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Aplicaciones y generalidades de un espectrofotémetro
UV-VIS UV-1800 de shimadzu

Resumen

| Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad EAN
E cuenta con un equipo de espectrofotometria UV-VIS UV-1800 de
la casa comercial Shimadzu de doble haz, para el analisis de una gran
variedad de analitos de origen tanto organico (compuestos organicos
conjugados) como inorganico (iones metalicos de transicion), que
tienen absorcién de radiacion en estas longitudes de onda, desde el
UV lejano al infrarrojo en el rango de 120nm y 1100nm.

El espectrofotometro UV-1800 permite realizar la caracterizacion de
compuestos (acercamiento a la identificaciéon de grupos funcionales)
y un analisis cuantitativo de cromoéforos con una sensibilidad de
ppm para estar a la vanguardia de la tecnologia y del conocimiento

investigativo en lo que a técnicas de analisis instrumental se refiere.

Palabras clave

Espectrofotometria, analisis  instrumental, UV-VIS, analisis

cuantitativo.
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Introduccion

s conocida la naturaleza dual que posee la tanto con propiedades
E corpusculares como ondulatorias. De esta forma algunos
fenbmenos es posible interpretarlos a la luz del modelo ondulatorio
de la luz, asi como otros pueden ser estudiados desde el modelo de la
luz como un conjunto de particulas elementales llamadas fotones. Las
propiedades basicas de la luz son su longitud de onda (distancia entre
picos adyacentes (o valles), y se designa frecuentemente en nan6émetros)
y su frecuencia (es el nimero de ciclos de onda que pasan por un punto
fijo por unidad de tiempo; y se mide en ciclos por segundo o Hertz -
Hz).

La luz visible representa apenas una pequefia porciéon del espectro
electromagnético, que abarca desde longitudes de onda muy cortas
(rayos gamma y rayos X) hasta longitudes de onda muy largas
(microondas y ondas de radio). La figura 1 muestra las regiones mas
representativas del espectro.

Figural. Espectro electromagnético. Resaltado en el recuadro, indica el rango
de adquisicion el equipo UV-1800.

The Electromagnetic Spectrum
Regidn de andlisis del equipo UV-1800

X-Rays Microwave
—_— —
Gamma |
Rays ' Radio
meters . L 1 L L 1 L L L )
1013 101 10 10t 10
om L I I 1 L I 1 I " I
Wavelength 1011 107 10! 10 10°
nm L L L L L L L L )
104 102 10* 10° 10"
Frequency Hz _ 1 L . p
1021 101° 104! 10? 107
Energy kcal L 1 L L )
10® 10% 102 1074 10°%

Fuente. Adaptada de https://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/
virttxtjml/specttpy/uv-vis/spectrum.htm.
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Cuando un haz de luz blanca pasa a través de una sustancia
coloreada, una porcién de las longitudes de este rango es absorbida,
mientras que el restante conjunto de longitudes de onda es reflejado;
fenémeno que origina el color de los cuerpos, y en el que se basa la
espectrofotometria de absorcion UV-VIS.

La espectrofotometria de absorcion UV-VIS se encarga de medir
la atenuacién de un haz de luz después de su paso a través de una
muestra. Esta técnica es cominmente usada para la deteccion de
grupos funcionales, deteccion de impurezas, analisis cualitativo y
cuantitativo de analitos, medicamentos con grupos cromofoéros entre

otras aplicaciones.

El principio basico de la técnica de UV-VIS es la absorcion de
radiaciéon de una frecuencia determinada en el rango de longitudes
de onda de UV-VIS, realizada por una molécula para producir una

transicion de un nivel de baja energia a un nivel de mayor energia.

En términos generales, la energia total de una molécula (ET) es la
sumatoria de su energia electronica (EE), su energia vibracional (EV)
y su energia Rotacional (ER).

ET=EE + EV + ER

La energia de la radiacion en el rango de longitud de onda del
visible (38.1 a 71.5 Kcal/mol) es menor que en el rango del ultravioleta
(UV) (143 a 71.5 kcal/mol) (Gilbert & Martin, 2011). En este rango
de valores de energia se vera qué tipo de transiciones son posibles
en la molécula, ya que la magnitud de la energia requerida por la
molécula decrece en el siguiente orden: EE > E1” > ER, de tal forma
que las transiciones posibles en la molécula son de tipo vibracional,
rotacional y hasta electrénica dependiendo de la regién del espectro

que incide sobre la misma, como se esquematiza en la figura 2:
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Figura 2. Diagrama de los niveles de energia de un 4tomo o molécula.
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Fuente. Adaptada de Jang, 2017.

En la anterior figura, se indican con flechas los cambios que se
producen por absorcién de radiacién infrarroja (IR), visible (VIS) y
ultravioleta (UV).

El equipo UV-1800 disponible en nuestros laboratorios puede
realizar lecturas entre los 120nm y 1100nm. Este rango de radiacién
cubre el espectro UV cercano y lejano, el espectro VIS y parte del
infrarrojo cercano (NIR), como se representé en la figura 2, por
tanto, el tipo de transiciones moleculares que podemos esperar son
electronicas y vibracionales, que al combinarse generan bandas anchas
caracteristicas de los espectros UV-VIS, por la combinaciéon de los
diferentes tipos de transiciones especificas para cada compuesto o
mezcla de compuestos, en el espectro que se registra como resultado
de un barrido en el rango de analisis del equipo UV-1800.
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En este orden de ideas, al adquirir un espectro en el rango de lectura
del UV-1800, el usuario obtiene como resultado el conjunto de bandas
de absorcion de todas las posibles transiciones de su(s) compuesto(s),
que seran acordes a las posibles transiciones de los grupos funcionales
de su molécula; como metodologia de caracterizaciéon quimica de un

material (identificacién de grupos funcionales).

La absorbancia (medida de la capacidad de una sustancia de
absorber luz de una determinada longitud de onda. La absorbancia
es igual al logaritmo del inverso de la transmitancia) de una muestra
es proporcional al nimero de moléculas absorbentes en el haz de luz
del espectrometro (concentraciéon molar de analito), acorde a la ley
de Lambert-Beer; de modo que el equipo UV-1800 permite realizar
medidas cuantitativas de un analito, partiendo de la construccién
de una curva de calibracién para interpolar la concentraciéon de la
muestra, desde la relaciébn matematica de las concentraciones de los
estaindares conocidos con una sensibilidad en el UV-1800 hasta el
rango de ppm.



Operaciones basicas

con el instrumento

1.1 Especificaciones generales del

Instrumento

Las principales partes de un espectrofotdmetro son tres, el sistema

de iluminacién, el sistema monocromador y el sistema de deteccion

y registro.

Tabla 1. Especificaciones generales del instrumento.

