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Espectrofotometros y Fotocolorimetros
Guia practica de actualizacion

p Claudio Duymovichl, Rosana Acheme?2, Sandra Sesini2, Daniel Mazziottal

Introduccion

El espectrofotémetro constituye una herramienta fundamental en
el laboratorio clinico. Mas del 90% de las determinaciones que se rea-
lizan en Quimica Clinica tienen como paso final la lectura de una ab-
sorbancia o una transmitancia. El correcto desempefio de los espec-
trofotdémetros es entonces determinante, en Ultima instancia, de la
calidad analitica de los resultados que emite el laboratorio (1-6).

El objetivo de esta guia consiste en que el bioquimico cuente con
los materiales necesarios para la evaluacion del funcionamiento del
espectrofotémetro, y de esta manera, pueda verificar si los parame-
tros fotométricos se encuentran dentro de los rangos de aceptabili-
dad establecidos de acuerdo a las normativas internacionales.

Se deberan llevar registros que certifiquen dichos controles.

Los estandares de calidad del instrumental deberan cumplirse y por
el contrario si algin parametro estuviera fuera de rango, es convenien-
te realizar la reparacion del instrumento a través de un servicio técnico
acreditado y luego volver a verificar el buen funcionamiento.

1. Licenciado en Ciencias Bioquimicas.
2. Bioguimica.

Control de la exactitud de la longitud de onda

NO APTO PARA FOTOCOLORIMETROS NI AUTOANALIZADORES

Frecuencia del control: semestral

El control se podra realizar en espectrofotometros con selector
continuo de longitudes de onda, no asi en fotocolorimetros de filtro
ni en autoanalizadotes, ya que en estos no se pueden realizar espec-
tros de barrido.

Definicion: Grado de concordancia entre la longitud de onda que
indica el seleccionador y la longitud de onda de referencia requeri-
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da. Se expresa en nm.

Incorporada al Chemical Abstract Service.

Cédigo bibliografico: ABCLDL. Fundamento: Se utiliza el método del punto isosbéstico: el rojo
Congo tiene la particularidad que los espectros de las formas acida y
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bésica del colorante en igual concentracion presentan la misma ab-
sorbancia a una longitud de onda denominada “punto isosbéstico”
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(PI). Esta longitud de onda es independiente de la
concentracion del colorante y de la temperatura de
trabajo por lo cual resulta un parametro fijo de refe-
rencia. Si el punto isosbéstico hallado experimental-
mente difiere del tedrico, indica que existe un corri-
miento en la longitud de onda (7)(8).

Procedimiento

El estudio consta de 3 pasos:
a) Preparacion de las formas aciday alcalina del
colorante
b) Realizacion del espectro de barrido
c) Interpretacion de resultados: gréafico del es-
pectro para hallar el Pl

Reactivos requeridos

Solucién de Rojo Congo 14 mg/L
HCI 25N
NaOH 2,5 N

a) Preparacion de las formas acida A y alcalina B del
colorante.

Alicuotar con una misma pipeta 5 mL de solucién
de Rojo Congo 14 mg/L en dos tubos de ensayo rotu-
lados Ay B.

Solucién A: al tubo A agregarle 20 uL de la solucién
de HCI 25N

Solucién B: al tubo B agregarle 20 uL de la solucion
de NaOH 25N

Usar una Unica micropipeta para dispensar los 20 uL.

Las soluciones A y B una vez preparadas son esta-
bles 1 hora a temperatura ambiente.

b) Realizacion del barrido espectrofotométrico de las solucio-
nes Ay B entre 520 y 570 nm.

Se deberd realizar el espectro de las soluciones A'y
B contra agua destilada. Se puede trabajar a tempera-
tura ambiente ya que el punto isosbhéstico es indepen-
diente de la temperatura entre 4y 45 °C.

Se recomienda proceder de la siguiente manera:

b1l) Método manual para espectrofotobmetros con
cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor.
(Método que utiliza una cubeta)

Llenar una cubeta con agua destilada y ajustar el ce-
ro de absorbancia a 520 nm. El regulador de absorban-
cias no se tocara méas durante toda la experiencia.

