasan a traves de un blogueador que impide el paso
de uno de los haces. El detector alterna entre la medida del haz de muestra y la del haz de referencia.
Las muestras se colocan en una celda transparente (cubeta), que suelen ser rectangulares, con un
ancho interior de 1 cm (I = 1 en la ecuacion de la ley de Lambert-Beer). Las mejores cubetas estan
hechas con cuarzo de alta calidad, aunque son comunes las de vidrio o plastico. El cristal, el vidrio
y la mayoria de los plésticos absorben en el UV, lo que limita su utilidad a las longitudes de onda
en el visible. (USP 38, 2015, pp. 1900-1902).

Todas las mediciones modernas UV-Vis implican la deteccion y medicion del cociente de
intensidad de la radiacion a cierta longitud de onda, en presencia o ausencia de la muestra
absorbente. La dispersion de luz, para alcanzar la resolucion deseada, puede ocurrir antes o después
de introducir la muestra, pero todos los instrumentos UV-Vis comerciales comparten las siguientes
caracteristicas para realizar dichas funciones: fuente continua, monocromador o policromador, area
de muestreo y detector. Se debe tener cuidado de asegurar que el haz de luz incidente no degrade
la muestra y de minimizar cualquier efecto del calentamiento. Esto es particularmente importante
cuando se usan instrumentos de arreglo de diodos, ya que la muestra se irradia a todas las longitudes
de onda. (USP 38, 2015, pp. 1900-1902).

Selectores de longitudes de onda.

Los instrumentos espectroscopicos, que funcionan en las regiones Yy visibles, generalmente
estan equipados con uno o mas dispositivos, para restringir la radiacion que se esta midiendo en
una banda angosta, que es absorbida o emitida por el analito. Estos dispositivos incrementan, de
manera significativa, tanto la selectividad como la sensibilidad de un instrumento. Ademas, para
las mediciones de absorcion, las bandas estrechas de radiacion disminuyen enormemente la
posibilidad de observar desviaciones en la ley de Beer, debidas a la radiacién policromatica.
Muchos instrumentos utilizan un monocromador o un filtro para aislar una banda de la longitud de
onda deseada, de tal manera que solo se detecta y mide la banda de interés. Otros utilizan un
espectrografo para desdoblar, o dispersar, las longitudes de onda, de tal manera que se pueden
detectar con un detector multicanal. (Skoog, 2015, p. 693).
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Area de muestreo.

Hay una gran cantidad de tipos de portaceldas, que estan disefiados para ajustarse a varias
configuraciones de longitud de paso, basandose generalmente en celdas rectangulares
convencionales, que incluyen celdas de flujo, sondas de inmersion basadas en fibra Optica,
configuraciones de placa de micropocillos y cargadores de muestra automaticos, entre otros. Es

importante mencionar que se deben tomar en cuenta aspectos como:

Volumen de muestreo.

Velocidad de medicién.

Reproducibilidad de la presentacion de la muestra.

Esta ultima es la que garantiza el dispositivo de muestreo para aplicaciones especificas.
(USP 38, 2015, p. 1903).

Monocromadores y policromadores.
Los monocromadores, por lo general, tienen una rejilla de difraccién para dispersar la
radiacion en sus longitudes de onda. Los instrumentos mas antiguos utilizaban prismas para este

proposito, como se observa en la ilustracion 19.
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llustracion 19. Tipos de monocromadores
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Nota: Skoog, 2015.

Donde a) monocromador de rejilla y b) monocromador de prisma.

Al rotar la rejilla, se puede hacer que pasen diferentes longitudes de onda a través de la
ranura o rendija de salida. La longitud de onda de salida de un monocromador es continuamente
variable en un intervalo espectral considerable. El intervalo de longitudes de onda que deja pasar
un monocromador, llamado pase de banda espectral o ancho de banda efectivo, puede ser menor
que 1 nm para instrumentos relativamente caros o de mas de 20 nm para sistemas econoémicos.
Debido a la facilidad con que se cambia la longitud de onda en un instrumento basado en
monocromadores, estos sistemas se utilizan ampliamente para aplicaciones de barrido espectral,

asi como para aplicaciones que requieren una longitud de onda fija. (Skoog, 2015, p. 712).
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La radiacion de una fuente entra al monocromador a través de una estrecha abertura
rectangular o ranura. La radiacion es colimada después por un espejo concavo, que produce un haz
paralelo que golpea la superficie de una rejilla de reflexion. La trayectoria de la radiacion de
longitud de onda mas larga, después de que es reflejada de la rejilla, se representa con lineas
punteadas; la linea s6lida muestra la trayectoria de la longitud de onda més corta. El ancho de banda
depende del tamafio y de la calidad del elemento dispersante, los anchos de la ranura y la longitud
focal del monocromador. Un monocromador de alta calidad mostrara un ancho de banda efectivo

de unos cuantos décimos de nandmetro o menos en la region UV-Vis. (Skoog, 2015, p. 712).

Contenedores de muestras.

Los contenedores de muestras, que generalmente se llaman celdas o cubetas, deben tener
ventanas transparentes en la region espectral de interés. Se requiere que los mismos sean de cuarzo
o silice fundida para longitudes de onda menores que 350 nm, y se pueden utilizar en la region
visible hasta aproximadamente 3000 nm. El vidrio de silicato se utiliza para la region de 375-2000
nm, debido a su bajo costo en comparacién con el cuarzo. Las celdas de plastico también se utilizan
en la region visible. EI material mas comdn para ventanas es el cloruro de sodio cristalino, que es

soluble en agua y en algunos otros disolventes. (Skoog, 2015, p. 730).

Las celdas mas 6ptimas tienen ventanas que son perpendiculares a la direccion del rayo, a
fin de minimizar las pérdidas por reflexiéon. La longitud de trayectoria mas comun en las celdas,
para llevar a cabo estudios en las regiones UV vy visible, es de 1 cm. Las celdas con longitudes de
trayectoria mas grandes y mas cortas también se pueden adquirir. Por razones econdmicas, las

celdas cilindricas se utilizan en algunas ocasiones. (Skoog, 2015, p. 730).

La calidad de los datos espectroscopicos depende de manera critica en la forma en que se
utilizan y mantienen las celdas. Las huellas digitales, la grasa y otros depoésitos en las paredes
pueden alterar, de manera significativa, las caracteristicas de transmision de una celda, por lo que
es de suma importancia limpiar minuciosamente las celdas, tanto antes como después de usarlas.
Las celdas, por ninguna forma, se deben secar por calor en un horno o sobre una flama, porque esto
puede provocar dafios fisicos o puede alterar la longitud de trayectoria. Es importante que estas
deben calibrarse una contra la otra de manera regular, con una disolucion absorbente. (Skoog, 2015,
p. 730).
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Detector

La USP 38, en el 2015, menciona informacion sobre el detector:

Los mas comunes son los fotoeléctricos, ya que generan una corriente eléctrica que es
directamente proporcional a la intensidad de la energia radiante incidente que actua sobre estos, los
cuales pueden presentarse en forma de dispositivos semiconductores fotosensibles, como

detectores discretos, arreglos: lineales, bidimensionales o fotomultiplicadores. (p. 1903).

También indica que hay dispositivos semiconductores fotosensibles que incluyen
fotodiodos de estado sélido, arreglos de dispositivos de acoplamiento de carga y fototransistores,
siendo el silicio el material semiconductor mas frecuente, ya que es sensible a longitudes de onda
de 400-800 nm. Sin embargo, algunos dispositivos de silicio tienen una sensibilidad extendida, que
va desde una longitud de onda de 190 nm hasta longitudes de onda de 1100 nm. Su respuesta
dindmica, por lo general, es de cuatro 6rdenes de magnitud. En el caso de los detectores de arreglos,
estan disefiados con silicio; por consiguiente, tienen una respuesta de longitud de onda similar. Si
el material de los semiconductores es distinto al mencionado, estos pueden proveer una respuesta

de longitud de onda de hasta varios micrometros. (p. 1903).

Por otra parte, destaca que los fotomultiplicadores son detectores al vacio; estos tienen un
fotocatodo en el que la energia del foton libera electrones, que son dirigidos por el campo aplicado
hacia las placas sensibles a los electrones. Estos presentan una respuestas de longitud de onda
tipicas de 160-900 nm, aunque algunos materiales de fotocatodos pueden proveer respuestas a
longitudes de onda mayores. La respuesta dindmica de estos es de seis 6rdenes de magnitud o

mayores. (p. 1903).

Tipos de Espectrofotometro Ultravioleta-Visible (UV-Vis)
Gracias a los avances de la ciencia, existen multiples tipos de espectrofotometro UV-Vis,

por lo que se mencionaran los mas conocidos, para lograr un mayor conocimiento.
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Espectrofotometro convencional.

Este equipo enfoca la luz policromatica de la fuente en un monocromador. Tiene como
componentes principales una ranura de entrada, un elemento que dispersa la luz en sus longitudes
de onda componentes (en general una red de difraccion), y una ranura de salida, que permite
seleccionar la longitud de onda deseada. Esa luz “monocromatica” atraviesa la muestra, y llega al
detector. Las mediciones fotométricas se hacen con base en la relacion entre la intensidad de la luz
que alcanza al detector cuando esta interpuesta la muestra (1) y cuando no lo esta (lo), o cuando

esta interpuesto un “blanco”. (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 49).

El monocromador no selecciona una Unica longitud de onda, sino un rango, cuya amplitud
depende de la calidad (resolucién) del mismo. Esta resolucién depende fundamentalmente del
disefio (montaje) del monocromador, de su distancia focal, y de las dimensiones y densidad de
lineas en la red de difraccion. Para cambiar la longitud de onda de medicién, o para hacer un barrido
espectral, se mueve el elemento dispersor o algn espejo por medio de un motor por pasos. (Litter,
Farias y Armienta, 2009, p. 49).

Espectrofotometro de arreglo de diodos.

Este equipo fue introducido a mediados de los afios 70, el cual utiliza una dptica invertida
respecto del convencional: toda la luz de la fuente atraviesa la muestra, y luego es dispersada en
un monocromador que, en lugar de una ranura de salida, tiene en el plano focal un dispositivo que
integra en un pequefio circuito varios cientos de detectores tipo fotodiodo de silicio. EI nimero de
elementos varia actualmente entre 64 y 4096, siendo los méas comunes de 512 y 1024 elementos.
Cada elemento del arreglo recibe luz de un rango particular de longitudes de onda, donde una
computadora procesa los datos recibidos. Una de sus principales ventajas es que, para obtener un
espectro, no se necesita mover ningun elemento, y se obtienen de manera casi instantanea. (Litter,
Farias, y Armienta, 2009, p. 49).

Los fotodiodos de silicio se han vuelto muy importantes en afios recientes, debido a que se
pueden fabricar 1000 o mas, lado a lado, en un pequefio chip de silicio, con un ancho de solo 0.02
mm de los diodos individuales. Con uno o dos de los detectores basados en arreglos de diodos
colocados a lo largo del plano focal de un monocromador, todas las longitudes de onda que pasan
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se pueden monitorear de manera simultanea, lo que hace posible la espectroscopia de alta
velocidad. (Skoog, 2015, p. 726).

Si el nimero de cargas inducidas por luz por unidad de tiempo es grande en comparacion
con los acarreadores de carga producidos de manera térmica, la corriente en un circuito externo, en
condiciones de polarizacion inversa, esta directamente relacionada con la energia de la radiacion
incidente. Los detectores basados en fotodiodos de silicio responden extremadamente rapido, casi
siempre en nanosegundos. Los arreglos de diodos también se pueden obtener de manera comercial
con dispositivos de entrada Ilamados intensificadores de imagen, para producir ganancia y permitir
la deteccion de bajos niveles de luz. (Skoog, 2015, p. 712).

Deteccion y medicidn de energia radiante

Para obtener informacion espectroscopica, la energia radiante transmitida, manifestada
como fluorescencia, debe ser detectada de cierta manera y convertida en una cantidad medible. Un
detector es un dispositivo que identifica, registra o indica un cambio en una de las variables en su
ambiente como la presion, temperatura o radiacion electromagnética. Algunos ejemplos familiares
de detectores influyen en la pelicula fotografica para indicar la presencia de radiacion
electromagnética o radioactiva, el puntero de una balanza para indicar diferencias de masa y el
nivel de mercurio en un termémetro para indicar temperatura. El 0ojo humano también es un
detector: convierte la radiacion visible en una sefial eléctrica que pasa al cerebro a traves de una

cadena de neuronas en el nervio optico, lo que produce la vision. (Skoog, 2015, p. 712).

En los instrumentos modernos, la informacién de interés es codificada y procesada como
una sefal eléctrica. Un transductor convierte las cantidades no eléctricas, como la intensidad de
luz, el pH, la masa y la temperatura, en sefiales eléctricas que pueden ser amplificadas
posteriormente, manipuladas y, por Gltimo, convertidas en nimeros proporcionales a la magnitud
de la cantidad original. (Skoog, 2015, p. 712).
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Fuentes de la region Uv-Vis
Es importante mencionar algunos tipos de fuentes de la region ultravioleta visible, que se

utilizan a la hora de la medicién con el equipo.

Fuentes continuas en la regidn ultravioleta/visible.

Entre las fuentes continuas mas utilizadas esta la lampara ordinaria con filamento de
tungsteno, que provee una amplia distribucién de longitudes de onda de 320 a 2500 nm. Estas
lamparas operan a una temperatura que estd alrededor de los 2900 K; por lo tanto, producen
radiacion util en el intervalo de los 350 a los 2500 nm. Las lamparas de tungsteno/hal6geno,
también llamadas lamparas de cuarzo/halégeno, contienen una pequefia cantidad de yodo dentro
de una envoltura de cuarzo que alberga el filamento. El cuarzo permite que el filamento sea operado
a temperaturas de aproximadamente 3500 K, lo que hace que produzcan intensidades mayores y

que se extienda el intervalo de la lampara hacia el UV. (Skoog, 2015, p. 707).

Muchos equipos UV-Vis usan la fuente continua, para englobar de manera efectiva las
regiones UV y visible. Esta seleccidon de fuente se logra mediante el uso de un espejo o por el
movimiento fisico de las lamparas. Esta incluye ldmpara de tungsteno-hal6geno para visible, arco
de deuterio para UV y arco de xenon. (USP 38, 2015, p. 1902).

La vida media de una lampara de tungsteno/halégeno es mayor que la de una lampara
ordinaria de tungsteno, lo cual esta limitado por la sublimacion del tungsteno del filamento. Estas
moléculas difunden de regreso al filamento caliente donde se descomponen, redepositan 4&tomos
de W en el filamento y liberan yodo. Estas se usan con mayor frecuencia en la fabricacion de
instrumentos espectroscopicos, debido a su intervalo amplio de longitudes de onda, que tienen una

intensidad mayor y una vida media mas larga. (Skoog, 2015, p. 707).

Las lamparas de deuterio, y también las de hidrdgeno, se utilizan de manera comin para
proveer una radiacion continua en la region UV. Una lampara de deuterio esta formada por un tubo
cilindrico que contiene deuterio a baja presion, con una ventana de cuarzo a través de la cual sale
la radiacion. (Skoog, 2015, p. 707).