Dimensiones 450 (ancho) x 490 (profundidad) x 270
(altura) mm
Peso 15 kg

Fuente de luz

Lampara de tungsteno y lampara de deuterio.
Vida atil: 2000 horas

Intervalo espectral

190,0 ~ 1100,0 nm

Temperatura de operaciéon

15°C-35°C

Ancho de banda espectral

Inm (190 to 1100nm)

Indicacién de la longitud de onda

En incrementos de 0.1-nm

Fijacion de la longitud de onda

En incrementos de 0.1-nm (incrementos de
1-nm al establecer un intervalo de barrido)

Exactitud espectral (para
validacion del equipo, en correcto
funcionamiento del sistema 6ptico)

#0.lnm @ 656.1lnm D2 #0.3nm (190 to
1100nm)

Repetitividad espectral

+0.1nm

La luz espuria o erratica: es toda luz que
llega al detector sin haber atravesado
la muestra cuya absorbancia queremos
medir.

Menos de 0.02 % usando Nal a 220nm,
NaNO, a 340nm menos de 1.0 % usando
KCl a 198nm

Sistema fotométrico

Doble haz
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Tabla 1. Especificaciones generales del instrumento (Continuacion)

Intervalo fotométrico de medida

Absorbancia: -4 a 4 Abs. Transmitancia: 0 %
a 400 %

Exactitud fotométrica

+0.002 Abs (0.5Abs) +0.004 Abs (1.0Abs)
+0.006 Abs (2.0Abs)

Repetitividad fotométrica

Menos de +0.001 Abs (0.5 Abs), menos de
£0.001 Abs (1 Abs), menos de +0.003, Abs
(2.0 Abs)

Estabilidad de la linea de base

Menos de 0.0003 Abs/hora a 700nm (después
de una hora de encendida la fuente de luz)

Nivel de ruido

0.05 valor RMS a 700nm

Software

UV-PROBE

Fuente. Shimadzu, 2014.

1.2 Consideraciones antes de encender el

instrumento

Verifique que el compartimiento de las celdas se encuentre desocupado

cuando encienda el interruptor del instrumento. Si hay un objeto

obstruyendo el paso de la luz en el chequeo inicial generara el error

“NG” en energia de la lampara por baja intensidad de la luz incidente
en el detector (SHIMATDZU.UV-1800, 2013).

1.3 Operacion basica de encendido

A continuacién se describe secuencialmente como encender el equipo

y acondicionarlo para realizar un analisis, estos pueden ser realizados
stand alone (seccién 5) o a través del software UV-PROBE (seccion 6).

A. El encendido del instrumento se realiza directamente en el

interruptor, ubicado en la parte inferior derecha del equipo.
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Figura 3. Imagen Externa Espectrofotimetro UV-1800.

Power OFF

- J

Fuente. LabCommerce, 2017.

B. Cuando el instrumento es encendido (ON), el UV-1800 comenzara
de manera automatica la ejecuciéon de chequeos de rutina e
inicializaciéon. Una vez terminado el autochequeo el equipo
solicita identificar el usuario y la contrasefia; ingrese con el usuario
Administrador, el password es nulo, ingrese con Enter desde el
teclado del UV-1800. Una vez terminado el chequeo inicial se
observa la siguiente pantalla del UV-1800.

Nota. Para garantizar estabilidad en las lecturas realizadas, se
recomienda encender el instrumento como minimo 30 minutos antes
de realizar las lecturas.

13
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Figura 4. Esquema pantalla operacién modo Stand alone.

( Indica la longitud de onda actual \
Titulode la pantalla vy el valor de Absorbancia medido

UV-1800 2 e
Icono de la fuente de luz

Numeracién para _— ey W (Ldmpara haldgena)
2.5pectren z .

operar desde el 3.Quantitation D (Ldmpara Deuterio)

teclado numérico g;:::‘é" Este icono es mostrado unicamente

6. Multi-Conponent cuando la lémpara estd encendida.
7.Bio-Nethod
8.Utilities

Input ites No,

®000®6
@ o0eEE
\_ —/ J

Fuente. Shimadzu, 2014.

La figura muestra la relacion entre el UV-1800 y el teclado. Los
modos y configuraciones de cada pantalla se seleccionan con los
ntmeros de 0 a 9, presionar Enter o las teclas F1-F4.

1.3.1 Correccidn linea base

La correccion de la linea base se realiza sin celdas en el equipo y en el
rango de longitud de onda seleccionado, afecta a todas las subsecuentes
lecturas con el mismo rango. La correccion de la linea base asegura un
punto de referencia antes de iniciar cualquier coleccién de datos, por
ello una vez terminada la correccién de linea base la informacion es
almacenada en el historial del instrumento, incluyendo analista, fecha
y sera aplicado para todos los subsecuentes analisis.

A. En la pantalla inicial con el teclado digite 2 para seleccionar el
modulo espectro (Spectrum) y Enter.
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B. La ventana que observard se muestra en la imagen a la derecha.
Seleccione 2 para establecer el rango de longitud de onda en el que
desea analizar, ingrese 1100 con el teclado numérico y dé Enter,
digite 190 y de nuevo Enter. Este corresponde al rango total de
analisis del equipo.

Figura 5. Esquema pantalla operacion modo Stand alone. Modulo spectrum.

’F [550.6m]_0,00028 )
1.Meas, wode : Abs

2 .Scan range : 00Bnw ~ 400nm
3.Rec, range : 0.008A ~ 1.000A4
4.5can speed : Fast

5.5can pitch : AUTD

6.No, of scans : 2 Cucle: 300sec
7.Display wode : Overlay
8.Auto-Print : ON

Input 1tem No, (START:Measure)

Wi ascCor S0 Capt lieasScriliSavPar anlll

®

C. Terminada la configuracion verifique que no se encuentre ninguna

Fuente. Shimadzu, 2014.

celda en los compartimientos. Posteriormente realice la correccion
de linea base presionando la tecla

1.3.2 Preparacion de la muestra en la celda
de lectura

En general todos los espectrofotémetros UV-VIS son instrumentos
para la medicién de muestras en solucién (mezclas homogeéneas),

por tanto, es indispensable que si su muestra contiene particulas
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de un tamafo mayor al de una solucidon (colides, dispersiones,
espumas), es necesario realizar un tratamiento previo como filtracion
o centrifugacién, ya que particulas de mayor tamafio resultan en
absorbancias altas que no corresponden a la absorcién por excitacién
de la muestra, sino por obstruccion del paso de luz (cuerpos opacos).

A. Aseglirese que las celdas de cuarzo estén completamente limpias

antes de adicionar su solucion.

B. En la primera celda adicione el solvente (blanco) dejando 1 cm
abajo del borde, se recomienda realizar una adicién de solvente
a la celda para purga, descarte y adicione nuevamente disolvente
evitando que queden burbujas al interior de la solucién, ya que la
presencia de aire afecta la medicion.

Figura 6. Macro cuvette.