Leer y registrar las absorbancias a las longitudes de
onda indicadas en la tabla provista.

Vaciar y llenar la misma cubeta con la soluciéon A re-
pitiendo el mismo barrido.

Vaciar, enjuagar con agua destilada y llenar la misma
cubeta con la solucion B repitiendo el mismo barrido.
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b2) Método manual para espectrofotometros con
cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor.
(Método que utiliza tres cubetas)

Elegir 3 cubetas iguales, sin rayaduras y perfecta-
mente limpias. Llenar una con agua destilada y las
otras con las soluciones A y B respectivamente. Ajustar
el cero de absorbancia a 520 nm con la cubeta que tie-
ne el agua destilada. Retirar dicha cubeta y medir la
absorbancia de la solucion A, y luego de la solucién B
registrando los valores en la tabla directamente como
Abs. netas. Seleccionar luego 525 nm y repetir los pa-
sos anteriores, es decir, ajustar primero el cero con
agua destilada y luego leer las soluciones A 'y B. Repe-
tir estos pasos a cada una de las longitudes de onda in-
dicadas en la tabla adjunta, llevando a cero con la cu-
beta de agua destilada en cada longitud de onda.

b3) Método para los espectrofotometros con micro-

cubetas y bomba de succion.

Aspirar agua destilada y ajustar a cero de absorban-
cia a 520 nm. El regulador de absorbancias no se toca-
rd mas en toda la experiencia.

Mover el selector de longitudes de onda hacia los
570 nm realizando el espectro del agua tal como se in-
dica en la tabla adjunta, registrando todos los valores
de absorbancia.

Vaciar la cubetay aspirar la solucién A realizando el
mismo barrido.

Vaciar la cubeta, enjuagar pasando agua destilada y
aire y aspirar la solucion B realizando el mismo barrido.

Nota: para realizar el barrido del agua destilada en
los métodos bl y b3 se recomienda empezar llevando
a cero de absorbancia a 520 nm con el fin de tener to-
das las absorbancias positivas. Si el espectro del agua
da valores negativos comenzar a otra longitud de onda
de manera tal de no tener valores negativos de absor-
bancias ya que finalmente serd restado el espectro del
agua punto a punto del de las soluciones Ay B.

Absorbancias
relativas

Absorbancias
absolutas

Longitud de
onda (hm)

Solucién Abs neta  Abs neta
alcalina (b) de A de B

Agua Solucién
acida (A)

520
525
530
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
550
560
570




Overlaid Sample Spectra
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Absorbancia (AU)

400 450 500

5'50 600 Wav'elength (nm

Sample/Result Table

1 Forma alcalina 2

Forma éacida

Gréfico de Punto Isosbéstico del Rojo Congo.

Resultados

Graficar la absorbancia neta de las dos formas del
colorante en papel milimetrado en funcién de la lon-
gitud de onday establecer la longitud de onda a la que
los dos espectros se cortan (punto isosbéstico). El pun-
to isoshéstico tedrico en las condiciones de realizacion
de la experiencia es 541 nm.

Calcular el corrimiento que presenta el instrumen-
to como:

Corrimiento (nm) = p. isosbéstico hallado —
p. isosbéstico tedrico

El punto isoshéstico tedrico del Rojo Congo es 541 nm.
Ejemplo: Si el PI hallado es de 536 nm el corrimien-
to seré:

536 -541 =-5nm

Limites de aceptabilidad:
Corrimiento: entre +/- 3 nm

Intervalo 6ptimo:
Corrimiento: entre +/-2 nm

Control de la Exactitud Fotométrica

APTO PARA ESPECTROFOTOMETROS,
FOTOCOLORIMETROS Y AUTOANALIZADORES

Definiciones: La exactitud fotométrica es el grado de
concordancia entre la absorbancia real y la absorban-
cia medida. El error cometido al leer una absorbancia
respecto de una de referencia se denomina entonces
“inexactitud fotométrica”.