A la fecha, la mayoria de las lAmparas usadas para generar radiacién ultravioleta contiene

deuterio y son de bajo voltaje, en las que se forma un arco entre un filamento que se calienta,
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cubierto de dxido, y un electrodo metélico. Este filamento caliente proporciona electrones para
mantener una corriente directa a un potencial de aproximadamente 40 V; se requiere una fuente de
potencia o energia regulada para mantener intensidades constantes. Tanto las lamparas de deuterio
como las de hidrogeno proporcionan un espectro continuo util en la regién, que va de los 160 a los
375 nm. A pesar de esto, es destacable que la l&mpara de deuterio se utiliza mas cominmente que
la lampara de hidrogeno, debido a que esta es més intensa. (Skoog, 2015, p. 708).

En la actualizad se utilizan dos tipos principales de fuente continua: continua y pulsada. La
pulsada presenta la lampara de destellos de xenon; estos sistemas basados en este tipo de lamparas
de xendn tienen el beneficio de una sola fuente y una salida de energia mayor, pero son mas
costosos. (USP 38, 2015, p. 1902).

Otras fuentes ultravioleta/visible.

Las fuentes lineales también son importantes para usarse en la region UV/visible. Las
lamparas de arco de mercurio de baja presidn son fuentes comunes que se utilizan en detectores de
cromatografia liquida. La linea dominante emitida por estas fuentes es la linea de Hg de 253.7 nm.
Las lamparas de catodo hueco también son fuentes lineales comunes que se usan de manera
especifica para la espectroscopia de absorcidn atomica. Los laseres también se utilizan en muchas
aplicaciones espectroscopicas, tanto para longitudes de onda individuales como para barridos.
(Skoog, 2015, p. 708).

Aplicaciones cualitativas de la espectroscopia ultravioleta/visible

Las mediciones espectrofotométricas, realizadas con radiacion ultravioleta, son Utiles para
detectar grupos cromdéforos, ya que grandes porciones de las moléculas organicas aun mas
complejas son transparentes a la radiacion de longitud de onda mayor que 180 nm; la apariencia de
una o mas bandas de absorcion en la region de 200 a 400 nm es un claro indicio de la presencia de
grupos insaturados o de atomos como azufre o haldgenos. Los espectros UV no tienen estructura
fina suficiente para permitir que un analito sea identificado sin posibilidad de error, por lo que los
datos de la radiacion ultravioleta cualitativos deben ser complementados con otras pruebas

quimicas o fisicas como la de infrarrojo, la de resonancia magnética nuclear y la de espectrometria
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de masas, asi como de informacién acerca de la solubilidad y puntos de fusion y ebullicién. (Skoog,
2015, p. 746).

Detalles del procedimiento.
El desarrollo de condiciones, que reproducen la relacion entre la absorbancia y la

concentracion de analito, es el primer paso en los analisis de fotométricos o espectrofotométrico.

Seleccion de la longitud de onda.

Para alcanzar la méxima sensibilidad, las mediciones de absorbancia espectrofotométrica
normalmente se realizan a la longitud de onda de méaxima absorcion, porque el cambio en la
absorbancia por unidad de concentracion es mayor en este punto. Ademas, la curva de absorcion
suele ser plana en el punto méximo, lo que conduce al cumplimiento de la ley de Beer y a menor
incertidumbre por fallas al reproducir exactamente la seleccion de la longitud de onda del
instrumento. (Skoog, 2015, p. 750).

Variables que influyen sobre la absorcion.

Entre las variables comunes que influyen sobre el espectro de absorcion de una sustancia
estan incluidos la naturaleza del disolvente, el pH de la disolucion, la temperatura, las altas
concentraciones de electrolito y la presencia de sustancias interferentes. Los efectos de estas
variables deben conocerse, y las condiciones para la determinacion deben seleccionarse de tal
forma que la absorbancia no sea afectada materialmente por pequefias variaciones no controladas.
(Skoog, 2015, p. 750).

Relacion entre absorbancia y concentracion.

Los estandares de calibracion para un método espectrofotométrico deben aproximarse tan
cerca como sea posible a la composicion general de las muestras reales, y deben abarcar un
intervalo razonable de concentraciones del analito. Para evaluar la relacion entre absorbancia y

concentracion, normalmente se obtiene una curva de calibracion de absorbancia contra la
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concentracion de varios estandares. Es poco comun, si es que alguna vez lo es, suponer que la ley
de Beer se cumple y, por lo tanto, no es recomendable utilizar un solo estdndar para determinar la
absortividad molar. (Skoog, 2015, p. 750).

Método de adicion de estandar.

La composicién de los estandares de calibracion debe asemejarse a la composicion de las
muestras que seran analizadas. Esto es valido no solo para la concentracion del analito, sino
también para las concentraciones de las otras especies quimicas presentes en la matriz de la
muestra. La aproximacion o intento de reproducir la composicion de la muestra debe minimizar
los efectos de los otros. (Skoog, 2015, p. 750).

Algunos Factores que Impactan el Desempefio de la Medicién del UV-Vis
Al seguir los procedimientos adecuados, se lograran las mediciones exactas, confiables y

seguras, como se muestran a continuacion:

Limites de la ley de Beer.

Hay pocas excepciones a la relacion lineal entre la absorbancia y la longitud de la
trayectoria a una concentracion fija, pero es frecuente observar desviaciones de la proporcionalidad
directa entre absorbancia y concentracién cuando la longitud de la trayectoria es una constante.
Algunas de estas desviaciones, llamadas desviaciones reales, son fundamentales y representan
limitaciones reales a la ley. Otras son resultado del método que utilizamos para medir la
absorbancia (desviaciones instrumentales) o de cambios quimicos que ocurren cuando cambia la

concentracion (desviaciones quimicas). (Skoog, 2015, p. 690).

La ley de Beer solo describe el comportamiento de la absorcion de disoluciones diluidas, y
en este sentido es una ley limitante. A concentraciones mayores que 0.01 M, las distancias
promedio entre los iones o las moléculas de las especies absorbentes disminuyen, hasta el punto en

el que cada particula afecta la distribucion de la carga. El grado de interaccion depende de la
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concentracion; la ocurrencia de este fendmeno provoca desviaciones de la relacion lineal entre
absorbancia y concentracion. En algunas ocasiones ocurre un efecto similar en las disoluciones
diluidas de absorbentes que contienen altas concentraciones de otras especies, en particular de
electrolitos. Cuando los iones estan muy cerca uno del otro, la absortividad molar del analito puede
ser alterada debido a las interacciones electrostaticas que conducen a desviaciones de la ley de
Beer. (Skoog, 2015, p. 690).

Desviaciones quimicas.

Las desviaciones de la ley de Beer aparecen cuando las especies absorbentes experimentan
asociacion, disociacion o reaccion con el disolvente, para dar lugar a productos que absorben de
manera distinta al analito. El grado de dichas desviaciones puede predecirse a partir de las
absortividades molares de las especies absorbentes y las constantes de equilibrio para estos
equilibrios, pero normalmente no tomamos en cuenta estos procesos que afectan al analito; a
menudo no es posible corregir las mediciones. Los equilibrios tipicos que dan lugar a este efecto
incluyen equilibrios monémero-dimero, equilibrios de formacion de complejos metélicos donde
esta presente mas de un complejo, equilibrios acido/base y equilibrios de asociacién disolvente-
analito. (Skoog, 2015, p. 690).

Desviaciones instrumentales: Ancho de la Banda Espectral.

Esto es de suma importancia, por el motivo de que los procedimientos espectrofotométricos
requieren una buena resolucion espectral. Se debe usar el ancho de ranura mas estrecho, ya que
esta provoca una relacién sefial-ruido adecuada, debido a que la resolucion d6ptima se logra al
maximizar la relacion sefial-ruido. Si se tiene acceso a un instrumento con ancho de banda variable,
la configuracion optima puede definirse como el mayor ancho de banda en el que no se observa

una reduccion significativa en la intensidad de los picos. (USP 38, 2015, p. 1904).
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Desviaciones instrumentales: Luz Espuria.

Conocida también como radiacion espuria, la energia radiante a longitudes de onda
diferentes a las indicadas por la configuracién del monocromador, y toda la energia radiante que
alcanza al detector sin haber pasado a través de la muestra o de las soluciones de referencia, puede
ser ocasionada por cualquier radiacion dispersada por las irregularidades en el medio de dispersion,
que normalmente es una red de dispersion. El uso de esta red hologréfica reduce en gran manera
los niveles de esta fuente de radiacion espuria. Las redes de dispersion pautadas de alta calidad

generan un nivel bajo de radiacion dispersada. (USP 38, 2015, p. 1905).

En los instrumentos de mayor desempefio, esta radiacion puede reducirse mediante el uso
de monocromadores dobles o monocromadores de doble paso. De igual forma, es importante

mencionar que la luz espuria puede ser ocasionada por:

Fugas de luz en el sistema.

Calibracion incorrecta de la longitud de onda.

Alineacion Optica incorrecta.

Salida reducida de la fuente o respuesta reducida del detector.

(USP 38, 2015, p. 1905).



lustracion 20. Efecto de luz espuria
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Desviaciones instrumentales: Intervalo fotométrico de trabajo 6ptimo
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Este intervalo es de suma importancia para establecer la capacidad de un instrumento dado

antes y durante la validacion del método. Este procedimiento es tomado en cuenta gracias a que en

1945, Vandenbelt et al. intentaron establecer el intervalo de absorbancia 6ptimo en el que utilizd

el espectrofotdbmetro Beckman DU, en el cual recomendd un enfoque simple en el que las

absortividades molares de varios compuestos se miden a diferentes concentraciones. (USP 38,

2015, p. 1905).
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llustracién 21. Absortividad molar vs. Absorbancia
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Nota: USP 38, 2015.

Desviaciones instrumentales: radiacion policromatica.

La ley de Beer aplica estrictamente solo cuando las mediciones son realizadas con fuentes
de radiacion monocromatica. En la préctica, las fuentes policromaticas que tienen una distribucion
continua de longitudes de onda se utilizan, en conjunto con una rejilla o un filtro, para aislar una
banda casi simétrica de longitudes de onda alrededor de la longitud de onda que serd empleada.
(Skoog, 2015, p. 692).
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Desviaciones instrumentales: la luz errante.

Es conocida tambien como radiacion esporadica. Es la radiacion del instrumento que esta
fuera de la banda de la longitud de onda nominal elegida para la determinacion. Esta radiacion, por
lo general, es el resultado de la dispersion y reflexion que ocurre en las superficies de rejillas, lentes
0 espejos, filtros y ventanas. Las desviaciones causadas por esta luz son mas significativas en
valores de absorbancia altos. Debido a que los niveles de la radiacion esporadica pueden ser tan
altos como 0.5% en los instrumentos modernos, los niveles de absorbancia mayores que 2.0 rara
vez son medidos, a menos que se tomen precauciones especiales o que se utilicen instrumentos con
luz esporadica extremadamente baja. Algunos filtros accesibles muestran desviaciones a la ley de
Beer en absorbancias tan bajas como 1.0, debido a los altos niveles de luz esporédica o a la
presencia de luz policromatica. (Skoog, 2015, p. 692).

Desviaciones instrumentales: Celdas.

La longitud de paso de la celda mas comdn es 10 mm, aunque se encuentran también celdas
con longitudes de paso de 0,01 a 100 mm. (Veéase la ilustracion 22). En caso de que la muestra sea
de baja absorbancia, se puede obtener una sensibilidad mejor, aumentando la longitud de paso de
la celda. (USP 38, 2015, p. 1908).

Los errores en las lecturas de absorcion que surgen de las celdas, por lo general, son
ocasionados por ventanas sucias que pueden absorber el haz de luz incidente, mientras que las
causas de error menos frecuentes son una seleccion incorrecta del material de la celda para la
longitud de onda requerida, falta de repetibilidad del posicionamiento de la celda, diferencias en el
espesor de la ventana de la celda, ventanas Opticas no paralelas o impurezas en los materiales de la
ventana de la celda. (USP 38, 2015, p. 1908).
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llustracion 22. Tipos de celdas usados cominmente

————
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Nota: USP 38, 2015.

Donde A) celdas regulares de 10 mm. B) celdas de bajo volumen. C) celdas de flujo.

Es importante destacar que es conveniente usar una sola celda para todas las mediciones de
la referencia y de las muestras. Por lo tanto, cuando se deban analizar varias celdas de muestra
contra una celda de referencia, sus caracteristicas deben ser lo mas semejantes posibles, por lo que
se recomienda medir los estandares y las muestras al mismo tiempo y en las mismas condiciones,
para disminuir el potencial de desviacion. La celda de referencia debe contener el mismo disolvente
que la celda de muestra, y debe verificarse contra la celda de muestra a todas las longitudes de onda

en las que se requieran mediciones. (USP 38, 2015, p. 1909).

Si las celdas que contienen las disoluciones del analito y del blanco no son de la misma
longitud de trayectoria y equivalentes en sus caracteristicas Opticas, se observara una ordenada al

origen en la curva de calibracion. Este error puede prevenir si se utilizan celdas con las mismas
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caracteristicas o utilizando un metodo de regresion lineal, para calcular tanto la pendiente como la
ordenada al origen de la curva de calibracion. Otra forma de evitar el problema de las celdas
desiguales en instrumentos de un solo haz es utilizando una misma celda y dejandola en la misma
posicién. (Skoog, 2015, p. 693).

En las mejores précticas incluyen usar la misma celda en el haz de referencia con la misma
cara incidente a la luz del haz, y nivelando la celda de la muestra en tres ocasiones con la solucién
muestra antes del llenado final previo a la medicion. El uso de celdas de flujo es importante, ya que
trata de manera efectiva muchos de estos problemas de manipulacion y llenado de las mismas. El
contenido en la celda de muestra y la celda de referencia no debe contener burbujas ni particulas.
(USP 38, 2015, p. 1909).

Dentro de este apartado es importante destacar que las celdas contaminadas son la mayor
fuente de error individual en espectrofotometria, ya que estas nunca deben manipularse tocando las
caras Opticas pulidas, y se deben enjuagar. Si estas no se cuidan como corresponde, se deben
implementar métodos rigurosos de limpieza, en especial si las celdas no se limpian inmediatamente
después de su uso. Si la solucién utilizada anteriormente era acida, simplemente contaminaran las
superficies, si son alcalinas pueden grabar todos los tipos de superficies de vidrio, y el grado del
dafo dependera del pH y del tiempo de contacto. (USP 38, 2015, p. 1909).

Cuando se limpian las celdas, se debe tener la seguridad de que las caras Opticas no se rayen
0 quiebren; para esto se encuentran soluciones de limpieza comerciales que se pueden usar, siempre
y cuando se diluyan antes de su uso, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Después
de una limpieza adecuada, las celdas deben enjuagarse profundamente y con el respectivo cuidado
con agua de alta pureza. En caso de que esto no sea eficiente para la limpieza, entonces es
recomendable remojarlas en acido nitrico o &cido clorhidrico concentrado y frio. (USP 38, 2015,
p. 1909).
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

A continuacion, se dara a conocer el tipo de enfoque de la investigacion, el método, fuentes

de informacion y las variables que se utilizaran.