Fuente. https://www.brand.deg

C. Ubique la tapa de la celda en la parte superior de la misma. Limpie
con papel de arroz el exterior de la celda.

D. Introduzca la celda con el solvente en el compartimiento superior
de referencia. Para ubicar la celda en el equipo oriente la seccién
opaca de la celda hacia su frente, para permitir el correcto paso del
haz de luz a través de la celda con la solucién.
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E. Adicione la solucién a medir en la otra celda de cuarzo, repita el

mismo procedimiento que para la celda de referencia. Ubique la

celda con la muestra en el compartimiento inferior del equipo,

como lo muestra la imagen.

Figura 7. Compartimientos para muestra UV-1800. G.

L]
Camp & tirmien i
superior - Cald s de
relarencia (Blanco ).

B

Coarmp & timian to
RiECiaL: muesera

Fuente.

Adaptada de https://article.wn.com/view/2016/09/30/FY2015_

Slavery_and_Human_Trafficking Statement_Shimadzu_Corp/

F. Una vez ubicadas las celdas, cierre el compartimiento del equipo

para realizar la medicion.

G. Para operar el instrumento en modo stand alone contintie en la

seccion 3. Si se va a operar el equipo conectado al software UV-

Probe continte en la seccion 5.

Figura 8. Esquema pantalla menu operacion stand alone.

f_ 550.0na]_0.00024)
1.Photometric

2.Spectrum

|~ 3.Quantitation

4 Kinetics

5.Time Scan
6.Multi-Component
7.Bio-Method
8.Utilities

Input item No,

T T T e

Fuente. Shimadzu, 2014.
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Operaciones stand

alone en el UV-1800
(Shimadzu.UV-
1800,2013)

2.1 Lectura en modo fotométrico
(photometric)

A. En la pantalla en la que se encuentra oprima Return para regresar
al men 1nicial, con el teclado digite 1 para seleccionar el modulo
fotométrico (photometric) y dé Enter.

El UV-1800 en modo fotométrico permite realizar una medicion a
una Unica longitud de onda (item 1), o podemos tener la posibilidad

de realizar una medicion hasta en 8 diferentes longitudes de onda
(item 2).

B. Seleccione item 1 y Enter Inmediatamente se encontrard con la
vetana de la imagen.

Figura 9. Esquema pantalla ment operaciéon stand alone método fotométrico.

M Photonetric | [550,0na]_0,08548 )

e 550.0 nm
Wimm—_ 0. 083 Abs
wemme| 0.0830

1.Fac, K : 1.0000 _
Input 1tem No, (START:Measure)

- J
Fuente. Shimadzu, 2014.
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C. Cambie el valor de la longitud de onda con la tecla

D. Ubique la celda con la soluciéon de referencia (blanco) en
el compartimiento superior, y la celda con el analito en el

compartimiento inferior como se describe en la seccién 3.3.

E. El valor que muestra el monitor corresponde a la absorbancia de su
muestra, para obtener el valor de transmitancia presione y

(a)
O/
()

&)
(v)

=/

seleccione con las flechas % T.

®

2.2 Lectura en modo espectro (spectrum)

A. En la pantalla inicial con el teclado seleccione 2 para seleccionar el
modulo espectro (Spectrum) y Enter.

B. La ventana que observard contiene los mismos campos que el
moédulo Spectrum en el software UVProve (secciéon 5). Presione 1
en el teclado con las flechas seleccione las unidades en las que desea

realizar su medicion: absorbancia 0 %, transmitancia y Enter.

Figura 10. Esquema pantalla menu operacién stand alone método espetro.

? [550.0na]_0.0002A8)
1.Meas, wode : Abs
2.Scan range : 00Bnw ~ 400nm
3.Rec, range : 0,6004 ~ 1,0004
4.5can speed : Fast
5.5can pitch : AUTOD
6i.No, of scans : 2 Cuycle: 300sec
7.0isplay wode : Overlay
§.Auto-Print : ON
Input itew No, (START :Measure)
MeasS

\ L/

Fuente. Shimadzu, 2014.
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C. Seleccione 2 para establecer el rango de longitud de onda en el que
desea analizar y Enter.

D. Si desea realizar un ajuste de la escala del eje Y antes de iniciar la
adquisicion, puede ajustar el maximo y minimo seleccionando la
opcidn 3 y Enter, por ejemplo: valor min 0.000A - 1.000A y Enter.

E. Seleccione 4 y establezcla el tiempo de acumulaciéon (tiempo de
espera entre una lectura y otra) la opcién Fast toma datos cada
0.05s, Medium cada 0.2s, Slow cada 0.5s y Very slow cada 2.0s. El
parametro por defecto es Medium.

E. Seleccione 5 para configurar el intervalo entre una medida y otra
durante el escaneo del rango de longitud de onda. Auto: configura
el intervalo dependiento del rango de lectura de manera automatica,
0.05 toma datos cada 0.05nm y los demas valores opcionales de
igual manera. Una vez seleccionado el modo de configuracion
deseado presione Enter.

G. Seleccione 6 para configurar el nimero de scan para cada punto
(de 1 a 99 veces).

H Seleccione 7 y configure la forma en la cual desea visualizar el
espectro. Sequential: en la pantalla solo sera visualizado el espectro
en adquisicidon y por cada adquisiciéon se actualiza. Overlay: la
pantalla no se actualiza, comenzara a ver el espectro en adquisicién
desde la izquierda sobre los adquiridos anteriormente.

Actualmente la opcién 8 siempre permanecera en off, ya que no se
encuentra conectado el accesorio de impresion.

I. Ubique las celdas de referencia y la muestra con el analito en los
compartimientos superior e inferior, como se describe en la seccion
4.3, cierre la tapa del equipo para iniciar la adquisiciéon de datos,

presione la tecla (START
STOP
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j. Una vez termine la adquisicion obtendrd una pantalla como se
evidencia en la imagen. Si la escala no le permite ver la totalidad

del espectro presione Return para ajustar el zoom y seleccione
AutoScal con la tecla F3.

Figura 11. Esquema pantalla resultado adquisicion espectro en modo stand alone.

 Soectrun | [280,0ma]_ 0,001
0. 5004
(6.100
/div)
0.000A
260.0m __ ( 5/div) __ 280.0m
\ 1 1 /

Fuente. Shimadzu, 2014.

k. St desea ubicarse en una coodenada del espectro movilice la linea
de lectura con las flechas hacia la derecha y hacia la izquierda. Las
coordenadas Abs y longitud de onda le apareceran resaltadas en la
parte inferior del espectro. Almacene los datos de la adquisicion en

su memoria USB, que puede conectar presionando F3 (LoadCurv).

Figura 12. Imagen externa UV-1800.
I 2

Entrada USB.

T

N
Fuente. LabCommerce, 2017




Operacion del UV-1800

con el software UV-
Probe (Shimadzu.
UV-Priobe, 2013)

| software disponible para el funcionamiento del equipo UV-
1800 Shimadzu es el UVProve, un software propietario de la casa

fabricante Shimadzu. Permite colectar, analizar y generar reportes de

manera simple e intuitiva.

El software incluye cuatro componentes basicos:

*

El médulo Spectrum, usado para escanear y analizar analitos en un
rango determinado de longitudes de onda.