Frecuencia del control: mensual
Fundamento: El estudio de la exactitud fotométrica

consiste en la medicién de absorbancias de soluciones
certificadas y en la comparacion de los valores halla-
dos con los de referencia. Las soluciones cominmen-
te usadas como estandares de absorbancia son: (9 -13):

e 340 nm: soluciones de dicromato de potasio en
HCIO4 0,001N con absorbancia certificada

e 405 nm: soluciones de p-nitrofenol en NaOH
0,1N con absorbancia certificada o soluciones de
sales de Ni(H,0)g*2 con absorbancia certificada.

e 505 nm: soluciones de sales de Co(H,0)¢*2 en
SO4H2 0,47N con absorbancia certificada

e 540 nm: soluciones de cianmetahemoglobina
con absorbancia certificada

Procedimiento

Se debera medir la absorbancia de las soluciones y
comparar dicho valor con los que figuran en los certi-
ficados correspondientes.

Seleccionar la temperatura de trabajo.

Seleccionar la longitud de onda.

Realizar un blanco con agua destilada. Realizar to-
das las medidas por duplicado.

Nota: En el anexo A figuran los diferentes procedi-
mientos para las lecturas de las absorbancias de acuer-
do al tipo de instrumento: espectrofotémetro o fotoco-
lorimetro manual, con bomba de aspiracion o equipos
automaticos. Utilizar dicho anexo como guia para la
realizacion de las medidas.

Resultados

Estudio de exactitud fotométrica:
Calcular la inexactitud fotométrica como la diferen-
cia entre la absorbancia promedio hallada y el valor de
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referencia que se detalla en los certificados respecti-
VOS.

(Abs. hallada - Abs. referencia) x 100
Abs. referencia

% Inexactitud fotométrica =

Limites de aceptabilidad:
Exactitud fotométrica 6ptima: error entre +/- 2%
Exactitud fotométrica aceptable: error entre +/- 3%

Ejemplo:

— Longitud de onda: 505 nm

— Temperatura: 30 °C

— Absorbancia contra agua destilada de ampolla
B2:
Medida 1: 0,315 Medida 2: 0,313

— Absorbancia promedio hallada : 0,314

— Absorbancia de referencia, 30 °C, 505 nm (se-
gun certificado): 0,323

— Inexactitud fotométrica = '314'%323 x100=-2,78%

Por lo tanto, la inexactitud del instrumento a dicha
longitud de onda esta dentro de los limites aceptables.

Control de la Linealidad Fotométrica
APTO PARA ESPECTROFOTOMETROS,

Fundamento: El estudio de la linealidad fotométri-
ca permite establecer el rango de absorbancias en el
que el instrumento tiene respuestas proporcionales a
los cambios de concentracion (14-16).

Procedimiento

Se deberan medir las absorbancias de soluciones de
concentraciones crecientes y contrastar dichos valores
con los de referencia que figuran en los certificados
correspondientes.

Seleccionar la temperatura de trabajo.

Seleccionar la longitud de onda: se realiza a las mis-
mas longitudes de onda utilizadas para el control de
exactitud fotométrica.

Realizar un blanco con agua destilada. Realizar to-
das las medidas por duplicado.

Resultados

Graficar las absorbancias promedio halladas (eje y)
en funcion de las absorbancias de referencia (eje x).
Se obtendra un grafico del siguiente tipo:

Ejemplo:
Longitud de onda: 340 nm
Temperatura: 25 °C

Abs. halladas

FOTOCOLORIMETROS Y AUTOANALIZADORES Solucién Abs. hallada _ Abs. referencia
Agua 0,000 0,000
Definiciones: Capacidad de respuesta lineal de un A 0,249 0,251
espectrofotémetro a diferentes concentraciones de B 0,489 0,502
una sustancia que cumpla la ley de Beer. C 0,980 1,004
. s D 1,426 1,506

Frecuencia del control: trimestral
Abs. halladas vs referencia
0 02 04 06 1 12 14 16

Abs. referencia

——e——recta ideal

— -m — -recta hallada
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Para el célculo de la Linealidad fotométrica se de-
bera realizar un estudio de regresion lineal de la recta
hallada:

Y=a+b X

Donde b es la pendiente de la recta y a la ordenada
al origen. La pendiente b representa la Linealidad fo-
tométrica. La recta ideal seria Y = X por lo cual la pen-
diente ideal es 1,00 que indica que el instrumento res-
ponde linealmente en el rango de absorbancias
estudiadas.