Enfoque

La presente investigacion tendra un enfoque mixto, el cual se define como:

Los métodos mixtos representan un conjunto de procesos sistematicos,
empiricos y criticos de investigacion e implican la recoleccion y el andlisis de
datos cuantitativos y cualitativos, asi como su integracion y discusion conjunta,
para realizar inferencias producto de toda la informacion recabada
(metainferencias) y lograr un mayor entendimiento del fendmeno bajo estudio
(Hérnadez, Hérnandez y Baptista, 2014, p. 546).

Debido a la falta de un instructivo por parte de la Universidad Internacional de las Américas,
se realizara e implementara uno para el uso basico de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y
UV-Vis-2505 del laboratorio de Quimica, para dar un uso adecuado y seguro por parte de los

estudiantes, profesores y asistentes de laboratorio.

Método

El método de esta investigacion sera preexperimental, el cual:

Consiste en administrar un estimulo o tratamiento a un grupo y después aplicar
una medicion de una o mas variables para observar cual es el nivel del grupo
en éstas. Este disefio no cumple con los requisitos de un experimento “puro”.
No hay manipulaciéon de la variable independiente (niveles) o grupos de
contraste (ni siquiera el minimo de presencia o0 ausencia). (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 2014, p. 141).
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La presente investigacion se realizard en el laboratorio de Quimica de la Universidad

Internacional de las Américas, teniendo como fin la implementacién de un instructivo del uso

correcto del espectrofotometro IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Variables

Las siguientes variables son indispensables para el desarrollo de un instructivo, que ilustre

a los usuarios en el buen uso del equipo:

Tabla 5. Variables de la investigacion

instructivo para el
uso basico de los

lenguaje que sea facil de
leer y facil de comprender,

Variable Indicador Definicion conceptual y Definicion
operacional instrumental
Elaborar un Lenguaje. El instructivo posee un Hoja de

observacion,
donde se evaluara

uso basico de los

estructurado para realizar

espectrofotometros basado en el vocabulario y el lenguaje y la
IR Cary 630 FTIR | Comprension. | la redaccion utilizados, lo comprensién por
y UV-Vis-2505, gue le permite a la persona medio de las
que tenga un dar una buena ejecucién | siguientes escalas:
lenguaje sencillo y del equipo por parte del 1. Sencillo,
comprensible. usuario. intermedio y
complicado.
2. Técnico o
coloquial.
Elaborar un Orden El instructivo posee un Hoja de
instructivo para el | cronoldgico. orden consecutivo y observacion,

donde se evaluara

espectrofotometros los pasos, lo que permite | el orden vy la logica
IR Cary 630 FTIR dar una buena ejecucion del instructivo con
y UV-Vis-2505, del equipo por parte del si o no.
que tenga un usuario.
orden légico y
cronoldgico.
Elaborar un La persona demostrara los Hoja de
instructivo para el conocimientos que tenga observacion:
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uso basico de los
espectrofotometros
IR Cary 630 FTIR
y UV-Vis-2505,
gue pueda ayudar
a dar un uso
correcto a
cualquier persona
que requiera el
equipo.

Participacion

hasta ese momento sobre
el equipo.

donde las
evaluadoras
anotaran los
errores y fallas que
demuestren los
usuarios al utilizar

el equipo.
de los
usuarios. La persona demostrara los
conocimientos
comprendidos
posteriormente a la
implementacion del
instructivo para el uso del
equipo. Hoja de
observacion:
Efectividad. La persona logré cumplir | 4onde se verificara
con el objetivo planteado si se cumplen de
en las condiciones manera correcta
normales. los pasos descritos
Eficacia. La persona logré cumplir en el instructivo.
con el objetivo planteado
en las condiciones ideales.
Eficiencia. Se evalla la relacion entre

los resultados alcanzados
y los recursos utilizados.

Nota: Elaboracion propia, 2019.

Instrumentos y Técnicas

A continuacién, se describiran los instrumentos y técnicas por utilizar para el procedimiento

y desarrollo de esta investigacion, la cual se llevara a cabo en el laboratorio de Quimica de la

Universidad Internacional de las Américas.

Materiales y equipo

Los instrumentos por utilizar para desarrollar el presente trabajo seran:

e Espectrofotometro IR Cary 630 FTIR.

e Espectrofotometro UV-Vis-2505.

e Beakers.
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e Toallas de papel.
e Agua destilada.
e Acetona.

e Computadora.

e Impresora.
e Hojas.

e Lapiceros.
e Lapices.

Técnica por utilizar para realizar el procedimiento de la siguiente investigacion
Con la finalidad de lograr un adecuado desarrollo de la investigacion, se van a describir los
instrumentos de recoleccidn y analisis que se van a utilizar, los cuales se realizaran en el laboratorio

de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

A continuacién, se presentan distintas fases con un orden estructural, donde se debe

terminar por completo la primera para continuar con la siguiente fase, y asi sucesivamente.

Fase 1: Caracterizacion de los Espectrofotometro IR y UV

Investigar las caracteristicas y funciones bésicas de los espectrofotometros IR Cary 630
FTIR y UV-Vis-2505 del laboratorio de Quimica de la UIA; para esto se estudiaran los manuales
de cada equipo, con el objetivo de interactuar con ellos y manipularlos adecuadamente. (Véase el

apéndice B).

Fase 2: Observacion de los Estudiantes Utilizando los Equipos sin el Instructivo

Observar a los estudiantes de Farmacia utilizando los espectrofotdmetros IR Cary 630
FTIR y UV-Vis-2505, del laboratorio de Quimica de la UIA, sin uso del instructivo a implementar,
con el fin de verificar cudles son las deficiencias presentadas, para posteriormente elaborar el

instructivo, mediante una hoja de cotejo (VVéase el apéndice B).
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Fase 3: Consideracion de los Errores Cometidos
Analizar los errores cometidos por los estudiantes y averiguar los motivos del por qué se
realizaron los mismos por parte de los involucrados, para tomar las acciones correctivas a la hora

de confeccionar el instructivo de uso correcto.

Fase 4: Realizacion del Instructivo
Elaborar un instructivo de uso basico y seguro para los espectrofotometros IR Cary 630
FTIR y UV-Vis-2505 del laboratorio de Quimica de la UIA, contemplando los aportes brindados

por los estudiantes en las fases anteriores.

Fase 5: Evaluacion del Instructivo

Evaluar la implementacién del instructivo de uso de los espectrofotometros IR Cary 630
FTIR y UV-Vis-2505, en los estudiantes del curso de analisis de drogas, en los laboratorios de
Quimica de la UIA, verificando la mejoria en su desempefio al utilizar los equipos y ambitos de

uso correcto, mantenimiento y seguridad.

Fase 6: Valoracion de los Resultados

Analizar los resultados obtenidos antes y después de la implementacién de los instructivos
de uso basico de los espectrofotémetros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, del laboratorio de
Quimica de la UIA.
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CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados e informacion obtenidos de la investigacion
realizada y las variables planteadas, con el fin de verificar el cumplimiento de los objetivos
especificos.

Describir los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505 del laboratorio
de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

En este capitulo de resultados, se exponen las principales funciones de los
espectrofotometro IR Cary 360 FTIR y UV-Vis 2505; ambos equipos estan ubicados en el
laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas, para el uso didactico de
los estudiantes y profesores de la institucion. En el anélisis se comprobd que los equipos cumplian
con los criterios establecidos por la Farmacopea de los Estados Unidos.

Primeramente, se examin0 el manual que proporciona la empresa fabricante de cada equipo,
en el cual se identifican las partes que lo conforman y su funcionamiento, y asi obtener una 6ptima
manipulacion de los aparatos. Con la colaboracién del Dr. Carlos Mora Rodriguez se realiz6 un
reconocimiento de los equipos, y se observaron sus principales funciones. Para una mejor
comprension se detallan, por separado, los equipos: los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y
UV-Vis 2505.

Espectrofotometro IR Cary 630 FTIR

Este equipo es un espectrémetro infrarrojo pequefio, disefiado especialmente para brindar
las capacidades de espectrometros FTIR tradicionales. Latécnica utilizada es para la identificacion
y la cuantificacion de compuestos moleculares; la luz infrarroja crea una huella espectral, utilizada
para la identificacion de estructura molecular de muestra y determinar la cantidad exacta de un

compuesto de la mezcla.

Este espectrofotometro es el primero equipo, de este tipo, que utiliza el laboratorio de

Quimica de la Universidad Internacional de las Américas. Afios atrés solo se contaba con la parte
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tedrica, y los analisis de las muestras no se podian llevar a cabo. Con la incorporacion del IR Cary
630 FTIR, los usuarios han podido aumentar sus conocimientos. El uso de este equipo es exclusivo
del laboratorio de Quimica de la Institucion; no es resistente al agua, ni esta preparado para la

intemperie.

Los usuarios pueden hacer uso del espectrofotometro IR Cary 630 FTIR. En la mesa de
trabajo que lo contiene, como se puede observar en la ilustracion 23, la computadora esta enlazada

al espectrofotometro, y esta el material de limpieza del equipo.

llustracion 23. Mesa de trabajo del espectrofotémetro IR Cary 630 FTIR

Material de
Lim;&'m

Espectrofotor

Nota: Elaboracion propia, 2019.

En las ilustraciones 24 y 25 se muestran las partes que conforman el IR Carry 630 FTIR,
que son: perilla de la prensa de muestra, visor de muestreo de cristal de diamante, punta de la prensa
de muestra plana, punta de la prensa de muestra concava, prensa de muestra, botdén de
encendido/apagado, palanca de liberacion del motor; en la parte trasera posee el adaptador de
corriente y el adaptador USB.



96

llustracion 24. Espectrofotémetro IR Cary 630 FTIR

Fuente
de Poder

Nota: Elaboracion propia, 2019.

lustracion 25. Partes del espectrofotometro IR Cary 630 FTIR

Nota: Elaboracion propia, 2019.
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Funcion de los principales componentes del equipo.
A continuacion, se van a describir los principales componentes del espectrofotometro IR
Cary 630 FTIR:

Perilla de la prensa de muestra.
Es utilizada para subir y bajar la punta de la prensa de la muestra que se esté utilizando. Al
girarla en contra de las manecillas del reloj, sube la punta de la prensa y girdndola a favor de las

manecillas del reloj, baja la punta de la prensa.

Visor de muestreo de cristal de diamante.
Permite que la luz infrarroja atraviese la muestra y llegue a un detector, que mide con

precision la cantidad de luz absorbida por la muestra.

Palanca de retencién.

Esta palanca se encuentra del lado derecho del equipo; se empuja hacia el costado y se
desliza el accesorio hacia arriba, para extraerlo de la unidad principal del Cary 630 FTIR. Esta
accion se utiliza para cambiar los ocho accesorios disponibles en el mercado, Sin embargo, en la
Universidad Internacional de las Américas solo se cuenta con el accesorio ATR de cristal de

diamante.

Punta de la prensa de muestra plana.

Esta punta es utilizada para las muestras que son sélidas o liquidas.

Punta de la prensa de muestra concava.

Esta punta es utilizada para las muestras que son semisolidos o liquidos viscosos.
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Fuente de poder.
Este cable se conecta a un tomacorriente, permitiendo la alimentacion de energia al equipo.

Puerto USB.
Componente que conecta el espectrofotometro Cary 630 FTIR con la computadora

destinada para el equipo.

Boton de encendido/apagado.
Es un botdn que, al presionarlo durante dos segundos, enciende el equipo, mostrando una

luz verde y al presionarlo en un solo toque, apaga el equipo, mostrando una luz roja.

Aplicaciones del equipo Cary 630 FTIR
El equipo espectrofotometro IR Cary 630 FTIR esta apto para funcionar con los siguientes

softwares:

MicroLab PC.
Permite editar métodos, revision de datos, enumerar las muestras realizadas, y el usuario

puede nombrar las muestras segun su criterio, faciles de utilizar.

MicroLab Mobile.
Presenta las imagenes y las instrucciones que se requieren por el usuario, guiandolo a través

de la medicion, y no permite la edicion de métodos.

MicroLab Lite.
Este modulo es utilizado para la revision de datos y desarrollo de métodos, y no permite

colectar datos.
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MicroLab Quant.
Es una guia simple para el desarrollo de métodos cuantitativos; crea métodos y modelos

que se van a utilizar en el modulo de MicroLab Component de MicroLab PC.

Para efectos didacticos de la Universidad Internacional de las Américas y de esta
investigacion, se abordo en la aplicacion MicroLab PC, ya que el instructivo esta elaborado para el
uso bésico del equipo en relacion con dicho mddulo, el cual se encuentra instalado en el escritorio
de la computadora asignada al Cary 630 FTIR, quedando, a criterio de la institucion, el asignar la
elaboracion de instructivos que incorporen el software adicional, que se implementan en el

laboratorio de Quimica.

Espectrofotometro UV-Vis-2505

Este equipo es de alto rendimiento y confiabilidad; es un dispositivo analitico, accesible y
econdmico para muchos laboratorios; mide el cambio de absorbancia de un compuesto a diferentes
concentraciones de analito; se obtiene el coeficiente de absorcién molar mediante la curva de
calibracion. Es utilizado en la determinacién cuantitativa de la concentracion en soluciones de
especies quimicas, como iones metalicos de transicion y compuestos organicos combinados. Al
conectar el equipo a una computadora y a una impresora, permite mostrar los datos de absorbancia

y transmitancia. (Litter, Farias y Armienta, 2009, p. 49).

La Universidad Internacional de las Américas mantiene este equipo en el laboratorio de
Quimica; los usuarios pueden acceder a €l, como se muestra en la ilustracion 26, en una mesa de
trabajo apta para el equipo, donde se encontrara el espectrofotometro UV-Vis-2505, enlazado a

una computadora, a su respectiva impresora, las cubetas de cuarzo y el material de limpieza.

Las partes que conforman el espectrofotémetro UV-Vis-2505, como se observan en las
ilustraciones 27, 28 y 29, son: el panel de pantalla, la tapa del portador de muestra, la perilla
wavelength, el portador de muestras, el carrete de muestra, la cubeta de cuarzo, el conector a la PC,

el interruptor de encendido/apagado y la fuente de poder.
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llustracion 26. Mesa de trabajo del espectrofotémetro UV-Vis-2505
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Material de limpieza v Es.pectrofotémetro
Cubetas de cuarzo UV-Vis modelo 2505
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Nota: Elaboracion propia, 2019.



llustracion 27. Partes del espectrofotometro UV-Vis-2505

Conector a la
PC

Interruptor de
encendido/apagado

Nota: Elaboracion propia, 2019.

llustracion 28. Detalles exteriores del espectrofotometro UV-Vis-2505

Tapa del
portador de
muestras
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Wavelength
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Nota: Elaboracion propia, 2019.
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llustracion 29. Detalles internos del espectrofotometro UV-Vis-2505
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Nota: Elaboracion propia, 2019.

Funcidn de los principales componentes del equipo.
Se detallan las funciones principales de los componentes del espectrofotometro UV-Vis-
2505:

Panel de pantalla.
Consta de una pantalla que muestra los datos requeridos; contiene el siguiente mend de

seleccion:

MODE.
Permite seleccionar el estatus de Absorbancia (A), Transmitancia (T), Concentracion (C),
Factor de la pendiente (F). Para efectos didacticos de la Universidad Internacional de las Américas,

solo se emplea el modo de la Absorbancia (A).