El médulo Kinetics, usado para realizar mediciones en diferentes
intervalos de tiempo; es un método util en la determinacion de
cinéticas de reaccion Michaelis-Menten, en las que se describe la
velocidad de reacciéon por catalisis enzimatica.

El médulo photometric para analisis cuantitativo de analitos. Con
este paquete es posible realizar la medicién de un unico valor de
absorbancia (0 % T) a una o mas (hasta 8) longitudes de onda
especificadas por el usuario, asi como la construccion de curvas de
calibraciéon para el analisis cuantitativo de un analito basado en la
ley de Lambert-bee.

Generador de reportes.

3.1 Procedimiento para la operacion del

UV-1800 con el software UV-PROVE

A. Para iniciar la conexion el UV-Probe al PC verifique la conexién

USB del UV-1800 al equipo de computo desde el cual operara el
equipo, el cual debera tener instalado y configurado el software
UVProbe. Inicie el software, como se muestra a continuacion:
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Figura 13. Imagen ventana inicial software UVProbe.

A icono en el escritorio para iniciar
UVProbe.

B Pantalla inicial de UVProbe,
en la barra de herramientas de la
parte inferior encontrara el icono
para solicitar la conexién al equipo

desde el software una vez se halla
encendido el UV-1800.

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

B. Verifique que el espectrofotémetro se encuentre conectado a su PC
en la barra de herramientas inferior. Si esta conectado los botones
los observara activos y el altimo icono de la derecha sera Disconnect
(imagen arriba). En caso contrario, haga clic en Connect en la
barra de herramientas inferior.

3.2Mo6dulo Spectrum

El objeto del modulo Spectrum es el control del espectrofotometro
para la adquisicién de un barrido en un rango de longitudes de onda
de la muestra de analisis.

El médulo incluye 3 paneles y una barra de herramientas (imagen
a la derecha):

En el panel de operaciéon visualiza la informacién colectada, las
funciones de manipulacién como Data Print, areas de los picos y
picos seleccionados. En el panel de método visualiza la informacién
del método de coleccion de datos actual. En el panel de grafico se
visualizan los graficos activos, superpuestos con anteriores scan o
listados uno tras otro.
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Figura 14. Imagen ventana inicial software UVProbe para operaciéon
en modo espectro.

Panel de Operacidn

Panel de Método Panel Grafico

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

El procedimiento general para la construcciéon de un espectro en
un rango de longitud determinada se muestra a continuacién:

Figura 15. Diagrama procedimiento para adquisicién en modo
espectro usando UVprobe.

Crear nuevo método de coleccion de datos
(Parametros)

v

Guardar método de
medida

Correccion linea base

v

Preparacion de la muestra en la celda

v

Coleccion de datos del espectro

v

( Guardar datos

A MY Y

— O

Fuente. Elaboracion propia.
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3.2.1 Creacion nuevo método de coleccion de datos

A. Parainiciar el moédulo Spectrum ubicado en la barra de herramientas
superior, dé clic en el icono 5

B. De la barra de herramientas superior, seleccione Edit > Method, o
haga clic en el icono Método para desplegar el siguiente cuadro de
dialogo:

Figura 16. Barra de herramientas principal UVprobe en modo espectro.

UVProbe - [Spectrum]
8 Fule\fiew Operati Graph | Tools  Wind, Help
De@d t R SR DpFcH ARy ARl Bee & BHius AN

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

C. En la pestafia Measurement, configure el rango de longitud de
onda en el que desea analizar su muestra, en la opcidon Wavelength
range (nm) por ejemplo si su rango de interés es: (600nm y 450nm)
ingrese 600 en el campo Start y 450 en el campo End.

D. Seleccione en el campo velocidad de barrido (Scan Speed) medio
para una adquisicibn cada lnm; si desea mayor resolucion

disminuya la velocidad de scan hasta 0.1nm.

E. En el campo de Scan Mode seleccione single para realizar una tinica
lectura por punto en el rango de longitud de onda seleccionado.
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Figura 17. Ment configuraciéon parametros de medicion modo espectro.

Spectrum Method

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

F. En la pestafia Instrument Parameter de la misma ventana (imagen
a la izquierda), seleccione Absorbancia en la lista de formas de
medida (Measuring Mode).

G. Clic en OK para enviar los parametros al espectrometro. Cercidrese
de la configuracion en el espectrofotémetro.

Figura 18. Menu configuraciéon parametros del instrumento modo espectro.

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
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3.2.2 Guardar método de medida

Guarde el método como un archivo .smd para ello:

Figura 19. Barra de herramientas principal uv probe parametros
de medicién modo.

UVProbe - [Spectrum]
£ File Edit View Operations Graph Instrument Tools Window Help

D@l s BR &R 2o anage BR® S36E ® B4 AN

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

A. Seleccione de la barra de herramientas superior File > Save as.

B. En el campo File name, ingrese el nombre del archivo, por ejemplo:
Metodo_Espectro_600-450.

C. En la lista Save as type, dé clic en Method file (*.smd), acto seguido

clic en Save.
3.2.3 Correccion linea base

La correccion de la linea base se realiza sin celdas en el equipo, y en el
rango de longitud de onda seleccionado afecta a todas las subsecuentes
lecturas con el mismo rango. Si la correccién de linea base se realizd
con el equipo operando en modo Stand Alone (Seccion 4.2) no es
necesario realizarla nuevamente usando el software. Si no ha realizado
la correcciéon puede hacerla usando UV-Probe, como se indica a

continuacion:

A. Seleccione Window>Spectrum para abrir el médulo Spectrum.

B. Clic sobre Connect en la barra de herramientas inferior para
conectar el software al UV-1800.

C. Cuando los parametros de la linea base aparezcan en el panel de
método entre 700 como Start y 300 como End, modifiquelos de
acuerdo al rango de longitud de onda de su interés. Dé clic en OK.
Verifique la lectura en la ventana del espectrofotémetro.
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D. Cuando el scan ha finalizado, dé clic en la pestafia Instrument
History y verifique que la correccién de linea base haya sido
efectuada.

Figura 20. Ventana UVProbe de procesos.

‘ Correccidn de linea base realizada. |

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

3.2.4 Coleccion de datos para el espectro

A. Para asegurar que toda la informacién colectada es visualizada en
el grafico, dé clic derecho con el mouse y seleccione Auto Scale.

Figura 21. Mena configuracion de escala UVProbe para modo espectro.

Fie Edt View Opetions Guagh Intument Toch

Window Help
D@d ' &R - aaglel RRAR 20d 3 B s U s AN

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

B. Dé clic en Start en la barra inferior. En el cuadro emergente New
Data Set indique el nombre del espectro PE: Didymiun en el campo
File y el nombre de la informacion de salida PE: Data 1, y dé clic
en OK para iniciar la medicion.
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Figura 22. Ventana UVProbe almacenar método.

e foamer - mol

Data Storage: |D¢.|
Dota Set [fovoua
Analyst |
Lommant =
\ L Ok ] Cancel |
J

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

3.2.5 Almacenamiento de la informacion

Para este punto del analisis la informacién ha sido colectada y
nombrada, la informacién ha sido almacenada Gnicamente en la
memoria; pero no ha sido almacenada en el disco. Si el software es
cerrado en este momento la informacién se perdera. Para preservar
la informacién es necesario guardar cada informacién en un archivo
que incluird: tabla de Peak Area, tabla de Point Pick, tabla de Peak
Pick, informacion del método, resumen de la informacién e historial

de la informacién.