Por el método de cuadrados minimos se deberan
calcular ayb.

Hay calculadoras cientificas o programas de com-
putacion (tipo Excel) que permiten, incorporando los
4 datos de absorbancias halladas y los 4 de absorban-
cias verdaderas realizar una regresion lineal y calcular
dichos valores.

Limites de aceptabilidad:

Pendiente ideal: 1,00
Pendiente éptima: entre 0,98 y 1,02
Pendiente aceptable: entre 0,97 y 1,03

En el ejemplo anterior, si se realiza el estudio de
cuadrados minimos la ecuacion obtenida es:

Y =0,95X + 0,009

Por lo tanto la pendiente de la recta es 0,95 (error
- 5%), y no se encuentra dentro de los limites acepta-
bles para el rango de absorbancias estudiadas (Al-
Ad).

En dicho caso se podria estudiar la Linealidad has-
ta el tercer punto, es decir considerando solo las absor-
bancias A, By C. La ecuacion obtenida es:

Y =0,975 X + 0,001

La pendiente se encuentra dentro de los limites
aceptables.

Conclusion: El instrumento se comporta linealmente
hasta absorbancias aproximadamente iguales a 1.000 UA
(C). Este instrumento no deberia usarse para leer ab-
sorbancias mayores a este valor, ya que pierde sensibili-
dad de respuesta ante aumentos en la concentracion.

Control de la presencia de luz parasita

APTO PARA ESPECTROFOTOMETROS,
FOTOCOLORIMETROS Y AUTOANALIZADORES

Definicion: Se denomina luz parasita a toda radia-
cion electromagnética de longitud de onda distinta a
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la seleccionada por el monocromador, que alcanza el
detector y por lo tanto queda registrada por el instru-
mento.

Fundamento: este control se basa en la medida del
porcentaje de transmitancia de una solucion de nitri-
to de sodio 50 g/L. Esta sustancia tiene la propiedad
de que sus soluciones absorben toda la radiacion inci-
dente de longitudes de onda menores a los 390 nm,
por lo que se la denomina dpticamente opaca a la luz.
Por lo tanto, la transmitancia a 340 nm de esta solu-
cion debe ser igual a cero y toda transmitancia detec-
tada se corresponde con luz parésita (17-20).

Materiales necesarios
Solucion de NaNO, 50 g/L

Procedimiento

— Temperatura de trabajo: La transmitancia de la
solucion es independiente de la temperatura en-
tre 10y 40 °C

— Longitud de onda: 340 nm

Realizar un blanco con agua destilada. Realizar las
medidas por duplicado.

Si el instrumento permite medir transmitancias, rea-
lizar directamente la medicion de la transmitancia de la
solucion calibrando el 100 % T con agua destilada.

Resultados

El valor de transmitancia porcentual es definido co-
mo la luz parésita existente en la zona espectral.

Luz parasita = TRANSMITANCIA% = 10 (2—absorbancia)

Ejemplo:
Absorbancia = 2.300 UA corresponde una T % = 0,5%

Limites de aceptabilidad:

Luz parésita 6ptima: T% menor del 0,5%.
(absorbancia mayor a 2.300 UA).
Luz parésita aceptable : menor del 1%.
(absorbancia mayor a 2.000 UA)

Nota: Puede suceder que la absorbancia leida supe-
re el valor maximo de registro del instrumento. Por
ejemplo, hay muchos aparatos que no pueden leer ab-
sorbancias superiores a 2.000 UA y al superar este va-
lor el instrumento no indica lecturas o indica error. En
estos casos solo podra calcular el%T reemplazando en
la formula anterior la absorbancia por el valor maximo
que lee el instrumento:
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Ejemplo:

Absorbancia leida a 340 nm: supera el limite de
2.000 UA del espectrofotémetro. Esto significa que la
absorbancia es mayor que 2.000 UA. En este caso:

%T =10 @A) =10 (22 =100 = 1,0%

Por lo tanto, el %T, o sea, la luz parasita presente es
menor al 1,0% cuando la absorbancia es mayor que
2.000 UA.