PRINT.

Permite la impresion de los datos.
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10%.

Esta funcion se emplea en el estatus de Transmitancia (T).

/AO 100%.

Esta funcion se emplea en los estatus de Absorbancia (A) y Transmitancia (T).

Tapa del portador de muestra.

Tapa que protege el portador de muestras, evitando el ingreso de luz y polvo.

Perilla Wavelength.

Esta perilla gradia manualmente la longitud de onda que se requiere, al girarla a favor y en
contra de las manecillas del reloj.

Portador de muestras.

Porta las celdas de cuarzo con la sustancia a analizar, para que el haz de luz pase a través
de esta.

Carrete de muestra.

Selecciona la muestra a evaluar, tirando y empujando suavemente del carrete.

Conector a la PC.

Componente que conecta el espectrofotometro UV-Vis-2505, con la computadora destinada

para el equipo.

Interruptor de encendido/apagado.
Interruptor de alimentacion, con dos indicaciones ON, el equipo esta encendido y OFF, el
equipo queda en estado de apagado.
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Fuente de poder.

Este cable se conecta a un tomacorriente, permitiéndole la alimentacion de energia al
equipo.

Toallas para cubeta.

Toallas desechables especiales, que no rayan la celda de cuarzo y no desprende pelusa.

Cubeta de cuarzo.

Cubeta pequefia de cuarzo, sellada en un extremo, que mantiene la muestra durante el
experimento; presenta dos extremos opacos, los cuales permiten la manipulacion de la misma, y
dos transparentes, que permiten que atraviese el haz de luz a la celda. Debe estar libre de impurezas

para que no se vean afectados los resultados de la muestra.

Recipiente para desechos.

Recipiente utilizado para colocar los desechos del anélisis, evitando derrames cerca del
espectrofotometro UV-Vis-2505.
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Elaborar un instructivo de uso basico de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-
Vis-2505 del laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

En este capitulo se desarrolld el instructivo para el uso de los espectrofotometro IR Cary
630 FTIR y UV-Vis-2505; ambos equipos se encuentran en el laboratorio de Quimica de la

Universidad Internacional de las Américas, utilizados con fines didacticos por los usuarios.

Con las descripciones de los equipos se disefiaron los instructivos de uso, segun el siguiente
formato: encabezado general, objetivo, alcance, responsabilidades, definiciones, materiales,
consideraciones especiales y sus justificaciones, procedimiento, documentos relacionados, anexos
y biografia. Bajo la supervision y aprobacion del Dr. Carlos Mora, se elaboraron los instructivos

de uso basico para los equipos de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Se procede con la definicién de cada uno de los puntos contenidos en el disefio de los
instructivos basicos para los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, ambos por

separado.

Encabezado general.

Detalla la informacion del instructivo del equipo que se va a utilizar, asi como la institucion
a la que pertenece; indica el nimero de paginas del documento, fecha oficial del uso del instructivo,
persona responsable de su disefio. No reemplaza a ningun otro documento, ya que es el primero

que se confecciona.

Objetivo.
Establecer el correcto uso del instructivo, para orientar a una buena manipulacion del

usuario de los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Alcance.
Sefiala el rango de aplicacion del instructivo, para el uso de los espectrofotometros IR Cary
630 FTIR y UV-Vis-2505.
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Responsabilidades.
Seriala las obligaciones de los usuarios al momento de implementar el uso del instructivo
para los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Definiciones.
Describe los conceptos bésicos para la correcta aplicacion de los instructivos elaborados
para los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Materiales.
Sefiala los instrumentos que se utilizaran en la manipulacion de los equipos

espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, para su adecuada conservacion.

Consideraciones especiales y sus justificaciones.
Se describen las buenas practicas que se deben de cumplir en el cuidado de los equipos
espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, lo que permite maximizar la vida Gtil de

los instrumentos.

Procedimiento.
Se sefialan las acciones en orden cronoldgico para la buena manipulacion de los equipos y

su adecuada limpieza.

Documentos relacionados.
Se hace referencia al manual de uso del fabricante de los equipos espectrofotdmetros IR
Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.
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Anexos.
Se adjunta informacion necesaria para la comprension y el aprovechamiento del instructivo

de uso.

Bibliografia.
Referencias utilizadas como fuente de informacion para la redaccion y las citas de

contenidos importantes que se desarrollan en el instructivo.

Dado lo anteriores, se disefio y elabord el instructivos basico de uso, limpieza y
mantenimiento para los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505. Por consiguiente,
se implementé el uso de los instructivos en el laboratorio de Quimica, de la Universidad
Internacional de las Américas, los cuales cumplen con las especificaciones supra citadas y con las
generalidades necesarias para que los equipos sean usados de manera eficiente y acertada, con

directrices de limpieza para su buen mantenimiento. (Véase el apéndice C).
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Verificar la implementacion de los instructivos de uso propuestos mediante la aplicacion de
los mismos a potenciales usuarios de los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y
UV-Vis-2505, del laboratorio de Quimica la Universidad Internacional de las Américas.

Se verificd la implementacion de los instructivos de uso, propuestos en la hoja de cotejo,
formulando la evaluacion para el correcto uso de los mismos, por parte de los usuarios que utilizan
el laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Ameéricas. Para obtener los
resultados se aplicd a una muestra de 10 personas, para el equipo espectrofotometro IR Cary 630
FTIR y otra muestra con la misma cantidad de personas para el equipo UV-Vis-2505, entre ellas

estudiantes, profesores y asistentes de laboratorio.

Antes de implementar la hoja de cotejo a los usuarios del laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas, se le consulté a cada uno de los usuarios el
conocimiento que tenian sobre el uso de los equipos, y el tiempo dedicado a cada persona fue
aproximadamente de 15 minutos, para el equipo espectrofotometro IR Cary 630 FTIR y un tiempo
aproximado de 25 minutos para el equipo UV-Vis-2505; los resultados obtenidos serén detallados
por cada equipo separadamente.

Los resultados indicaron la urgencia de la implementacién de los instructivos basicos para
el uso de los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, del laboratorio de
Quimica, de la Universidad Internacional de las Américas, para que sean de utilidad a los usuarios,
y asi poder minimizar el riesgo de una mala practica de estos, como se detecto en el instrumento
UV-Vis-2505, donde constantemente los usuarios repetian un mismo error al manipularlo y, en el
caso del equipo espectro IR Cary 630 FTIR, desconocian totalmente su uso. Aunado a lo anterior,
el instructivo aportara un conocimiento basico a todas las personas que requieran del uso de estos,

permitiéndoles una manipulacion eficiente y eficaz del equipo.
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Espectrofotometro IR Cary 630 FTIR

El objetivo de construir una lista de cotejo para poder indagar sobre informacion acerca del
espectrofotometro IR Cary 630 FTIR, se realiz6 con el fin de obtener datos certeros y concretos
acerca de la manipulacion de este equipo en las instalaciones de la Universidad Internacional de

las Ameéricas, especificamente en el laboratorio de Quimica.

En los resultados que surgieron al aplicar la lista de cotejo a un grupo definido de 10
personas de la comunidad universitaria, se obtuvo que el 90% de los consultados indicé no haber
utilizado este instrumento; para lograr determinar el conocimiento y habilidades que poseen sobre
este equipo, se muestra un dato estadistico acerca de que el 70% de los usuarios de esta herramienta
aplicaron correctamente el instructivo, de esta forma determinando que solamente el 1% ha usado
el espectrofotometro IR Cary 630, y otro 3% afirma conocer el Cary 630 FTIR, tal como se muestra

en la grafica de la ilustracion 30.

Dentro de lo cual se logré determinar, de manera general, por medio de la aplicacién
correcta del instructivo, que los principales puntos de fallo se encuentran en que algunas de las
personas que utilizaron la herramienta no leyeron adecuadamente el instructivo; no hubo
comprension de algin punto o detalle en especifico, y en ocasiones surgié sentimiento de
preocupacion, debido a que no sabian utilizar correctamente el equipo, y esto les generaba temor
en causarle algun dafio; este ultimo como el mas significativo, ya que la muestra de personas que

han utilizado el el espectrofotémetro IR Cary 630 es muy reducida.



lustracion 30. Grafico del conocimiento y habilidades de los estudiantes sobre el
espectrofotometro IR Cary 630 FTIR

Conocimiento y habilidades sobre el
Espectrofotometro IR modelo Cary
630 FTIR

Aplica correctamente el instructivo.

Ha usado el espectrofotometro IR.

Conoce el espectrofotometro IR modelo Cary
630 FTIR.

0

mNo mSi

Nota: Elaboracién propia, 2019.
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Con respecto a la ilustracion 31, sobre el desempefio de los usuarios, a quienes se les evalud

mediante la lista de cotejo establecida para el uso del espectrofotometro IR Cary 630, un 100% del

grupo seleccionado de la comunidad universitaria si verifico adecuadamente que el equipo IR

estuviera conectado tanto a la fuente de poder como a la computadora asignada al equipo.

Por otro lado, se pudo observar como otro 100% de los usuarios cotejados encendio de

forma correcta el sistema del laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las

Américas denominado Cary 630, el 80%, siguid los pasos definidos para limpiar correctamente el

visor de muestreo de cristal de diamante del instrumento, y otro 100% ingreso a la aplicacion de

MICROLAB PC correctamente.
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Adicionalmente, un 70% del grupo seleccionado de personas verifico que, en la pantalla
superior izquierda, se mostrara el status READY de color verde en la herramienta; se observé como
el 100% colocd la muestra seleccionada correctamente en el visor de cristal, y un 90% acato las

instrucciones de manera correcta al colocar la muestra segun su estado fisico.

Dado que solo el 60% de las personas siguié los pasos de forma adecuada para ver los
detalles de los analisis que brinda el software MICROLAB PC, y siendo esta funcion de suma
importancia para la ampliacion de los conocimientos sobre los resultados de los analisis, y que
permiten aportar datos relevantes para las investigaciones, se procedié a mejorar la redaccion del
instructivo, con el fin de que sea méas entendible en la aplicacion de este proceso, para un desarrollo
mas detallado y resultados mas certeros del estudio implementado.

Con respecto a la salida de la aplicacion del sistema, el 100% cumplié con los
procedimientos establecidos de una forma adecuada y correcta, el 90% del grupo al que se le aplic
la lista de cotejo procedié con la limpieza del visor de muestreo de cristal de diamante al concluir
el andlisis; ademas, se comprobd que el 100% del grupo de personas consultado apago el sistema

Cary 630 de la forma establecida al concluir con el uso del instrumento.

Se logro determinar que, dentro de los errores con mayor grado de repeticion, se encontrd
que las personas que utilizan el espectrofotometro IR Cary 630 no siguen los pasos de la forma
adecuada cuando quieren ver los detalles, y adicional a esto, con mayor grado de reincidencia, se
encontr6 que los usuarios no verifican en la pantalla superior izquierda de la aplicacion
MICROLAB PC adecuadamente el STATUS READY en color verde.

Afadido a lo comentado en el parrafo anterior, se determin6 que al no verificar que el
STATUS READY esté en color verde y al mostrarse en otro color, indica que el software de
MICROLAB PC esta presentando un problema general. La aplicacion tiene la opcion de validar
cual es el problema que presenta el equipo y, en caso de que este sea de mayor gravedad, indica
que se debe poner en contacto con el proveedor; de no verificarse el problema mencionado, los

resultados del analisis no serian confiables.
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lustracion 31. Grafico del desempefio de los estudiantes con el instructivo de uso basico
para el espectrofotémetro Cary IR 630 FTIR

Con Instructivo

APAGA EL SISTEMA CARY 630 AL CONCLUIR EL ANALISIS. |l
LIMPIA EL VISOR DE MUESTREO DE CRISTAL DE DIAMANTEAL...

SALE DE LA APLICACION DE MANERA APROPIADA.  |u

SIGUE LOS PASOS DE FORMA ADECUADA SI QUIERE VER LOS DETALLES.

SEGUN EL TIPO DE MUESTRA (SOLIDA O LIQUIDA), ACATA LAS...

COLOCA LA MUESTRA EN EL VISOR DE CRISTAL, CORRECTAMENTE.  |C
VERIFICA QUE, EN LA PANTALLA SUPERIOR IZQUIERDA, EL STATUS...

INGRESA EN EL {CONO MICROLABPC. | }
LIMPIA EL VISOR DE MUESTREO DE CRISTAL DE DIAMANTE... ; | |

|

| ‘
ENCIENDE CORRECTAMENTE EL SISTEMA CARY 630. |u I I I I

|

VERIFICA QUE ELEQUIPO IR ESTA CONECTADO A LA FUENTE DE... 0 | | |

0 2 - 6 8 10 12

ENO mSi

Nota: Elaboracién propia, 2019.

Los estudiantes, profesores y asistentes de laboratorio de la comunidad de la Universidad
Internacional de las Américas realizaron observaciones puntuales, en lo que consideraron que se
podria mejorar el instructivo basico que se estaba planteando y creando, para la utilizacion del

espectrofotdmetro de laboratorio de Quimica.

Dentro de las ideas aportadas por los usuarios como mejoras que creian convenientes, se
procede a detallar puntualmente cada una de estas en la tabla 6 de observaciones. Las mismas
fueron tomadas en cuenta y fueron aplicadas en el instructivo de uso basico, para asi facilitar el

entendimiento e implementacion del equipo espectrofotometro Cary IR 630 FTIR.

Todas estas observaciones son de gran importancia para mejorar el desarrollo y la
elaboracion de este proyecto, para asi tener una orientacion fundamentada en la muestra de
personas cotejadas en como describir, de la manera mas adecuada posible, una eficiente

implementacidn del instructivo basico.
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Tabla 6. Observaciones generadas por los asistentes de laboratorio, estudiantes y profesores
durante la aplicacion del instructivo de uso bésico para el espectrofotometro Cary IR 630
FTIR

Espectrofotometro IR Cary 630 FTIR
e Agregar un punto que indique como se limpia el visor de

muestreo de cristal de diamante.

e En el punto 7.3, agregar que espere hasta que la luz LED
quede iluminada de forma fija en color verde.

e Incluir un punto que compruebe que la computadora destinada
para el equipo esta encendida.

e Agregar que el método a utilizar debe ser establecido en la

practica de laboratorio. De no ser especificado, se debe utilizar

el Método: Prueba.

Especificar para qué se utilizan ambas puntas de la prensa de

muestra.

Observaciones
[ ]

e Separar el punto 7.16 para facilitar el entendimiento.

e En el 7.17 cambiar a: girar si es a favor o en contra de las
manecillas del reloj, para evitar confusiones.

e En el punto 7.24 especificar que la informacién se puede

obtener sobre cada pico que se desea.

e Agregar que se puede acceder a los resultados anteriores

haciendo clic en la opcién correspondiente.