A. Seleccione File > Save as.

B. Seleccione la ruta apropiada para el directorio en el campo superior
de la ventana de dialogo.

C. Ingrese el nombre del archivo, por ejemplo: Diymium.
D. Seleccione .spc in la lista Save as type.

E. Clic en Save.

Para editar reportes y manipulacion del espectro dirijase a la seccion
5.3: generacion de reportes.
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3.3 Modulo photometric

El objetivo basico del moédulo fotométrico es determinar la
concentraciéon de un analito en una muestra. Al realizar medidas de
absorbancia (o transmitancia) de soluciones estandar de diferente
concentraciéon con el espectrofotdmetro el software nos sirve de
herramienta para la creacion de una curva de calibracién, la cual puede
ser usada para calcular la concentracién de muestras desconocidas,

interpolando la relacibn matematica calculada.

El médulo incluye cuatro paneles importantes: tabla de estindares,
curva de estandares, tabla de muestras, grafica de muestras, cada panel
tiene solamente una funcion a visualizar, con excepcion de la tabla de

muestras que incluye los estandares.

Figura 23. Esquema de ventanas UVProbe para método cuantitativo.

‘m(:mur--l-nonumwlmwmuu > a_,
D] (%@ SR = || WIWE 2| [ale AR 2SI ) -]
Standard Table - [ Active | Seancess Corve
| samele | twpe [ x| cCome | wotractor|  Commems |
T I - I I o
3 o Curva de Estandares
Tabla de Esténdares -
S ™ C—— - 8
Sample Table X Tomon oo
[ somole | _Type | &x] cone | Commens | .
‘ — ‘ . F Grafica de Muestras
Tabla de Muestras oy

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

Para ingresar al médulo photometric []I seleccione el icono de
la barra de herramientas superior:

Figura 24. Barra de herramientas UBProbe principal para modo fotométrico.

UVProbe - [Photometric]
(f File Edit View Graph Operations Instrument Tools Window Help

DEH (2B &R '_v!|‘_‘i M!M\Me wBE S8 ™ K-

Standard Curve

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
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El procedimiento de creacién de una curva de calibracion y lectura
de una o varias muestras desconocidas se esquematiza en el siguiente
diagrama de flujo:

Figura 25. Diagrama procedimiento para adquicion en modo fotométrico en
software UVProbe.

(

Creacion nuevo método de coleccion de datos
(Parametros adquisicion Curva Calibracion)

Creacion del ‘

método ¢
( Guardar método )

\
’ ( Informacién archivo (Curva de calibracion)

( Informacion - (Tabla de estandares) )
Medicion de ¢
estandares {
( Lecrura de los estandares )
( Guardar resultados tabla de estandares )
¢ Medicién muestra desconocida
L Lectura muestra de analisis
Medicion
muestra ¢

Guardar informacion del analisis

—

desconocida (

Fuente. Elaboracion propia.

3.3.1 Creacion nuevo método de coleccion de datos
(parametros adquisicion curva calibracion)

A. En la barra de herramientas superior seleccione File > New.
B. Seleccione Edit > Method. Se abrira la ventana emergente
Photometric Method Wizard.
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C. En el campo Wavelength (nm) ingrese la(s) longitud(es) de onda en
las que desea realizar la(s) curvas de calibracion; por ejemplo 530,
para incluir esta longitud en las entradas (Entries) haga clic en el
icono Add. Comenzaran a aparecer las longitudes de onda en el
recuadro Entries. Proceda con la segunda longitud de onda, por

ejemplo 550 y dé clic en Add.

Figura 26. Ventana configuraciéon parametros del instrumento UVProbe en
modo fotométrico.

Ahotometric Method Wizard -[Wavelengths] ? }\
o] Coumn [w
Wavelength Type: Point L800.0
Ca—
—_— -
Remove
_ ke |[Gotes] | Conceer )

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

D. Dé clic en Siguiente para configurar los parametros que se describen

a continuacidn:

E. En el campo Type box, seleccione Multi Point para especificar que
la curva de calibracion sera construida para dos puntos diferentes
(530nm y 550nm segun el ejemplo). Si se va a realizar la curva en

una unica longitud de onda seleccione Single Point.
F. En el campo Formula seleccione Ratio.

G. En el campo WLI1 especifique la primera longitud de onda (por
ejemplo 530) y en el campo WL2 la segunda (550). Si desea construir
la curva en una unica longitud de onda seleccione Single point. Y

en Formula Fixed Wavelength.
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Figura 27. Ventana configuraciéon parametros para cuantificacion UVProbe
en modo fotométrico.

Gtometric Method Wizard -{Cakibration] 7 A

Type: | Muli Port v

Foma | Foed Wavelength Unts [mot

wu v ~ v

Parameters
@Abs=flConc) (O Conc=flAbs)

Abs = K1{Conc] + KO
Order of Curve: st v

[Jzeo Intescegson

Y o [Gmr] | e )

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

H. Verifique que en el campo Columna Name sea Result. Para cada
muestra que sea leida por el equipo, el resultado indicara la
absorbancia leida a 530nm, dividido por la absorbancia leida a
550nm.

I. Enel campo Order Curve seleccione 1 para una relacién matematica
lineal de la curva de calibracién. Dé clic en Siguiente. Encontrara
esta ventana:

Figura 28. Ventana configuracion parametros de medicion del estandar para
cuantificacion UVProbe en modo fotométrico.

Oata Acqued By OUserErty @ lnstument

] | [ Promot bedor gt

() Doy Samgie Raad 0 woconds

OAuto Scan O Timed Repest @ Nore

Non

Settriga of the cecmal clace to dagiaey
were set in the

Mv&-n\dh&lﬁdgl merns [Vew} 15 1
for daplayng
afer method

0 Sanderd Table, S £ P. Table and Standerd Curve) 88000

\ <hs | Squerte> c-a.j
Fuente. Shimadzu U.-P. ; 2014.
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J.  Seleccione el método de adquisicién en el campo Data Acquired
by desde el equipo, escogiendo la opcién Instrument. Dé clic en
Siguiente.

K. Aparecera la ventana de parimetros de medicién para muestras
desconocidas, la cual se puede configurar. Elija el método de
adquisicion en el campo Data Acquired By desde el equipo,
seleccione la opcidn Instrument. Dé clic en Siguiente.

Figura 29. Ventana configuraciéon parametros de medicién para la muestra en
método de cuantificacion UVProbe en modo fotométrico.