Control de la Precision Fotométrica

APTO PARA ESPECTROFOTOMETROS,
FOTOCOLORIMETROS Y AUTOANALIZADORES

Definicion: Se denomina precision fotométrica a
la medida de la dispersién de una serie de medicio-
nes de transmitancia o absorbancia alrededor de la
media y se expresa como coeficiente de variacion
porcentual (21).

Materiales necesarios: se puede utilizar cualquier
solucion, ya que no es necesario conocer el valor de la
absorbancia. So6lo se necesita que la absorbancia de la
solucion permanezca estable en el tiempo.

Por ejemplo: se puede utilizar una solucién de sul-
fato cuprico en medio acido para 650 nm.

Procedimiento

— Longitud de onda: 650 nm o la més cercana (prefe-
rentemente superior) que el instrumento permita.

— Temperatura de trabajo: es preferible seleccio-
nar la temperatura a la que habitualmente traba-
ja a esta longitud de onda.

Realizar un blanco con agua destilada y proceder a
medir 10 veces la absorbancia de la solucion de la si-
guiente manera:

1) Espectrofotémetros o fotocolorimetros manua-
les: cargar una cubeta con la solucién y leer la
absorbancia. Retirarla del portacubetas y volver
a colocar la cubeta en la misma orientacion, re-
gistrando nuevamente el valor de la absorban-
cia. Repetir el procedimiento hasta obtener 10
medidas.

2) Instrumentos con bomba de aspiracion: realizar
el blanco con agua. Aspirar la solucién y regis-
trar la absorbancia. Aspirar nuevamente y volver
a registrar. Repetir hasta obtener 10 lecturas.

3) Autoanalizadores: cargar una copa de reaccién
con agua y leer el blanco. Retirar el agua y car-
gar la solucion y leer la absorbancia. Volver a
leer la absorbancia de la solucion de la misma
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copa de reaccion 9 veces mas para completar 10
lecturas.

Nota: el valor absoluto de la absorbancia de esta so-
lucion no es importante ya que no es una solucién de
referencia para determinar exactitud de la absorban-
cia, por lo que no se indica cual es la absorbancia de
referencia. S6lo es importante el valor del coeficiente
de variacion porcentual obtenido como indice de la
imprecision de las lecturas.

Resultados

Se tendran 10 resultados de absorbancia.

Calcular la media aritmética X y la desviacién estan-
dar DE de dichas absorbancias.

Finalmente obtener el coeficiente de variacién por-
centual:

DE x 100
X

Imprecision Fotométrica = CV% =

Limites de aceptabilidad:

Precision optima: CV% menor de 0,5%
Precision aceptable: CV% menor de 1%

Ejemplo: Se obtuvieron las siguientes lecturas del
sulfato cuprico a 650nm:

0,224, 0,224, 0,225, 0,223, 0,225, 0,226, 0,223, 0,224,
0,227, 0,222.

La media de las 10 medidas es: X = 0,224

La desviacién estandar sera: DE = 0,0015

Por lo tanto, el CV% sera:

CV% = (0,0015/0,224) x 100 = 0,67%, que supera el
limite 6ptimo pero sigue siendo aceptable.

Control de la estabilidad Fotométrica

APTO PARA ESPECTROFOTOMETROS,
FOTOCOLORIMETROS Y AUTOANALIZADORES

Definicion: Se denomina estabilidad fotométrica a
la capacidad del instrumento de mantener constante
la absorbancia en funcién del tiempo.

Cuando se producen variaciones constantes y conti-
nuas hacia valores superiores o inferiores de absorban-
cia se habla de deriva fotométrica y cuando se produ-
cen variaciones al azar se estd en presencia de ruido
fotométrico.



Absorbancia
Absorbancia

-

Tiempo Tiempo

Bajo ruido y baja deriva Baja deriva y alto ruido

\

Absorbancia
Absorbancia

Tiempo Tiempo

Alta deriva y bajo ruido Alta deriva y alto ruido

Figura - Estabilidad de la lectura, deriva y ruido.