Nota: Elaboracién propia, 2019.
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Espectrofotometro UV-Vis 2505

Cuando se les realiz6 la consulta a estudiantes, profesores y asistentes de laboratorio sobre
si poseen conocimiento del Espectrofotometro UV-Vis 2505, y si han utilizado este mismo
perteneciente a la Universidad Internacional de las Américas, se obtuvo la respuesta de las personas
mencionadas anteriormente, que si tenian el debido conocimiento y, ademas, afirmaron que habian
desarrollado la respectiva implementacion, mostrandose, de esta manera, una respuesta positiva
ante la interrogante planteada, para asi definir estadisticamente un 100% de afirmacion con un si a

la lista de cotejo formulada. (\VVéase la ilustracion 32).

lustracion 32. Grafico del conocimiento del equipo espectrofotometro UV-Vis 2505

Conocimiento del equipo Espectrofotometro
UV-Vis 2505

10 10

Si NO Si NO Si NO
ESTUDIANTES PROFESOR ASISTENTES DEL LAB Si NO

Conoce el Espectrofotometro UV-Vis 2505.

Ha usado el Espectrofotometro UV-Vis 2505 de la Universidad.

Nota: Elaboracion propia, 2019.
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En lo que respecta a la observacion del uso actual del espectrofotometro UV-Vis 2505, sin
tener un instructivo de guia, permitié reportar una serie de hallazgos de importancia visualizados,
tales como: el 40% de los usuarios no ubicaron el interruptor de encendido/apagado en la parte

posterior del equipo, como correspondia realizarse.

Los resultados obtenidos de los anlisis pueden variar de un estatus a otro, y el 100% de los
usuarios no verifican el estatus A (absorbancia), siendo este el que se emplea de forma didactica
para el uso del equipo, a excepcidn de que la practica requiera otro estatus, asi como el 20% de los
usuarios no graduaron la longitud de onda en el equipo, alterando los resultados del analisis. El
80% de los usuarios no comprueban que el equipo esté activado en la computadora, por medio del
panel de pantalla del espectro UV-Vis, en el que se indica las letras PC.

Es importante resaltar que los usuarios procedian a ajustar a Zero el equipo, pero no se
realizaba la misma practica con el software de la aplicacion a utilizar, o viceversa, y al no estar
ambos puntos importantes en Zero, antes de la ejecucidn de los analisis, se verian afectados los

resultados del trabajo que se ejecuta en el espectro UV-Vis.

Otro 30% de los usuarios del instrumento colocaron las muestras en las celdas con algun
tipo de impurezas, ya que no realizaron con anticipacion los enjuagues que correspondian realizarse

para una adecuada utilizacion del espectrofotometro.

Es importante resaltar que el 90% de los usuarios definidos, de alguna manera, desconocen
el limite de colocacion de la sustancia dentro de la celda respectiva, representando esta un hecho
de gran importancia, ya que, si se llega al tope de la celda, puede causar derrames dentro del equipo
y, por otro lado, si se coloca menos sustancia de la requerida, el haz de luz emitido puede no pasar
a traves de ella.

Es manifiesto que el 90% no tiene el habito de manipular correctamente la tapa del UV-
Vis, dado que la mayoria del tiempo la mantenian abierta, siendo lo correcto cerrarla para evitar

cualquier tipo de alteracion de la muestra.

Una vez realizados los procedimientos correspondientes, se determina al finalizar los
trabajos con el espectro UV-Vis, que el 20% de los usuarios no cierran de una manera
correctamente la aplicacion, un 50% de los cotejados no apaga el espectro UV-Vis como debe

hacerse, y el 40% deja celdas de cuarzo en el portador de muestra.
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El apego a las préacticas anteriormente citadas debe ser de acatamiento obligatorio, ya que
puede reducir la variabilidad introducida por las celdas. Hay que limpiar cuidadosamente las celdas
antes de su uso y almacenarlas, de tal manera que se evite la contaminacién cuando no se estén
usando. (USP 38, 2015, p. 1908).

llustracién 33. Grafico sin instructivo

Sin Instructivo

Enciende el espectro UV-Vis del interruptor de encendido/apagado,
ubicado en la parte de atras del equipo.

Verifica que en la pantalla del UV-Vis esté en el estatus A (absorbancia).

Gradua la longitud de onda en el equipo.

Una vez abierto el programa en la computadora, comprueba que en el
panel de pantalla del espectro UV-Vis aparece la palabra PC.

En el espectro ajusta a Zero el equipo, pulsando una sola vez la tecla
AO/100%T.

En la computadora hace clic en la opcion ADJUST 100%, para ajustar
Zero.

Manipula la celda de cuarzo solo de los lados opacos.

Realiza enjuagues a la celda con agua destilada y de uno a dos
enjuagues a la celda con la muestra que va a analizar.

Llena de manera correcta la celda.

Seca las partes de afuera de la celda antes de colocarla en el portador
de muestras.

Procura mantener la tapa del UV-Vis 2505 cerrada constantemente.

Tira del carrete de muestra de manera correcta, para ubicar la sustancia
a analizar.

Una vez finalizado el andlisis en la computadora imprime correctamente
el reporte.

Cierra la aplicacién cuando finaliza.

Verifica que no quede ninguna celda en el portador de muestras cua
finaliza el andlisis.

Apaga el espectro UV-Vis del boton ubicado en la parte de atras del
equipo cuando finaliza.

Nota: Elaboracién propia, 2019.
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Mediante la lista de cotejo que se formulo entre el grupo seleccionado de estudiantes,
profesores y asistentes de laboratorio para la debida y estructurada forma planteada de
manipulacion del Espectrofotometro UV-Vis 2505, las interrogantes planteadas a estas personas,
de las cuales se hace mencion en lineas anteriores, les permitieron a los usuarios de esta herramienta
tener una guia de una forma mas efectiva y de mayor entendimiento, segun se puede confirmar
mediante el gréfico de barras detallado en la ilustracion 34, y que en este mismo se logra visualizar
una reduccion significativa en los errores cometidos, para la adecuada implementacion que se le

debe dar al equipo.

Lo descrito anteriormente evidencia la gran importancia de valorar, estudiar y definir un
correcto procedimiento que pueda ser de gran apoyo Y de fécil entendimiento para la comunidad
universitaria, que requiera la utilizacion del equipo con los fines de su conveniencia, agilizando asi
su tiempo de implementacion, mejorando la operacion del instrumento y una obtencion de
resultados mas certeros, debido a que con este instructivo se establece una forma maés eficiente y
estructurada de emplear.

Finalmente, mediante la aplicacion del instructivo a la comunidad universitaria, se alcanza
a evidenciar que, dentro de los errores puntuales cometidos en al menos una ocasion, estan los
siguientes: “; Verifica que no quede ninguna celda en el portador de muestras cuando finaliza el
analisis?”, “;Procura mantener la tapa del UV-Vis 2505 cerrada constantemente?”, “;Llena de
manera correcta la celda?” y “;Realiza enjuagues a la celda con agua destilada y de unos a dos

enjuagues a la celda con la muestra que se va a analizar?”.

Las anomalias en la operacion del equipo son persistentes, aun implementando el
instructivo definido para tal funcion entre las personas que manipulan el instrumento y detallando
especificamente por qué pudo suceder la inconsistencia, se obtiene o se define que estos fallos se
relacionan con que algunos de los empleadores llegan de una forma muy apresurada a realizar los
trabajos que requieren; a su vez, no leen de la forma mas adecuada el instructivo; otro usuario del
equipo también declaro tener confusion en la redaccion de uno de los itemes. Las observaciones
realizadas en este trabajo de investigacion permiten mejorar y definir un instructivo basico de

aplicacion para el laboratorio de Quimica, de la Universidad Internacional de las Américas.
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lustracién 34. Grafico con instructivo

Con Instructivo

Apaga el espectro UV-Vis del botén ubicado en |a parte de atrds del equipo cuando
finaliza.

Verifica que no quede ninguna celda en el portador de muestras cuando finaliza el
analisis.

Cierra la aplicacion cuando finaliza.
Una vez finalizado el anélisis en la computadora imprime correctamente el reporte.
Tira del carrete de muestra de manera correcta, para ubicar la sustancia a analizar.
Procura mantener la tapa del UV-Vis 2505 cerrada canstantemente.

Seca las partes de afuera de la celda antes de colocarla en el portador de muestras.

Llena de manera correcta la celda.

Realiza enjuagues a la celda con agua destilada y de uno a dos enjuagues a la celda
con la muestra que va a analizar.

Manipula la celda de cuarzo solo de los lados opacos.
En la computadora hace clic en la opcién ADJUST 100%, para ajustar Zero.

En el espectro ajusta a Zero el equipo, pulsando una sola vez la tecla AO/100%T.

Una vez abierto el programa en la computadora, comprueba que en el panel de
pantalla del espectro UV-Vis aparece la palabra PC.

Gradua la longitud de onda en el equipo.

Verifica que en la pantalla del UV-Vis este en el estatus A (absarbancia).

Enciende el espectro UV-Vis del interruptor ubicado en la parte de atrés del
equipo.
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Nota: Elaboracién propia, 2019.
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Con la informacion recabada en la ilustracion 35, se confirman los objetivos planteados
inicialmente en este trabajo de investigacion, al buscar implementar un instructivo basico para la
utilizacion del espectrofotdmetro UV-Vis, el cual servira de aprendizaje y correccion de errores en
el momento de que los usuarios manipulen el equipo, siendo asi de gran utilidad en el laboratorio

de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

Con este instructivo se lograron reducir significativamente las anomalias cometidas en la
manipulacion del equipo, lo que permitié poner al alcance de las personas un mayor aprendizaje

para el correcto uso del espectro UV-Vis.

Al facilitar el entendimiento para la comunidad universitaria por medio del instructivo
basico, se logrdé también ir mejorando los resultados de las muestras evaluadas en el equipo,

proporcionando resultados mas certeros y confiables.

Se puede observar como, dentro de las mejoras cuantiosas, hay una variacion significativa
en la pregunta 1 de la lista de cotejo, valorando un antes sin una guia y un presente con el instructivo
basico, donde inicialmente en él, antes, 4 de las 10 personas valoradas no realizaron el primer

proceso de encendido/apagado del interruptor adecuadamente.

Otro de los aportes méas positivos se puede denotar en la pregunta 5, donde en un antes sin
instructivo, 4 de las personas no cometieron el error de no ajustar a Zero el instrumento, y
posteriormente a haber aplicado el instructivo basico se obtuvo una respuesta del 100% en cuanto

a las personas que realizaron el respectivo ajuste.

Pero el ejemplo mas representativo del mejoramiento sustancial, que hubo al implementar
el instructivo basico para la utilizacion del espectrofotometro, se puede observar en la pregunta 2,
la cual detalla que, sin el instructivo, ninguna de las personas verificd que estuviese en la pantalla
el estatus A (absorbancia), y posterior a la implementacion del instructivo basico, se obtuvo el dato

de que el 100% de las personas si verifico el dato pertinente.

Adicional a los ejemplos anteriores mencionados, podemos afirmar que en los itemes del
instructivo de cotejo donde no hubo movimiento, es debido a que el 100% del proceso fue realizado
de forma correcta, utilizando el instructivo o sin este, y en los puntos en que si existié una variante,

estos fueron con tendencia a la mejora.
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De las preguntas realizadas, el 18,75% no obtuvo variacidn, mientras que el restante 81.25%
representd mejoras al proceso existente para la utilizacion del espectro mediante la implementacion

del instructivo béasico, establecido en este trabajo de investigacion.

llustracién 35. Grafico comparativo

Grafico Comparativo

ol
>

|

|
|
|

4. 5. . 7

= Si, Con el instructivo ®NO, Conelinstructivo = Si, Sin elinstructivo = NO, Sin el instructivo

Nota: Elaboracién propia, 2019.



121

Se presentaron observaciones por parte de los usuarios para el uso del instructivo basico
espectrofotdmetro UV-Vis, las cuales se tomaron en cuenta para mejorar la redaccion logrando una
mayor comprension del mismo; a su vez, aportaron informacion valiosa que fue incorporada para

las mejoras realizadas.

Tabla 7. Observaciones generadas por los asistentes de laboratorio, estudiantes y profesores
durante la aplicacion del instructivo de uso bésico para el espectrofotometro UV-Vis
modelo 2505

Espectrofotometro UV-Vis modelo 2505
e Mencionar que, para efectos didacticos de la universidad, solo se

emplea el modo de A (absorbancia).

e Agregar, en el punto 7.5, que la longitud de onda que va a utilizar
varia, segun la practica designada.

e En el punto 7.16 especificar cuantos enjuagues hay con agua
destilada.

e Indicar, en un punto, que en la celda no pueden quedar burbujas.

e Especificar que se utilice una toalla en varias ocasiones, para

evitar desperdicios.

Observaciones

e En el punto 7.21.2, corregir que son cuatro muestras por turno
para analizar.
e Agregar, en el punto 7.24, la palabra suavemente.

e Indicar que la computadora de este equipo no se puede apagar.

Nota: Elaboracion propia, 2019.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Este capitulo tiene, como proposito, mostrar las conclusiones y recomendaciones obtenidas

a lo largo de este trabajo, para la implementacion de un instructivo basico de uso en los equipos
espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, del laboratorio de Quimica, de la

Universidad Internacional de las Américas.

v

Se identifican las principales funciones, componentes y consideraciones especificas
de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Se elaboraron los instructivos de uso basico para cada uno de los espectrofotometros
IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, sobre su uso, limpieza y mantenimiento, por
medio de un formato oficial para la documentacién del laboratorio de Quimica de
la Universidad Internacional de las Américas.

Al aportar un instructivo de uso basico garantiza el uso correcto, una limpieza
Optima y un mantenimiento adecuado, ya que estos les aportan a los usuarios
seguridad en el buen uso de estos, permitiendo que la alta manipulacion no deteriore
con prontitud los espectrofotémetro IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Se determind que la ausencia de un instructivo de uso basico para los equipos
espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505 del laboratorio de Quimica,
repercute en el correcto funcionamiento de estos, afectando la garantia de los
instrumentos.

Se determind que también existe preocupacion y temor, por parte de los usuarios
del instrumento IR Cary 630 FTIR, que en alguna ocasion, debido a la falta que
existia de un adecuado instructivo, pudieran causarle dafios a corto o largo plazo al
equipo, lo que podria verse representado en la ausencia de este, o bien en algin
costo economico para el usuario.

Al poner en practica los instructivos de uso bésico, se reflejo la persistencia de
algunos errores, cometidos por los estudiantes en la premura con la que llegan a
realizar los trabajos de laboratorio y la falta de una lectura adecuada del mismo; no
asi con los profesores y los asistentes de laboratorio, quienes demostraban un

detenimiento en la lectura y cuidado al ejecutar los pasos.
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A traveés de la incorporacion de los instructivos basicos para los espectrofotdmetros
IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505, en el laboratorio de Quimica de la Universidad
Internacional de las Américas, se permiten mejorar los tiempos de los usuarios en
el uso de los equipos, generando confianza en la manipulacion de estos,

fortaleciendo su uso y ampliando sus conocimientos.

Es de suma importancias aportar algunas recomendaciones que pueden ser de acatamiento

e implementacion para futuros trabajos:

R/
L X4

D

D

L)

El instructivo desarrollado en esta investigacion se limito a proveer una informacion
basica de usos para los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y
espectrofotometro UV-Vis-2505; un futuro trabajo podria extender el desarrollo
para ampliar ese uso.