(ﬁ(omﬂﬁ( Method Wizard -[Measurement Parameters(Sample)] ? Y\
Data Acqured By: (O UserEntry (@ Instrument
Sample Repettions: (1| [ Promt before repest
[ Delay Sample Read B seconds
(O Auto Scan O Timed Repeat @ None
Non
Settings of the decimal place to display
These settings were set inthe
Ra:\dodv&mnmodlorm&]: menu [Mew{Settings. ]
= Decimal place for displaying
Number of decimal place to display: 3 can be changad after method
in Sample Table and Sample Graph) cesen
\ v ==,

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

L. Una vez configurados los parametros de medicién, encontrara
la ventana para configurar las propiedades del archivo para
almacenamiento. En el campo Filename indique la ruta en la
que el archivo del método y los resultados seran almacenados,
por defecto es almacenado en la carpeta Data del archivo del
software, el nombre del archivo correspondera a la fecha_hora de
adquisicion. La extension es .pho.

M. Para terminar dé clic en Finalizar.
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Figura 30. Ventana para almacenamiento de método cuantitativo en UVProbe.

AAotometric Method Wizard -[File Properties] ? A

O When you create a Method file or a Standard fle (ot a Data fie),
please chck the Firish button now!
You can edt some propedies of this page later in Fle > Properties >
Summary Tab.

Method Property Sheet wil be deplayed when the Finsh button i3 chcked
¥ you need to use advanced parameters of Photometric such as Equations,
Pass/Fal, Instrument and Attachments. Please sat up these pages.

\_ i =,
Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

N. Aparecerad una ventana emergente para especificar los parametros
de la medicion fotométrica.

O. Seleccione la pestaiia Parameter tab.

P. Seleccione la pestana de Instrument Parameters.

Q. Seleccione en el campo Measuring mode Absorbance.

R. En el campo de Slit Width(nm) seleccione 2.0.

S. Se recomienda dejar los demas parametros por defecto.

T. En la pestafia Wavelengths las longitudes de onda fueron las
ingresadas, para el ejemplo WL530, WL550 y Result.

U. Dé clic en Close.
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Figura 31. Configuracién de parametros instrumentales método fotométrico
para cuantificacion.

1 3\

Measuremert Parameters(Sampie) Equrons Pasa/Fal
Wavmergtha Casrren Menaromert ParametensSandard)
Method Summery Instumant Paramatens Mtachmerts
Mesnsmg Mode Mbsbance v StWanpe) [0 Fues
Enegy

OFF v 0p4n)
Lt Source Ownge Wavelengh (06429 ) | 140
SR Exchange  Nomal v

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
3.3.2 Guardar método

Este paso es importante si a futuro se desea realizar una coleccién de
datos usando el mismo método que acaba de configurar. Este archivo

serd almacenado con extension *.pmd.

Figura 32. Menu emergente en File sobre la barra de herramientas

principal UVProbe.
UVProbe - [Photometric]
WG et View Graph Operations | Tools Window Help
DNew ceeN | SR D) RBME e «EE S9E ® & 0-4 D

@ Open...Ctrl+0
B save  Ctdss

1,
Type | &x | conc | wisso | wissoo | Resurt | wigtFactor | Com-| j

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

A. Seleccione File > Save As. Verifique la ruta de almacenamiento del
archivo en el campo Data (directory) en la ventana de Save.

B. En el campo File Name, ingrese el nombre el archivo, por ejemplo
PhotoMeth.

C. En el campo Save As Type, seleccione del listado desplegable
Methods (*.pmd) y dé clic en Save.
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Figura 33. Ventana para almacenamiento de archivo de configuracién para el
método cuantitativo creado en UVProbe.

ﬂ' Save As 3\
Guardyr en Data V| o @
* Nombre - Fecha de moddica.. Tigo
Demo WD T4 pm. Carpeta d
Accese rapuse Old Data WONNT 4T pm.  Carpeta d
z 8- carctene 19/03/2004 1:51 .. Photomet
Escrtone
"
Balictecas
Este equipo.
¢ .
Red
Nombm | Photobetn omd v [Cousde ]
Too: Phetometrc Fles (she) v | Cocede
] Save s Temgiste
NG o starctrd ard sarvche taties /

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
3.3.3 Medicidon de estandares

La configuracién de informacién como nombre de archivo para la
realizacién de la adquisicion. Si existe un método creado (*.pmd)

puede llamarlo para la medicion.

Figura 34. Menu emergente para abrir archivos creados sobre la barra de
herramientas principal UVProbe.

UVProbe - [Photometric]

Edit View Graph Operations Instrument Tools Window Help
ONew cieN | SR | R AR L e «QE 29E ® & % 0- 450
Opcn .Ctrl+O -

I Save  Ctrlss e ) N
Save As... Type | hll Conc Ilm-mrll Comments. |I .

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

A. Seleccione File > New para salir del método actual.

B. Seleccione File > Open.

C. Seleccione en el campo File Type > Measurement File (*.pmd=. de
doble click en el método que cre6 en el paso anterior PhotoMetric (o el
que dese usar para su medicion que haya sido creado con anticipacion).

D. Dé clic en Abrir.
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Figura 35. Ventana para apertura de archivos UVProbe.

fm Photometne Fle \\

[ Data or "m-
* Mombre Facha de modfica.. Tipo
Demo WOS2017427pam. Competa o
Accase ripide Old Data W0S/2017427 pam.  Conpeta
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< >
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Too Methods (" pmd) v Canceler

N\ Y

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

E. Aparecera la ventana File Property. Ingrese en el campo File
Name el nombre del archivo de adquisicion de salida por ejemplo
Photo 1.pho. puede ingresar Titulo del analisis comentarios en
los campos indicados de esta ventana o puede saltar este paso. Y
finalizar dando click en OK.

3.3.4 Informacion, tabla de estandares

Una tabla de estandares (Standard table) es una tabla de resultados
(absorbancia, transmitancia, energia o reflectancia) adquiridos para
concentraciones conocidas de un analito a una o varias longitudes
de onda. Para el ejemplo de este manual seran los resultados a dos
longitudes de onda: WL530 y WL550, la columna de resultados
sera adicionada a esta tabla una vez adquiridos los datos por el
espectrofotémetro. Los ID (ntmeros de identificacion de cada

estandar) y valores de concentracién pueden ser adicionados creando
la Standard table.

A. De clic en cualquier lugar del panel de Standard Table de la
pantalla.
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Figura 36. Esquema de ventanas para inicio de adquisicién en modo
cuantitativo UV-Probe.

 0- st =y

.
HHIT

Fampte Tabie

e o

REEAEE]

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

B. Ingrese la siguiente informaciéon en las columnas Sample ID vy
Conc haciendo clic en cada casilla de la tabla con los valores de

concentracion de la siguiente tabla de ejemplo:

Tabla 2. Tabla ejemplo de concentraciones patrén para construccion curva de
calibracién y ventana de estandares en UVProbe.