Materiales necesarios

Solucién de dicromato de potasio 50 g/L en medio
percldrico (0,001 N)

Procedimiento

— Longitud de onda: 340 nm.

— Temperatura de trabajo: es preferible seleccio-
nar la temperatura a la que habitualmente se tra-
baja a esta longitud de onda.

Espectrofotometros o fotocolorimetros

Realizar un blanco con agua destilada.

Medir la absorbancia de la solucién de dicromato.

En este momento poner en marcha un cronéme-
tro y registrar la absorbancia cada 30 segundos duran-
te 10 minutos sin variar ninguna condicion de la me-
dida. Por lo tanto, al cabo de 10 minutos se tendran
21 valores.
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Autoanalizadores:

Cargar una copa de reaccién con agua y leer el
blanco. Retirar el agua y cargar la solucién de dicro-
mato y leer la absorbancia. Volver a leer la absorbancia
de la solucion de la misma copa de reaccion cada 30
segundos durante 5 minutos. Se tendran asi 11 valores.

Nota: en equipos automaticos se estudia la estabio-
lidad en un menor tiempo de acuerdo a sus caracteris-
ticas de trabajo.

Resultados

Se graficaran los 21 valores de absorbancia en fun-
cion del tiempo determinando si existe deriva o ruido
fotométrico

Calculo de la deriva: este parametro se define como
la pendiente de la curva de absorbancia vs tiempo y se
expresa como porcentaje del valor inicial de absorban-
cia.

Ejemplo: Se obtuvieron las siguientes medidas:
0,400, 0,400, 0,401, 0,401, 0,400, 0,401, 0,401, 0,402,
0,402, 0,402, 0,402, 0,403, 0,403, 0,402 0,403, 0,404,
0,404, 0,403, 0,404, 0,405, 0,405.

Si se supone un ruido despreciable, el valor de la
deriva seré:
(Abs final - Abs inicial)
Abs inicial
(0,405 - 0,400)
0,400
Caélculo del ruido: este parametro se calcula como
la dispersion de los valores alrededor del valor medio
de absorbancia multiplicando por 100 para expresar

como porcentaje. En el caso que la deriva sea despre-
ciable se calcula como:

deriva = X 100

deriva = x 100 = 1,25%

desviacion estandar
Abs media

0 = 0.00155 x 100

=0,38%
0,4023

ruido =

Limites de aceptabilidad:

Estabilidad 6ptima: ruido + deriva menor de 0,5%
Precision aceptable: ruido + deriva menor de 1%
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ANEXO A

MEDICION DE ABSORBANCIAS

Espectrofotometros y fotocolorimetros
manuales

1. Encender el espectrofotometro antes de realizar
la prueba teniendo en cuenta el tiempo de ter-
mostatizacién recomendado por el fabricante.

2. Seleccionar la longitud de onda de trabajo. Si
tiene un fotocolorimetro seleccione el filtro méas
proéximo a la longitud de onda indicada.

3. Seleccionar la temperatura de trabajo.

4. Elegir una cubeta en buen estado (sin deforma-
ciones ni suciedad)

5. Llevar a cero de absorbancia con agua destilada.

6. Vaciar la cubeta y enjuagarla con una pequefia
porcion de la solucion a medir para evitar arras-
tre.

7. Cargar la cubeta con la solucion y leer la absor-
bancia por duplicado informando la absorban-
cia promedio.

8. Si se debe medir mas de una solucién, enjuagar
la cubeta con una porcién de la solucidn antes
de mediry leer como en el paso 7. Tener la pre-
caucion de empezar siempre por la solucién
mas diluida.

Espectrofotometros y fotocolorimetros
con bomba de aspiracion
1. Encender el espectrofotometro antes de realizar
la prueba teniendo en cuenta el tiempo de ter-
mostatizacion recomendado por el fabricante.
2. Seleccionar la longitud de onda de trabajo. Si se
tiene un fotocolorimetro seleccionar el filtro
mas proximo a la longitud de onda indicada
3. Seleccionar la temperatura de trabajo.
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4. Llevar a cero de absorbancia con agua destilada.
Aspirar aire.