De lo manifiesto al implementar los instructivos, surgieron recomendaciones por
parte de los profesores, estudiantes y asistentes de laboratorio, que se incorporaron
al formular los instructivos de uso basico, limpieza y mantenimiento para los
equipos espectrofotdmetros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.

Al realizarse este trabajo de investigacion y crearse un adecuado instructivo basico
de utilizacion, genera bienestar y motivacion dentro la comunidad universitaria, ya
gue existe una guia basica a seguir, la cual le facilita la implementacion para futuros
proyectos.

Es necesario promover la importancia de usar el instructivo basico, disefiado para
los equipos espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y el UV-Vis-2505, del laboratorio
de Quimica, de la Universidad Internacional de las Américas, y no limitarse
solamente al conocimiento que se posee actualmente sin la implementacién de una
guia bésica.

Queda a criterio del profesor ampliar o implementar nuevas practicas que sean de
provecho en el uso de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505.
Al contar, la Universidad Internacional de las Américas, con instructivos para el uso
de los equipos de laboratorio, permite gestionar un mayor conocimiento para los

usuarios, cumpliendo con los estandares solicitados por el Sistema Nacional de
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Acreditacion de la Educacion Superior (SINAES), lo que constituye una ventaja

competitiva, ya que la UIA es una universidad consolidada dentro del mercado.
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Apéndices

Apéndice A. Reglamento para el uso del laboratorio de Quimica de la Universidad
Internacional de las Américas

REGLAMENTO PARA EL USO DEL LABDRATORID DE QUINMICA

# Localizar los dispositivos de seguridad, extintores, lavaojos, ducha de seguridad, salidas
de emergencizs. Le zona de seguridad del laborstorio esta ubicads en el pargus bajo
techa, en la parte de |z salida de wehiculos.

& PReyizar los sfiches de medidas en caso de un posible accidente, gque se encuentran
vizibles en los laboratorios.

Mo ingerir alimentos v bebidas.

Utilice cormectamente |a vestimenta de seguridad reguerida. En caso de portar
westimenta inadecuada (Falta de medias altas, de gabacha, gafas de s ridiad, bos
gue cubran totalments =l pis], se le notificara gue debe retirarse del laboratorio. La
seguridad el estudiante es primerg.

Las personas que usan cabello largo deberan recogerlo con cola {Hombre o mujer).
Trabzjar de manera ordenada v seriz en el laboratoric, mantener mesas y/o dreas de
trabajo limpias v ordenadas. Andtese en las bitdcoras para uso de los equipos del
laboratorio.

Mo deben de ingresar al laboratoric personas ajenas a las matriculadas en el curso.
Asagurese de desechar los residuos quimicos en los recipientas debidamente
identificados DEBAMD DE LAS CAPILLAS DE @AS, no deseche residuos en |as pilas, tanto
quimicos como residucs biodegradables como cascaras o hojas.

* Encaso de causar slgon dafo o en caso de falko en egquipos o instrumentos deberan
informarlo inmediatamente & los encargados del laboratorio v de resultar responsables,
hacerse cargo de la reparacion de los mismaos.

# Encaso de quebrar algdn instrumento debe cancelar 2l precio total del mismao en s
prosima matricula, este cobro s2 realizara por medic de boleta.

# En caso de no reportar el dafo en los instrumentos, el costo total del mismo debera
asumirlo el grupo, la Direccton de Carrers, notificara las disposiciones a seguir.

» Utilice correctamente los reactivos quimicos dispwestos para su practica, asegurese de
gue esten bien cerrados y no bos mezde ni desordens. En caso de derrame informe a los
encargados del laboratorio.

En caso de necesitar algun material adicional, informe al personal del laboratorio.

Los reactivos quimicos siempre deben quedar en |z mesa de reactives donde los
enconoraroen, no 2n balanzas ni cuarto de equipos. En caso de encontrar reactivos fuera
de su lugar, 52 le notificarz 2l profesor v a la direccidn de carrera en caso de que persista
la situacian (En especial los cursos de industrial].



» Revisz la cristaleria asignada, sino esta conforme con la cristaleria asignada, repartelo
inmedizataments. Cualguier cristalera gue sufra dafios bajo su responsabilidad sera
cobrada, ¥ 3 pagar en su préxima matricula. Regress la cristaleria limpia.

# El préstamo de gebachas o lentes de seguridad, 25 exclusivamente para estudiantes dal
laboratorio dz quimica.

# EL ESTUDMAMTE QUE MO CUMPLA CON ESTAS DISPOSICIONES DE SEGURIDAD SERA
RETIRADD DEL LABDRATORID, CON AVISD PREVIO A LA DIRECCION DE CARRERA,

EM CASD DE ACCIDEMNTE:

El loboratonio de quimicg &5 un lugsr con posibles rissgos de ocoidente, cuide sy salud v o de
sus companeras, trabaje de monerg ordenads, No fuegue ni corra, coste los recomendaciones
¥ #io reglice ninguna gocion innecesaria sin consultar.

% [nforme inmediamente al profesor y personal ded lzboratorio.

% Siga los procedimientos de YEM CASD DE ACCIDEMTES" que 52 encusntra visiblermsnts
=n los [aboratorios, asesorados por el personz! del laboratorio gue se encuentra
capacitado para stencion de emergencias.

+ Mantenga la calma, y espere & |z unidad madica, parz ser trasladados zl centro medico
M&s Cercana, en caso de ser necesario.

US0 DE LOS CASILLERDS

" Ningun estudiante puede ingresar al laboratorio con bolsos, bulbos, dnicamente con
los materiales necesarios.

v" Cada uno de los estudiantes puade hacer uso de los casilleros en &l turno del
laboratorio matriculado. Terminada |a practica, cada estudiante debe retirar sus
pertenencias, de manera que &l espacio guede habilitado para el siguiente cursof
estudiante, caso contrario el laboratorio de quimica esta autorizado en cortar
candados y no esta obligado a reponer, ya que, s responsabilidad de cada estudiante
desocupar el casillerao,

+ A cada estudiante se le asignara un nomiero de casillero, para cada cursa.

Recomendacion anote su namera de casillero en |a bitacora del curso.

El tiempo de uso del casillero es UNICAMENTE en el turno matriculada.

v" Cada estudiante debe portar su candado, de o contrario gqueda bajo su
responsabilidad el cuido de sus pertensndias,

+ El laboratorio de quimica no se hace responsable por objetos perdidos u olvidados,

“,
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Apéndice B. Hojas de Cotejo empleadas para la evaluacion de los usuarios

Lista de cotejo

Equipo: Espectrofotometro IR Cary 630 FTIR

Encargado de la aplicacion: Mildred Camacho Fernandez

Estudiante Profesor Asistente de laboratorio

Otro usuario

Indicador

Si

NO

Conoce el espectrofotometro IR modelo Cary 630
FTIR.

Ha usado el espectrofotémetro IR Cary 630 de la

Universidad.

Verifica que el equipo IR esté conectado a la
fuente de poder y que el cable USB esté conectado

a la computadora asignada.

Enciende correctamente el sistema Cary 630.

Limpia el visor de muestreo de cristal de diamante

siguiendo los pasos.

Ingresa en el icono MICROLAB PC.

Verifica que, en la pantalla superior izquierda, el

Status muestra la palabra READY de color verde.

Coloca la muestra en el visor de cristal,

correctamente.

Segun el tipo de muestra (s6lida o liquida), acata

las instrucciones de manera correcta.
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Sigue los pasos de forma adecuada si quiere ver
los detalles.

Sale de la aplicacion de manera apropiada.

Limpia el visor de muestreo de cristal de diamante

al concluir el analisis.

Apaga el sistema Cary 630 al concluir el analisis.

Aplica correctamente el instructivo.

Observaciones:




Lista de cotejo

Equipo: Espectrofotometro UV-Vis modelo 2505

Encargado de la aplicacion: Mildred Camacho Fernandez

Estudiante Profesor Asistente de laboratorio

Otro usuario

Indicador

Si

NO

Conoce el Espectrofotometro UV-Vis 2505.

Ha utilizado el espectrofotometro UV-Vis de la

Universidad.

Verifica que el espectrofotometro UV-Vis 2505 este
conectado a su fuente de poder.

Enciende el espectro UV-Vis del interruptor de
encendido/apagado, ubicado en la parte de atras del

equipo.

Verifica que la pantalla del UV-Vis esté en el estatus

A (absorbancia).

Gradda la longitud de onda en el equipo.

Una vez abierto el programa en la computadora,
comprueba que en el panel de pantalla del

espectrofotometro UV-Vis aparece la palabra PC.

En el espectro ajusta a Zero el equipo, pulsando una
sola vez la tecla AO/100%T.

Manipula la celda de cuarzo solo de los lados opacos.

Realiza enjuagues a la celda con agua destilada y de
uno a dos enjuagues a la celda con la muestra que va

a analizar.

Llena de manera correcta la celda.

Seca las partes de afuera de la celda antes de

colocarla en el portador de muestras.
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Procura mantener la tapa del UV-Vis 2505 cerrada

constantemente.

En la computadora, hace clic en la opcion ADJUST

100%, para ajustar Zero.

Tira del carrete se muestra de manera correcta, para

ubicar la sustancia a analizar.

Una vez finalizado el analisis en la computadora

imprime correctamente el reporte.

Cierra la aplicacion cuando finaliza.

Verifica que no quede ninguna celda en el portador

de muestras cuando finaliza el analisis.

Apaga el espectro UV-Vis del boton ubicado en la
parte de atras del equipo cuando finaliza.

Observaciones:

132



Apéndice C. Instructivos de los espectrofotometros IR Cary 630 FTIR y UV-Vis-2505 del
laboratorio de quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

TUniversidad Infernacional de las Americas

S1-u

Titulo: T Basico del expectrofotimetro IR Cary | Fige desde- Mayo, 2019

Instructivo

630 FTIR Pagina: 1 de 23
Realirado por: Mildred Camacho Fernander Peemiplaza 3- Ningumo
1. OBJETIVO

Esztablacer los pasos 2 segnir parzs el camracto wso del espectrofotometro IR, modelo Cary £30
FTIE, del Laboratorio da Cramiica de la Universidad Intemacional de las Amsricss, conforme
a lo eztablecido por las Buenas Practicas de Labarstario vigentas.

I ALCANCE
Este instructivo aplica para todas las prushas o practicas de laboratorio que requieran del wao
del espectrofotomstro IR modelo Cary 8§30 FTIE, del Laboratorio de Chumiczs de la
Universidad Intemacional de las Americes

3. RESPONSABITIDADES
3.1 Ezmadizntes: realizar la prueha o préctca ds lsboratorio implementands ol uso de este
imstrsctiva.
3.2 Profezar: implementar v velar por el cumplimientoe de este instrwctivo.
3.5 Jefe o Coordinador del labaratario: garantizar el cumplismiento de este instructivo.

4. DEFINICIONES

4.1 Espectrofotametro: mids la concentracion de uns nmestra, logrando z=1 el complimiento de
analisis cozntitativos.

4.2 FTIE.: Fourier Transforn InfzFed especiroscopia infrarroja. La radiacion IF. pasa a traves
de una pmestra. (Thenmo Micolst Corparation, 2001, p. 20

4.5 haesira: el haz ingresa a la muestra, donde za franamite o za refleja fiera de 1z supsrficie
de la mestra. En estz pane o3 donde 52 absorben las frecuencizs especificas de energia
1micas para cads maestra. (Thermo Micolet Corporation, 2001, p. 3.

4 4 Interferdmetro: ol haz eptra al imterferometro, donde se leva a cabo 1z codificacion
espaciral, v 1a zeqal resultante del interferosrama sale del interferametro. (Thermo Micolet
Corporation, 2001, p. 5).
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Pagina: 2 de 23

Realizado por: Mildred Camacho Fernandez Feemplars a- Ninguno

4.5 El detector: para una medicicn final, ol kaz paza al detactor, los cuzles estan dizerados para
medir 1z sefial del intarfarograma. (Thermo Micolet Corparation, 2001, p. 5).

MATERIALES
5.1 Limpizza vuso del eguipo
3.1.1 Panuelo dezachabls de papel.
512 Acstonz
5.2 Ornros materizles v equipos
3.2.1 Loz establacidos en la practica de laboratorio.

1]

6. CONSIDERACIONES ESPECTIALES Y 5US JUSTIFICACIONES

8.1 A pezar de que e un equipo gue e adguirio ruevo de fabrica v mus especificaciones
penmiten cumplir el objetivo para el cual fue adguirido, es 1z acthazlidad va z2 emplean
equipos ma: modemos, A continuecion sa citan varias recomendaciones v su justificacion.

6.1.1 Dlamtenszz el eguipo en un nzar finme.

6.1.2  Ellsbarstorio debe mantenerse en uma temmperahma entre 20-21°C.

6.1.3 El Cary 430 FTIF. debs mantenarse limgpio.

6.1.4 Primero: conecte el cable de alimentscion en el sistema de espacirdmetro;
sezumdoc comects al cable en el tomacorrients; conservando este arden evitara
dafios al eguipo o problemas en el amrangue.

6.1.5 Diantenga los cables en orden v zlejados de una mala manipulacion para evitar
dafios en sl aparato.

6.1.6 Conserve 2l zellp del espectrometro, para mantener la gzrantia del equipo; la
limpieza de las superficies interiores 1= corresponde a un sxpecialista,
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Titulo: Use Bisico del espectrofotometro IR Cary | Rige desde: Mayo, 2019
630 FTIR Pagina: 3de 23
Realizado por: Mildred Camacho Fernandez Reemplaza a- Ninguno

6.1.7 La persona, responsable de limpiar la parte extenior del Cary 630, debe
desconectar el cable de comiente v proceder a limpiarlo con un pafio suave y
kimedo con agua

6.1.8 El Cary 6320 FTIR no debe ser sumergido en agua.

6.1.9 El area de lecnra del ATR es de aproximadamente 0.5 mm de grosor, por lo que
puade agrietarse en condiciones de prezion extrema con la punta de 1z prensa de
muesra.

7. PROCEDIMIENTO

7.1 Andteze en la biticora para el control del uso del inframrojo, proporcionada por el
lzboratorio de Quimica (Véass la flustracion 1).

Tlustracion 1. Bitacora para el control del uso del infrarrojo

Notr: Habocacion peopia, 2019,
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630 FTIR Pagina: 4 de 23
Realizado por: Mildred Camacho Fernandez Reemplaza a- Ninguno

7.2 Verifique que el equipo esté conectado 2 la fuente de poder v que el cable USE este
conactado 2 la computadora asiznada por el Laboratorio de Quimica. (Vaase la ilustracion
2).

Ilustracion 2. Fuente de poder v cable USB

Notr: Habocacioo peopia, 2019,

7.3 Encienda el sistema Cary 630, del boton ubicado en la parte superior izquierda; manténzzlo
presionado durante dos segundo:. Espere hasta que 12 luz LED quede fluminada de forma
fija en color verde. (Vease lz ilustracion 3).

Ilustracion 3. Boton de encendido v apagado

Nota: Flabocacion peopla, 2019,
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7.4 Ezpere un periodo de 5 minutos, mientras el aguipo calienta; wanscwrido este tiempo,

pusde empezar a utilizarlo.