Sample ID | Concentration

DyeA 0.0

DyeB 25.0

DyeC 50.0

DyeD 75.0

DyeE 100.0
Standard Table-(Active)

pslzrilb Type | Ex | Conc S\Z)I:O 5\;%]:0 Result F\Z/c:gtzr Comm

1* | DyeA 0.000 1.000
2 | DyeB 25.000 1.000
3 | DyeC 50.000 1.000
4 | DyeD 75.000 1.000
5 | DyeE 100.000 1.000
6

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
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3.3.5 Lectura de los estandares
El espectrofotémetro puede ser usado para medir cada estandar.
Sin embargo, UVProbe también puede ser usado para realizar la

adquisicion de datos para crear la curva.

Figura 37. Barra inferior de acciones en UVProbe..

(I]JJI]AumZem! -Basellnel nc.nml !nmsml pcl)ioeonaeetl'

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

A. Verifique que el espectrofotdmetro esta conectado a su PC, en la barra
de herramientas inferior. Si estd conectado los botes los observara
activos y el Gltimo icono de la derecha serd Disconnect (imagen
arriba). Si no, haga clic en Connect en la barra de herramientas
inferior.

B. Diligencia la celda de cuarzo con el primer estandar y ubiquela en
el compartimiento inferior (muestra). Cierre la tapa superior para

iniciar la lectura.

Figura 38. Compartimiento para ubicacién de muestreas en UV 1800.

= \ N\

Campartimiento
superior, celda de referencia
(blancao).

B

Campartimienta

inferior muestra.

- =/
Fuente. Adaptada de https://article.wn.com/view/2016/09/30/FY2015_
Slavery_and_Human_Trafficking Statement_Shimadzu_Corp/
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C. Dé clic en el icono Read Std o presione la tecla F9.

D. El resultado aparecera en el panel de Stardard table, en las columnas
de WL530 y WL550 o en las columnas de las longitudes de onda
que haya seleccionado para el anilisis.

E. Contintie la lectura en el espectrofotdmetro de la misma forma, en
orden para cada estandar, no olvide purgar la celda con la siguiente
soluciébn mas concentrada antes de dejar la solucién para lectura.

F. Los datos de absorbancia pueden ser ingresados manualmente si en
la ventana de creacion del método cambia a entrada manual.

Figura 39. Ventana configuracion de adquisiciones para estandar en modo
cuantitativo UVProbe.

B

Data Acqured By: (O UserEntry (@) Instrument

Sample Repeticns: (1 | [ Prompt before repeat

[ Delay Sample Read 0 seconds
(O Auto Scan (O Timed Repeat (@ None
Non
Settings of the decmal place to display
. ZEly Thess sattings were sat in
WMmmdfacdalmg‘\F : menu [ew}{Settngs._]
Decimal place for displaying
Number of decimal place to display: 3 can be changed after method

in Standard Table. S.E P Table and Standard Curve) Creation.

\_ <Mrs || Siguente> Concear ]

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

G. En la barra de herramientas superior seleccione View < Standard
Curve para observar los datos adquiridos en la grafica.
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Figura 40. Menu emergente para visualizar de la barra de herramientas

principal de UVProbe.
&8 uVProbe - [Photometric] )
NI File Edit B8 Graph Operations Instrument
Dled |v  Standard Toolbar x il El_
. [7 Photometric Toolbar
Standard Tab [V Status Bar
S v Output Window Come
1 DyeA 0,000
o] DyeB Instrument Bar 25,000
3 DyeC |7 Photometer Status 50,000
4 DyeD |v Photometer Buttons 75,000
5 DyeE Auto Scan Window 100,000
6 [Q Standard Table
Sop Sample Table
S SEP. Table
Sample Table
samp E Standard Curve o
K ﬁ Sample Graph y,

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
H. A medida que se realizan las lecturas de cada estindar comenzara

a visualizar el resultado en la tabla y en la grafica, como se observa
en la imagen abajo.

Figura 41. Esquema de ventanas durante adquisicion del primer estandar en

modo cuantitativo UVProbe.

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014

I. Una vez termina la adquisicion de los estindares obtendra la tabla
completa y la grafica.
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Figura 42. Esquema de ventanas durante adquisicion de los tres primeros
estandares en modo cuantitativo UVProbe.

rd Table - (Active |
sampied | Type | x| Conc | wiso [ wussoo | Resur | wotsactor Comments
1 Joyes Stdard oo oo om0| 10| 1000 1000
2 o Stosdors sm|  om|  om| o] 1w N
3 Oyel Standard $0000 052 0020 1733 1,000 l‘ om0
T Stoodars | og| o] sx| 1w 5000
S oy Stodard 00| 10w o[ tsaes] 1o
5 0.000
\ 0000

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014

J. Para visualizar los parametros estadisticos de la curva dé clic
derecho con el mouse y seleccione Propiedades para obtener la

ventana emergente Standard Curve Properties.

Figura 43. Ventana para configuracion de estadisticas de las adquisiciones en
modo cuantitativo UBProbe.

@ldard Curve Properties l
ilm Statistics | Equalionl

vV Graph I Standard Error of Estimate

vV Equation I” Residual Standard Deviation

IV Standard Error of Prediction I ChiSquare
[V 95% Confidence Level
IV Comelation Coefficient r2
™ Multiple Correlation Coefficient r2
g J
Fuente. Shimadzu U.-P. ; 2014.

K. Seleccione los parametros estadisticos que desea visualizar dando
clic en los recuadros.

L. Dé clic en X para cerrar.

M. Para cambiar el orden de la curva seleccione Edit > Method.
Seleccione la pestafia Calibration en la ventana emergente y en el
campo de Order for Curve seleccione 2.° 0 3.° orden en busca del

mejor ajuste matematico a los datos adquiridos.
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3.3.6 Guardar resultados tabla de estandares

La tabla de estandares que acaba de crear puede ser almacenada para
consultarla posteriormente.

A. De la barra superior seleccione File > Save As. Verifique que la
carpeta de destino sea el directorio Data (imagen) en el campo
Guardar en.

B. Ingrese el nombre del archivo, por ejemplo: Standarddl en el
campo Nombre.

C. En el campo Tipo seleccione *.std.

D. Dé clic en Guardar.

Figura 44. Ventana para almacenamiento en disco de los resultados adquiridos
en modo cuantitativo UVProbe.

(ﬁ Save As }\
Guardar en: | Data Ll R = W 2
Nombre li‘ww Fecha de modffica... Tipo Tar
Demo 24/05/2017 10:39 a...  Carpeta de archivos
Old Dat; l |5AEEL CRISTINA CASTELLANOS ©4/05/2017 10:39 a...  Carpeta de archivos
m&cmx OneDrtve 31/01/2007 703 p.... Photometric Docu...
D PhetoM ﬂ Ete equio 24/05/2017 10:55 a...  Photometic Docu.
[ Escrtodo
7| Documentos
Misica
B Videos
&= Indgenes
i Disco kocal (C)
< Archivos de programa (x86) ! >
Shimadzu
Nombre: || Whrabe [ Guardar |
. —
oo [l gL crisT _Cancelr_|
UVProbe ‘
UVProbe243
Qm the starderd and sangle tables. W,

Fuente. Shimadzu U.-P. ; 2014.