5. Aspirar la solucién a medir y registrar el valor.
Aspirar aire y repetir la operacion con la misma
solucidn. Calcular la absorbancia promedio.

6. Sise debe medir mas de una solucion aspirar ai-
re entre muestra y muestra. Repetir el paso 5.

Autoanalizadores y equipos automaticos

1. Consultar el manual del fabricante para selec-
cionar la funcién o test que le permita medir ab-
sorbancias absolutas.

2. Seleccionar el filtro de longitud de onda mas
cercano a la longitud de onda de trabajo

3. Seleccionar la temperatura de trabajo.

4. Realizar un blanco con agua destilada y proce-
der a la medicion de la absorbancia de la/s so-
lucién/es por duplicado.

En caso que el camino optico de la celda de medi-
cion no sea de 1 cm realizar la correccion que corres-
ponda para normalizar la absorbancia a 1 cm de paso
de luz. El factor a utilizar en dichos casos sera:

Abs. normalizada = Abs. leida x Lem

Camino optico de la celda (en cm)
Frecuencia recomendada para las distintas
propiedades fotométricas

El cronograma recomendado para el control de las
distintas propiedades fotométricas es el siguiente:

Mensual Trimestral ~ Semestral
Precision X
Linealidad X
Exactitud X
Longitud de onda X
Luz paréasita X




ANEXO B

PREPARACION DE SOLUCIONES
DE REFERENCIA PARA CONTROL
ESPECTROFOTOMETRICO

Preparacion de soluciones de dicromato de potasio en
acido perclorico 0,001N para el control de linealidad
fotométrica en el UV

a) Materiales necesarios
e Dicromato de potasio calidad espectrofoto-
meétrica
« Acido perclérico concentrado (69 - 72%)
e Agua bidestilada

b) Secado del dicromato de potasio

Colocar en estufa a 105 °C durante 2 h. Colocar en
desecador hasta que alcance la temperatura ambiente
y pesar. Volver a 105 °C durante 1 hora mésy repetir la
pesada. Continuar hasta lograr peso constante. Dejar
en desecador hasta el momento de ser usado.

¢) Preparacion de solucién de acido perclorico 1 N

Llenar hasta aproximadamente la mitad un matraz
de 100 mL con agua bidestilada. Agregar 8,4 mL de
acido perclorico concentrado (70%). Completar hasta
el enrase con agua bidestilada.

d) Preparacion de las soluciones de dicromato de

potasio en acido perclérico 0,001 N

Se deberan preparar 5 soluciones de las siguientes
concentraciones: 25, 50, 100, 150 y 200 mg/L.
— Preparacion de solucion de 25 mg/L:

e Pesar en balanza analitica con precision de
0,1 mg, 25,0 mg de dicromato de potasio pre-
viamente secado.

e Llenar un matraz de 1 litro con agua bidesti-
lada aproximadamente hasta la mitad.

e Trasvasar cuantitativamente el dicromato de
potasio pesado a dicho matraz, arrastrando
cualquier resto con agua bidestilada.

e Agregar 1 mL de solucion de acido perclori-
co 1 N (preparada en B).

e Completar hasta el enrase con agua bidestila-
da.

e Agitar por inversion hasta disolucion total.

= Almacenar en frascos de vidrio color carame-
loy en la oscuridad. Estable por lo menos 6
meses.

— Preparacion de las soluciones 50, 100, 150 y 200
mg/L:
Proceder de la misma manera que en el caso ante-
rior, pesando cada vez la cantidad que corresponda a
cada solucién con precision de 0,1 mg.
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Preparacion de solucién de nitrito de sodio 50 g/L
para control de presencia de luz parasita

a) Materiales necesarios
e Nitrito de sodio calidad analitica
e Agua bidestilada

b) Secado del nitrito de sodio

Colocar en estufa a 105 °C durante 2 h. Colocar en
desecador hasta que alcance la temperatura ambiente
y pesar. Volver a 105 °C durante 1 hora mésy repetir la
pesada. Continuar hasta lograr peso constante. Dejar
en desecador hasta el momento de ser usado.