7.5 Compruebe que 1z computadora destinadz para el equipo esta encendida; de lo contrario,

enciéndala. (Véase la ilustracion 4).

Tlustracion 4. Espectrofotometro IR y su computadora

i.

Nota: Elabocacion poopia, 2019.

7.6 Proceda a limpiar el vizor de muestrao de cristal de diamante. con un paiiuelo desechable
de papel v acetona. Utilice los productos suministrados por el laboratorio de Quimica, para

evitar rayar el visor de cristal. (Véase la ilustracion 5).

Ilustracion 5. Material de limpieza

Noew: Elabocacion poopla, 2019,
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Instructivo

7.7 Coloque wa pequenia cantidad de acetona en el pafmelo dezachable de papel v limpie el
visor de muestreo de criztal de diamante con movimientos circulares.

7.8 En la computadora destinada para el equipo, ingrese en el icono MICROLARB PC. (Vaase
1a ilustracion 6).

Tustracion 6. Icone MigroLah PC

Notu: Haboracito propia, 2019,

7.8 Una vez abiena la aplicacion, verifique que el USERNAME se encuente en Laboratorio
de Quimica. En caso de no estarlo, seleccionelo. (Veass la ilustracion 7).

Tustracion 7. Username

Noeta: Habocacioo propla, 2019,
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Instractivo

7.10  Imgrese la coufrazena de acceso, seninistrada por la persona encargada del laboratorio

de Quimica v haga clic con el botan izguierdo dal mouse en la opcian OGN, (Vesse la
" it )

Tlustracion 8. Confrasesia de accezo ¥ login

Mota: Flaborscidn propia, 2004,
7.11 En la parte superior deracha de la pantalla confimme quoe el METHOD 52 anoienoa en
PRUEEA. En caso contrario, vesse el anexwo 0.1, (Veaze la ilustracion ©).

MOTA: El merthod a utilizar debe zer establecido en 1z practica de laboratoric. De no sar
expaecificado, s2 defme utilizar el histhod: Prusha.

Ilnztracion 9. Method: Prosha

Hoda: Flaboracion propia, 2014,
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Instructivo

712 51 en la pantzlla superior izgquierda, el Status es de color varde, seleccions el comanda
START. En caso contrario, vease ol anexo 2.3, (Waase 1z flustracion 100,

Tluztracion 10. Ready v Start

Hota: Flaboracicn propia, 20048,

7.13 Enlacomputsdora, confinms gue va e ha limpiado el cristal dandole un clic a la opcion
WEXT. (Véase 1z flustracidn 11).

7.14 La barra de color azul significa que 2o esta comprobando gue el vizor de cristal de
dizmants extd limpio. (Veass 12 ihstracicn 11).

Ilustracion 11. Next

Mot Flaborscion propia, 2004,
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7.15 NOTA: En el espectrofotometro IR Cary 630 comprusbe que:
7.15.1 Lapunta de la prensa de muestra e la correcta, dependiendo del tipo de nmestra
gue va 3 analizar, tomando en cuenta que:
7.15.1.1 Siezun SOLIDO o wn LIQUIDO: utilice 12 punta de 12 prenza de nmestra
que es PLANA (Vaase 1z flustracion 12).
7.151.2 51 es un SEMISOLIDO o un LIQUIDO VISCOSO: utilice Ia punta de la
prenza de nmestra que es CONCAVA (Véass la ilustracion 12).
7.15.2 Para cambiar una punta de la prensza de nmestra por otra, véase 2l anexo 9.4,

Ilustracion 12. Puntas de la prenza de muestra

Nota: Hlaboracion propia, 2019,
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7.16 Coloque una pequeia cantidad del material que 32 medira en el cristzl de diamante.
Azarivese de:
7.16.1 Ponerlz nmuestra en el soporte v alineada correctaments, para que &l haz mframrojo
pase a waves de esta (Vease la ilustracion 13).

Tlustracion 13. Muestra alineada en el visor de cristal

Notr: Flabotacion propia, 2019,

7.17 Proceda a bajar la perilla de la prensz de nmestra, girandola a favor de las manecillas
del reloj. La punta de la prensa de muestra puede quebrar 2l visor de muestoreo de cristal de
dizmante. por lo que debe tomar en cuenta lo siguiente:

7.17.1 Silz nmestra es liquida: baje la perilla cerca de la nmestra, sin tocarla, parz que
no se disperse en el cristal

7.17.2 Si la mmestra ez solida, zemisolida o un hiquido viscozo: baje la perilla hasta
escuchar un clic (la punta de la muestra, 5 va 2 tocar la sustancia @ analizar).
Tome en cuenta gue cuando escuchz el clic, suspenda el movimisnto y no
continie ejerciendo prezion.
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7.13 Enla computadora, seleccions la opcion NEXT. (Veéase la ilustracion 14).

Ilustracion 14. Opcion Next

Nota: Habotacion peopia, 2019,

7.12  En el espacio SAMPLE ID, digite el nombre que le asignara z lz muestra. (Véase la
ilustracin 13).

Tustracion 15. Sample ID

Noew: Flabocacioo propia, 2019,
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7.20  Selecciome la opcidn MEXT. La barra color zzul s avisz que el amalisiz se esta

sfectuzndo. (Viass la fhusracién 16).

Iustracion 16. Next v barra azul

Wit Flaboracitn propia, 2004,

7.21 Se penera el reporte del analisiz en PDF, el oozl pueds ser impreso.

7.22  S5i requiere los detalles del anslizis, en la aplicacion MICROLAE PC, seleccione la

opcion DETAILS. (Vease la ilustracian 17}

Iustracion 17. Opcion Details

Wit Flaboracitn propia, 2004,
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7.23 Haga clic con el boton derscho del mouse en el espactro IR, seleccionando PICK

PEAKS. (Véase la ilustracicn 18).

Tlustracion 18. Pick Peaks

Nota: Habocacion peopia, 2019,

7.24 Presions el botdn izquierdo del mouse v 3in soltarlo arrastralo (formando una linea de
color azul) sobre cada pico que desea obtener la informacion. Este espectro IR detallado
10 32 puede imprimir; por favor, tome las previsiones del caso. (Vease lz flustracion 19).

Tlustracion 19. Espectro IR detallado

Nota: Flabotacion propia, 2019,
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7.25 Puede hacer zoom sobre cualguisr parte del szpacioo; realice;

7.25.1 Con el mouse, haga clic en el grafico v resalts 1a parte que dazse. La pentslla
cambiars inmediatamente. amplisndose

7.25.2 Paravobrer al especiro completa, haga clic derecho en un grafico v elija Deshacsr
ZOOm.

726 MWOTA: En la computadara:

7.26.1 5ienelespeciro acmal 22 muesiran detalles de un espaciro amtarior, debe quitarlos
para poder ver de fomma clara los detalles del maevo szpectro 1B, hacdendo 1o
simmiewfa:

7.24.1.1 Haga clic con el botom desscho del mouse en el espectro IR,
seleccipnande CLEAR PEAF LABFLE.
72612 Feepita los pasos 7.23 v 724, para poder ver de forma clara los detalles
7.27 Enla computadera, presions con el clic izquierdo del mouse la opcion DOME. (Vaase
lz flustracidn 20).

Ilustracion 20. Opcion Done

Mota: Flaboracisn propia, 20049,
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728 51 deszez colocar otra mmastra:

7.28.1 Fetire la perilla de la prensa de muestra girandola en contra de 1z manecillas del

relaj.

7.28.2 Limpie el visor de nmestreo de cristal ds diamants con un painelo desechable de

papel ¥ acetona.
7.28.3 Fepita los pasos desde el pumta 7.13.

7.29 51 desea salir del programa realice los siguientes pasos:
7.29.1 Prazione comouan clic a la palsbra HOME.
7.20.2 Presione comoan clic a la palabra LOGOFF.

7.29.3 Prazione comoan clic 1z palabra E2EIT.

7.29.4 Prazigne con un clic 12 palabra OF.

7.30 En el equipo, retire la perilla de la premea de muestra girandola en coatrz de las

manecillas del reloj.

731 Proceda a limpiar el visor de nmestreo de criztal de dizmants, con wm pafiuelo
dezachable de papel v aceiona, siempre wilizando los producios summistrados por el

lzharatorio de Quimica.

732 Apague el siztema Cary 630, del boton ubicado en la parte superior izguierda

presionandolo una sola vez.

733 Verifgue que la lux LED quede ihuninada de forma fja en color rojo.

7.34 NWOTA: Una vez finalizado =l analisiz, en ]z pantalla de inicio puede accedsr a los
resultados anteriorss haciendo clic en lz opcionm PREVIOUS RESULTE. (Veass la
ilustracion 210, Segnido aparecera una pantzlls. que erumera las nmestras realizadas. Para

mss detalles véase al anexc 9.5,
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Instrmctinno

Ilnstracion ¥1. Previous Besnlts

[

Hota: Elaboracicn propia, 2004,

8. DOCTUMENTOS RELACIONADOS
£.1. hiammal de uzo del fabricants del eguipo.

9. ANEXDS
2.1 Cuando Mdisthod N0 se encusnira en prueha

2.2 5i desea craar un zusvo método para 1z aplicacion hicrolab PC.
2.5 El estabos W es de color verde.

9.4 Como cambizr una punta de la prenza de muoestra por otra.
0.5 Digtalle: sobre resultados arteriores.
2.4 Imagenes adicionalss.

10. BIELIOGRAFIA
Therma Micolst Corporation. (2001). Infroduction to Fourier Transform Infrarsd Specramstry.
“eroma, [talia: Therroo Micolet Corporation.
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Instractivo

ANEXOS

8.1 Coando Aethod N0 e encuentra en prusha
El astztas hethod pusde variar segin lo establecidos en 12 practica de laboratorio. Pera cambiar
de un metodo a ofro, ziga los siguwientes pazos:
1. Enlapéagina inicial mgrese al icono Methods, para seleccionar un matodo va exdistents. (Vease
lz ibastracian 22).

uztracion 22, Icone Methods

Hota: Flaboracion propia, 20049,

2. Semmestra uma lista de los métodos creados para la aplicacion de software MicroeLab PC.

3. Seleccione &l método que requiere, dando clic en el cuadro ubicado 21 lado izguiesdo de la
pantalla, donde aparecera un signo de visto (] } v sesuido kaga clic en 12 opcion ACTIVATE.
(Véase Iz ilustracidn 23).
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Tlustracion 23. Lista de métodos

Nota: Flabocacion poopia, 2014,

9.2 Si desea crear un nuevo método para la aplicacion MicroLab PC
1. Enlapagina inicial ingrese al icono Reference Templates. (Véase la ilustracion 24).

Tustracion 24. Icono Reference Templates

Nota: Flabocacion peopia, 2019,
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2. Hagaclic en el icono NEW. (Véase lz ilustracion 25).

Tlustracion 25. Icono New

Noeta: Flabocacion peopia, 2019,
3. Semmestra una pantalla con varias ventanas, en las cuales el usuario, que desea crear un nuEvo
método, las va llenando con la informacion que desea.

NOTA: Estas ventas varian dependiendo del tipo de método que seleccione (Vaase la ilustracion
26).

Tlustracion 26. Ventanas y tipo de método

Nota: Flabocacion poopia, 2019,
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8.1 El estatus MO ex de color verde
Zi el colar goe presenta e amarillo o rojo, presione clic en Advanced Feanmes v eleccione una de
lzz opciones para identificar el problema. (Vaase 1z flustracion 27).

Iluztracion 27. Opcion Advanced Features

Mt Flabecacion propia, 2009,

MOTA: En czso de no rezolver el problema. 1a iz contipara roja o amerilla; pongase en
contacte con el provesdor del eguipo para obtenar ayuda.
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9.4 Como cambiar una punta de la prensa de muestra por otra
1. Retire 12 puntz de la prensa de mmestra que esta colocada frents 2l vizor de cristal, girandola a
favor de las manecillas del reloj. (Vease la ilustracion 28).

Tlustracion 28. Punta de la prensa de muestra

Noet: Elabocacion peopia, 2019,

1 Desanrosque lz punta de la prensa de muestra que va a requertr, ubicadz a un costado de la
prenza de muestra. (Vease la ilustracion 29).

Ilustracion 29. Ubicacion de punta de la prenza de muestra a requerir

Nota: Habocacion peopia, 2019,
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3. Earpsgue la punta gue WO va & ufilizar a un costado de la prensa de moesira, pars evitar
perderla

4. Coloque 12 punta con 12 que desea rezlizer el anzlisiz, sirandols en comtra de las manecillas del
reloj, basta que ajuste por carmpleta. EVITE ATUSTAR DERLASTATIO.

8.5 Detalles sobre rexultados anteriores.
La lista de los amalisiz esta descrita por: el nombre que le asisnd a la nmestra, la facha v hora
respectiva que realizo el analisis.

En Lz pantzllz donde ze observa la lista da los anzlizis que se han efectuado, haga clic en 1z nmestra
gue desea. Una vez saleccionada, se presemtan distintas opciones de la parte mferior de la pantalla, en
1z oozl pusds panarar muevaments 2l reports en PDF, e incloso puede ver los detallss del aspecoo IR
¥ marcar muevos picos si lo desez, activando la opcidn de Pick Peaks descrits amteriomente =n el
procedimistto.

9.6 Imagenes adicionales
Las zipuientes imagenes tienen como objetivo ampliar la informacion didactica:

Tlustracion 30. Detalles del equipo

Mot Flaboracion Propia (2015)
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Tustracion 31. Detalles del equipo

 Visorde
muestreo de
cristal de

Nota: Flaboracioo propia, 2019,
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. OBJETIVO

Eztablacer los pasos 2 seguir para el correcto uso del espectrofotometro UV-Vis modelo 2503
del Laboratorio de Quirmica de 1z Universidad Internacional de las Americzs, conforme 2 1o
estzblecido por la= Buenss Practicas de Laboratorio vizentes.

. ALCANCE

Este mstmuctivo aplica para todas las prushas o practicas de laboratorio que requieran del w=o
del espectrofotametro U'V-Vis modelo 2505 de Laboratorio de Quimica de la Universidad
Interracional de laz Americas,

. RESPONSABILIDADES

3.1 Esmdizntes: realizar la prueha o practica de lsboratorio implementando ol nso de este
instractivo.

3.2 Profezar: implementar v velar por el cumplismiento de este instrwctivo.

2.5 Jefe o Coardmador del lsbaratario: garaniizar €] cumplirmients de este instsctivo.

. DEFINICIONES

4.1 Espectrofotametria; mvesticacion ousntitativa del espectro luwmimico. Estudis muestras
Organicas e morgamicas en clertas longitudes de onda. (Organizacion Panamericana de la
mahud, 2005, pp.112-110).

4.2 Ly de Besr Lambert: identifica la relacian que hay entre la concentracion de L2 musstra v
12 intensidad de 12 hez. (Orgamizacicn Panamaricana da la Sshad, 20035, p 1000

4.3 Transmitancia: es uma Faccion de la luz incidente. que a una longited de onda atraviesauna
mmestra (Orzmmizacicn Danamericana de la Sahud, 2005, p.109).