¢) Preparacion de la solucion de 50 g/L

e Pesar en balanza analitica con precision de
0,1 mg, 50 g de nitrito de sodio previamente
secado.

e Llenar un matraz de 1 litro con agua bidesti-
lada aproximadamente hasta la mitad.

e Trasvasar cuantitativamente el nitrito de so-
dio pesado a dicho matraz, arrastrando cual-
quier resto con agua bidestilada.

e Completar hasta el enrase con agua bidestila-
da.

e Agitar por inversién hasta disolucion total.

METODO DEL PUNTO ISOSBESTICO
PARA EL CONTROL DE LA EXACTITUD
DE LA LONGITUD DE ONDA

Preparacién de la solucion de Rojo Congo

a) Materiales necesarios
< Rojo Congo calidad analitica
e Agua bidestilada

b) Secado del Rojo Congo

Colocar el colorante en estufa a 70 °C la noche an-
terior a la preparacion de la solucion. Retirar de la es-
tufa y colocar en desecador hasta que alcance la tem-
peratura ambiente antes de pesar.

¢) Preparacion de la solucion de Rojo Congo 14 mg/L:

e Pesar en balanza analitica con precision de
0,1 mg, 14,0 mg de Rojo Congo previamente
secado.

e Llenar un matraz de 1 litro con agua bidesti-
lada aproximadamente hasta la mitad.

e Trasvasar cuantitativamente el Rojo Congo
pesado a dicho matraz, arrastrando cualquier
resto con agua bidestilada.

e Completar hasta el enrase con agua bidestila-
da.

e Agitar por inversion hasta disolucion total.
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e Almacenar en frascos de vidrio color carame-
loy en la oscuridad.

Procedimiento

a) Materiales necesarios
e Solucion de Rojo Congo 14 mg/L
e NaOH5N
e HCI5N

b) Preparacion de las soluciones acida y basica del

colorante

e Colocar en sendos tubos de ensayo 10 mL de
la solucion de Rojo Congo con una pipeta de
doble aforo.

e Agregar a uno de los tubos 20 uL de NaOH 5
N (solucién basica). Mezclar por inversion.

e Agregar al otro tubo 20 uL de HCI 5 N (solu-
cion acida). Mezclar por inversion.

e Dejar ambas soluciones en reposo 10 minu-
tos.

e Realizar el barrido espectral antes de las 2 h.

¢) Realizacion del barrido espectral de las solucio-

nes acida y basica

e Utilizar agua destilada como blanco, llevan-
do a cero de absorbancia a 530 nm.

e Leer las absorbancias del blanco entre 530 y
550 nm.

e Sin modificar el cero, realizar el mismo barri-
do con las soluciones &acida y basica.
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e Restar a cada absorbancia en cada longitud
de onda, la lectura correspondiente al blanco
de agua destilada.

e Graficar absorbancia en funcién de la longi-
tud de onda para ambos espectros.

e Determinar la longitud de onda correspon-
diente al punto de corte de ambos espectros
(punto isosbéstico)

Preparacion de soluciones de cobalto para el control
de linealidad fotométrica en el visible

El color de las soluciones de cobalto es debido al
ion Co(H,0)¢ *2, cuyo méaximo de absorcién se en-
cuentra en 512 nm. Las soluciones se preparan por di-
solucion de la cantidad necesaria de una sal de cobal-
to (1), (nitrato, sulfato) que contenga entre 3y 12 g
de Co*2.

Disolver la cantidad de sal pesada en aproximada-
mente 500 mL de agua destilada. Agregar 12 mL de
acido sulfarico y llevar a 1 litro con agua destilada.

Las absorbancias a las longitudes de onda a contro-
lar se deben asignar contra soluciones de referencia
con valores de absorbancia certificados (NIST SRM
931) en un espectrofotometro de referencia. Para esto
se establecera un protocolo para la asignacion de valo-
res de absorbancia en funcion de la temperatura de me-
dicion, ya que el coeficiente de extincion del ion Co(ll)
es dependiente de la temperatura entre 20 y 37 °C.
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