4.4 Absorpancia: es la concentracidn de moléculas abscrbentes de luz en la muestra
{Oreanizacion Panamericans de 1z Salud, 2005, p.100).

4.5 Portador de muesras: sostens la nmiestra que s quisre analizar. Es una celda o cobeta
commmente rectangulsr. Este portador de nmestras 1o cresn los fabricantes, dependiendo
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del tipo de espectrofotometro v de la muestra que se desea estudiar. (Organizacion
Panzmericana de la Salud, 2005, p. 1110

5. MATEFRIALES

5.1 Limpieza v uso dal equipa

311
3112
213

514

Toallzz desechables de papel expecial.
Agua destilada.

Feacipiente para dasachos.

Calda de cuarza.

5.2 Orros materiales v equipos

|

Loz establecidos en la practica de laboratorio.

CONSIDERACTONES ESPECTALES Y 5US JUSTIFICACIONES

6.1 A pesar de que e un equips que se adguirio ruevo de fAbrica ¥ sus especificaciones
pertniten curnpliv el objetivo parz el coal fue sdquirido, = dizefio es mury basico v utiliza
tecnologia que en 1z actealidad va po s= emples en equipos mas modemos. A contimacion,
za citam varizs recomendacionss v @ justificacion.

a.l.1
6.1.2
A.13
614

615

A8

Ilamtenza el eguipo en un logar finme, nivelado vy evitar las vibraciones fosrtes.
hiantenga el ezpectro con ihmiinacion moderada v lajos de la uz solar.

El laboratorie debe mantenerse en una temperatura entra 20-21 “C.

El espactrofotometro TNV-Vis 2503, en caso de estar apagado, debe estar cubierto
can el cobartor respectiva del equipa.

El T -Wis 2505 debe ezter lejoz de campos magmeticos fuertss, campos
electricos v dispositivos electricos gue generan ondas de alta Fecuencia

Evite utilizar &l instrumento en lugares con sulfiro de hidrazeno, acido sulfiuraso,

flzor 1 ofos Zases COTTOEOS.
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6.1.7 El espectrofotometro UV-Viz 2505 debe mantenerse limpio.

6.1.8 Lalimpieza de la suparficie interior del equipo le corresponde a un especialista.
6.19 Lapersons, encargada de limpiar la parte exterior del UV-Vis 2503, debe apagar
el equipo v procader a limpiarlo con un panio suave v himedo con agua.

6.1.10 Evite provocar derrames cerca del equipo o en la parte interma del mizmo.
6.1.11 Rango de medicion de la transmitancia (T): 0.0%¢~—100.0%.

6.1.12 Rangzo de medicidn de la absorbancia (A): 0.000~~1.999.

6.1.13 Elmayor error permisible de la ransmitancia (T): = 0.5%.

6.1.14 La celda para la lecnara de la muestra en el equipo ez de un material delicado, por

lo qua debe manipularse con cuidado.
7. PROCEDIMIENTO

7.1 Anotese en la biticora de uso del espectrofotdmetro UV-Viz, proporcionada por el
lzboratorio de Quimica (Véass la figura 1).

Figura 1. Bitacora de uso del espectrofotometro UV-Vis

Nota: Habocacitn poopia, 2019,
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7.2 Verifique que &l espactrofotémetro UV-Vis 2503 esta conactado 2 su fuente de poder y al
conactor de la PC. (Véase la fizura 2).

7.3 Enciendz el UV-Vis 2505 del botén ubicado en la parte infarior izquierdz, detris del equipo.
(Véase la fizura 2).

Figura 2. Parte trasera del equipo

Nota: Flabocacioo poopia, 2019,

7.4 Ezpere un periodo de 20 minutos, mientraz que la lampara hzlogena de nmgsteno calienta;
transcwmido este tiempo, puade empezar a utilizarlo.

7.5 En 1z parte superior del espectrofotametro UV-Viz, en el panel de pantallz presione la tecla
MODE en varias ocasiones i es pecesario, hasta que en lz pantalla del UV-Vis esté en el
estatus A (absorbancia). Para mas informacion, vaaze el anexo 9.1.

7.5.1 Para efectos didacticos de la unmiversidad, solo se emplez el modo de A
(absorbanciz). (Vaase la figura 3).
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Figura 3. Panel de Pantalla

Noetr: Hlabocacion propia, 2019,

7.6 En el equipo UV-Vis 2305 debe graduar, de manera manual, 12 longitud de onda quevaa

utilizar, dezignada en lz practica, por medio de 1z perilla Wavelenght de color negro,
ubicada en 1z parte inferior derecha, girandola a favor o en contra de las manecillas del

reloj. (Vease 1z figura 4).

Figura 4. Perilla Wavelength

Nota: Flabocacion poopia, 2019,
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7.7 Compruebe que la computadora destinada para el equipo exta encendida; de lo contrario,
¢
7.8 Verifique que la impresora destinada para el equipo e:t2 encendida v que tiene hojas en
blanco; en cazo de no tener hojas debe informar a los asistentes de laboratorio.
7.2 En la computadora, ingreze en el icono UVIVin7. (Véase la fizura 3).

Figura 5. Icono UVWin7

o

UVWn7

Nota: Flabocacion poopia, 2019,

7.10  Una vez abierto el programa en la computadora, compruebe gue en 2l panel de pantzlla
del espectrofotometro UV-Vis aparece 1z palabra PC. (Véase la figura 6).

7.11  En el espactrofotdmetro UV-Vis 2503, ajuste Zero el aquipo, pulsando wna solz vez la
tecla AO100%6T. (Vease lz figwa 6).

Figura 6. Palabra PC y tecla AO/10005T

Not: Elabocacion poopia, 2019,
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7.12 En lz computadora en el espacio SampleName. digite el nombre que le asignara a la
nuestra. (Vease 1a figura 7).

Figura 7. Espacio SampleName
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Nota: Habocacion poopia, 2019,

7.13  Enel espacio Wavelength digite la longitud de onda (um) en la que realizara la lectura.
{Vease la fizura 8).

Figura 8. Espacio Wavelength
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Nota: Habocacion poopia, 2019,
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7.14 En el espacio hiemo, ubicado zl lado derecha de la pemtzlla, cologque, de forma
descendente, el mmers de muestras que va a anzlizar (blanco, muestra 1, muestra 2, ).
{Vease la fimra &0

Figura 9. Ezpacio hMemo
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Hota: Flaboracicn propia, 2004,

715  Tome uma celda de coarzo, ubicadas en an recipiente proporcionado por el laboratorio
de Quimica llamado cubstas de cuaze. Tengs en cusnta:
7.153.1 Debe manipalar la celda de cuarze 3000 de los lades opacos, va gua las paries
transparentes zan por donde paza el har de luz. (Vease la figura 100
7132 Coando va 2 manipular 12 celda, mantenga siemnpre cerca el recipiemts para
desechos proporcionado por la univarsidad, para evitar desrarmes cerca del eguipo.
(Veasa la fizura 107,
716 Proceds zreclizarle de dog a wes enjuzzoes 3 13 celda com agna destilada
717 Pealice de uno 2 dos enjuagess 2 la celda con ]2 muoesira gue va a analizar,
718 Vierta, en la celda de cuarzo, 12 muoesta que se va 2 anslizar v procurs;
7.18.1 Agrezue lz muestra en 1z celda lensndo un poco mas de la mitad de exta. (Vaase
la fizra 110
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7.18.2 No llens demasiado la celda, ya que puade cauzar derrames dentro del egquipo.

7.18.3 Enla parts intema de 12 celda ro pueden quedar burbujas, va que puedan interfenr
con la lectura de la mmestra, por lo que debe retivar la muestra y realizar
ruevameante de wo a dos enjugues con la sustancia que esta utilizando.

7.19  Seque las partes de afuera de la celda, con una tozlla desechable especial. Unlice los
productos suministrados por el laboratorio de Quimica, para evitar rayar la celda y no dejar
pelusa. Tome en cuenta lo siguiente:

7.19.1 Utilice una toalla en varias ocasiones, aprovachando al maximo la misma. (Véase
la figura 10).

Nota: Elaboracioo peopla, 2019,
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7.20 Abra lz tapa de color azul del espectrofotometro UV-Viz 2503, ubicada en la parte
izquierdz del equipo.
7.21 Coloque la muestra en el portador de muestras. Siga-
7.21.1 El haz de luz araviesz la celds, por lo que debe colocar las partes transparentes
de lz mizma en lz direccion correcta. (Vease la Sgura 11).
7.21.2 Se puaden agrezar un maximo de Cuatro muestras par tamo para anzlizar, (Véase
la fizura 11).
7.21.3 Procure mantener la tapa dal UV-Vis 2505 cemrada constantements, ya que el
mereso de luz afecta la nmestra, alterando su lectara.

Figura 11. Portador de muestras

Portador de
muestra

Nota: Habotacion poopla, 2019,

7.22 NOTA: Si la primera muestra que va a analizar &2 um BLANCO (establecido en la
practica de labaratorio); por ejemplo: agua destiladz, tome en cuenta:
7.22.1 Haga clic en 1z opcion ADJUST 100%, para ajustar Zero en la computadora, v
espere uos segundos hasta que aparezcan los nimeros de color rojo en Tran v
Abs lo siguiente: Tran : 1000 % v Abs: 0,000 A (Véase 1a figura 12).
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Figura 12. Opcion Adjust 100%%

Nota: Flabocacion propia, 20149,

BRI RN

-----------------

7.23  En la computadora haga clic en la opcion GET DATA, para obtener los valores de la
muestra, las cuales s2 van reflajando en 12 parts derecha de la pantalla. (Véase 1z fizara 13).

Figura 13. Opcion Get Data

MUt
o |

—
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Nota: Habecacion poopia, 2019,
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7.24 En caso de colocar ma: de una muestra a la vez, tire SUAVEMENTE del carrete de
muestra de color negro, que 2 encusntra en la parte frontal del espectro UV-Vis hasta
escuchar un clic, para ubicar la muestra deseadz Repita el paso 7.23. (Veéase la fizura 14).

Figura 14. Carrete de muestra

Nota: Flabocacion poopia, 20149,

7.25 En caso de colocar nuevaments otras muestras en un mismo analisis, realice lo
siguiente:
7.25.1 Empuje suavemente ol carete de muestra para colocarlo en zu posicion original.

7.25.2 Abra la tapa de color azul del espectrofotometro UV-Vis 23505,

7.25.3 Retire la celda de cuarzo del portador de muestras, manipulandola SOLO de los
lados opacos; en cazo de presentar vanas muestras en el portador retire unz celda
alavez

7.25.4 Cierre 1z tapa de color azul del UV-Vis 2303,

7.25.5 Repita los pasos desde el 7.15.

7.26 Unavez finalizado ol analizis en la computadora, kaga clic en OPTIONS, ubicadzenla
parte superior izquierda de la pantalla y seleccione PRINT. (Véase la figura 15).

167
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Figura 15. Options
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Nota: Elabocacion peopia, 2019,

7.27  Se genera un informe Print Preview, el cual visualiza el reporte. (Véasa la figura 16).

Figura 16. Print Preview
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Notu: Flabocacidn poopia, 2019,
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7.28 Este infonme s2 imprime dando clic en el 1cono de una impresora whicada en la parte
superior da la aplicacion. (Véase lz figura 17}

Figura 17. Impresora en la aplicacion

BrTa g n PR E SIS et e STecn
Lmy

Hota: Elaboracicn propia, 2004,

7.29 Una vez imprezo el reporte, cierre la aplicacion Print Preview dando clic en equis
whicada en la parte superior darecha.
7.30  En el espectrofotdmetro TNV-Vis 2303, realice lo signiemte:
7.30.1 Abralatapa de color 2zl del TN -Wis 25035,
7.30.2 Fetire la celda de cuarzo manipulandola SOLO de los lados opaces, del partadar
de muoesiTas; en cazg de presentar varias nmestras en el portador retire uma celda
8 lavez.
7.30.3 Procure mantener 13 tapa dal TN-Vis 2305 cerrada constanfements,
7.30.4 Deseche el contenido da la celds en el recipients para desechos, proporcionsdo
por el leboratorio de Quimica.
7.30.5 Proceda 2 realizarle enjuazues 3 la celda con zgns destilada, hlmtenss siesmpre
cerca el recipiente para dasechos, para avitar derrames cerca del equipa.
7.30.8 Cologues la celda de ouarzo en el recipiente llamado cubstas dy cuarzo.
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7.30.7 Verifique que ] carrete de nmestra de colar negro, abicado en la parte fromtal del
espectro UV-Vis, este en su posicion ariginzl En caso confrario posicionelo,
empujando suavementa del mizmo.

7.31 DPara cerrar la splicacion TNVWim7 haga clic en la equis, ubicada en la parte supericr
darecha.

7.32 Aparue al sspactro UV-Vis 2503 del boton vhicado en la parte infarior izguierda, detras
dial equipa.

7.33 MO apague la computadora de este equipo, va gue se dssconfipara la programacion de
la mupresara.

FECONMENDACION: Es preferible usar wna solz celdz para todas las mediciones de la

referamcia v de las mesiras. (IUEF 38, 2015, po 19040,

8. DOCUMENTOS RELACIONADOS
8.1. Manual de uso del fabricante del equipo.

9. ANEXOS
9.1 Tipos de estztus en el espectrofotdmetro TTV-Vis modelo 2503,
9.2 Definicidn de las teclas en el pansl de pantalla.

10. EIBLIOGRAFIA
Sahd, 0. P. (2005). Mamnzl de mantenimiento para equipo de labaratorio. Washington, D. C.:
Organizacion hMundial de la Salud.
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ANEXO

9.1 Tipos de estatus en el espectrofotometro UV-Viz modelo 2505
1. Laztecla MODE penmite seleccionar ol estatus depandiendo de la practica designada:

o A Absorbancia (Abs)
¢ T: Tranamitancia (Trans)
¢ C: Concentracion (Conc.)

¢ F: Factor de la pendients (Factor)
2. El estatus (F) va viene confizurado por el fabricante; en cazo de querer modificarlo, utilice el

manual de uso del fabricants del equipo.

171

3. Para efectos didacticos de la Universidad Intemacional de las Amsericas, solo se emplea el
modo de Abzorbancia (A) vz que este brinda 1z infonmacion de (A) como de la (T). (Vease la

fizura 18).

Figura 18. Tecla MODE y estatus seleccionado

Nota: Elabocacion propla, 2014,
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9.2 Definicion de las teclas en el panel de pantalla

1. Latecla PRINT permite 1z impresion de lo: datos de la PC z la impresora comrespondients.
(Vease la figura 19).

Figura 19. Tecla PRINT

Nota: Elabocacion poopia, 2019,

2 Esta tacla 0%0T se utliza para zjustar Zero 2l equipo, pero solo s2 emplea en el estatus de
Tranzmitancia (T). (Véase 12 figura 20).

Figura 20. Tecla 0%0T

Nota: Elabocacion peopia, 2019,
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3. Latecla AO 100% se emplea en los estatus de Absorbancia (A) y Tranemitancia (T), v se utiliza
para ajustar Zero el equipo. (Véase la fizura 21).

Figura 21. Tecla AO 100%

Noeta: Hlabocacion poopia, 2019,