3.3.7 Mediciéon muestra desconocida

Para este momento se puede estimar la concentracion de muestras
desconocidas empleando la curva de calibracién que se obtuvo. De
la misma forma en que fue creada la tabla de estindares en el panel
superior izquierdo de la pantalla, se realiza la creacién de la tabla de
muestras en el panel inferior izquierdo (Sample table).
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A. Dé clic en cualquier lugar del panel Sample table, en la parte
superior aparecera el mensaje Active, como se observa en la imagen.

Tabla 3. Tabla de muestras en modo cuantitativo UVProbe.

Sample Table - [ Active )
Sample ID Type l Ex Conc WL530,0 WL550,0 Result Comments
1
N

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

B. Digite los ID de las muestras a analizar (desconocidas), para
incluir una nueva casilla dé Enter. Para el ejemplo de este manual
digitaremos DyeF, DyeG, DyeH, Dyel, Dye]. Se obtendra el panel,

como se muestra en la imagen.

Tabla 4. Tabla de muestras diligenciada en modo cuantitativo UVProbe.

Standard Table-(Active)

Sam- WL WL
ple ID Type | Ex | Conc 530,0 | 550,0 Result | Comments
1* | DyeF

DyeG
DyeH
Dyel

DyeJ
Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

EN BN B S

C. Sino observa en la pantalla el panel de grafica de la muestra (Sample
Curve), seleccione View de la barra de herramientas superior y
simple Curve del ment desplegable (imagen a la derecha). En este
panel podra observar la concentracion calculada desde la curva de
calibracion de sus muestras graficamente.

D. Ahora puede iniciar la lectura de las soluciones desconocidas
desde el espectrofotémetro o de igual forma que en la curva de
calibracion puede ingresar los datos manualmente en la tabla.
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Figura 45. Barra inferior de acceso rapido a procesos UVProbe.

lunuAumZem! .Basellnel ns-mml !nmsu' Q%WI'

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

E. Verifique que el espectrofotometro esta conectado a su PC en la barra
de herramientas inferior. Si estd conectado los botes los observara
activos y el Gltimo icono de la derecha serd Disconnect (imagen
arriba). Si no, haga clic en Connect, en la barra de herramientas
inferior.

F. Diligencie la celda de cuarzo con el primer estindar, ubiquela en
el compartimiento inferior (muestra). Cierre la tapa superior para
iniciar la lectura.

G. Dé clic en el icono Read Std o presione la tecla F9.

Figura 46. Imagen de compartimientos para muestras UV-1800.

/—- . B

Compartimiento
superior. celda de referencia

Compartimiento
inferior

Fuente. Adaptada de https://article.wn.com/view/2016/09/30/FY2015_
Slavery_and_Human_Trafficking Statement_Shimadzu_Corp/

H. El resultado aparecera en el panel de Stardard table en las columnas
de WL530 y WL550, o en las columnas de las longitudes de onda
que haya seleccionado para el analisis.
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Figura 47. Menu emergente para ver de la barra de herramientas principal UV
Probe. Graficar muestra en modo fotométrico.

(. UVProbe - [Photometric] \
0 File Edit m Graph Operations Instrument Tools V|
DIB"IEI .i Standard Joolbar o !I ‘l‘lu!
IStandard Tab ?" e Toctts
ndard Tab - =
Samp Qutput Wind Conc WL530,0
1 DyeA 0,000 0,044
2 DyeB = Instrument Bar 25,000 0,304
3 DyeC ¥ Photometer Status 0,000 0,524
4 Dye0 ¥ Photometer Buttons 75,000 0.92¢
S DyeE Auto Scan Window 100,000 1,084
s [St4 Standard Table
< [[S Sample Table
h Se S.EP. Table
ample Table
samp (@, Standard Curve Conc | WLS30,0
T Jowr Ql nan| oty
X lovea 63887

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014

I. Continte la lectura en el espectrofotometro, de la misma forma en
orden para cada estandar, no olvide purgar la celda con la siguiente
soluciébn mas concentrada antes de dejar la solucidn para lectura.

Figura 48. Muestras en modo cuantitativo UVProbe terminada la adquisicién.

Sample Table - [ Active ) e | mmees
Sample ID Type Ex | Conc | w5300 [ wissop | Resuit Comme r 1
1° Joyer Unknown 3323 0,150 0035 4286 - .
80,000 1
2 oy Uninown 63857 0400 0031 12903 1
3 oyen Unknown 2318 0650 0,095 6802 £ soo00f
4 oy Unknown 40,965 0840 0130 64682 ° . .
BE Unkrown 70284]  1000]  0088| 14706 oo T
6 oy " s N
1 2 3 4 L]
{ > Sequence No

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

3.3.8 Guardar informacion del analisis

La informacién de las tablas de los estandares y de las muestras
puede ser almacenada en el disco en este momento. Los archivos
Photometric contienen las dos informaciones, tanto la informacion

de los estindares como de las muestras.

A. Seleccione File > Save.
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3.4 Generacion de reportes para impresion
3.4.1 Creacion de formatos personalizados

El generador de reportes es una herramienta para dar formato a los
resultados adquiridos, el usuario puede crear, dar formato, guardar
e imprimir sus reportes, los cuales incluyen graficas, texto, objetos
insertados. Cuenta con un enlace a los diferentes médulos de UVProbe.

A. Para iniciar el médulo de reportes es importante tener en UVProbe
abierto el archivo de resultados 0 método que desea formatear en
un reporte.

B. En la barra superior seleccione el icono

Figura 49. Barra de herramientas principal en modo fotométrico.

UVProbe - [Photometric]
(il File Edit View Graph Operations Instrument Tools Window Help

Ofll] (26| SR 2] Bl 2l [efe wfRIE ] B{u]t| Al

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014

Obtendra la ventana del generador de reportes (imagen abajo).

Figura 50. Ventana para edicién y preparacion de reportes de adquisicion en
UVProbe.

= B3 gt BT B9 A At A2 A3 Ak 4B B AT 18 19 20 521
Herramientas para

insertar texto, formas
o imagenes

Herramientasdel
mddulo PHOTOMETRIC

Herramientas del
moédulo SPECTRUM

Fuente. Adaptado de Shimadzu U.-P. , 2014.
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C. Configure la pagina de su reporte, inicie configurando las margenes,

en la barra de herramientas superior File < Page Setup.

D. Inmediatamente obtendra la ventana emergente para configurar la

pagina.

Figura 51. Ventanas de configuracién para reportes en UVProbe.

C/uﬂﬁglru pigina X &l uverobe - [Repont] )
Edit View Inset Tools Window Hi
O Mew Chrle N
| & Open.. Cul+0
ﬁ I Save Ctri=5
a Save As.
. = {2 plﬂ“'ﬁ---
Tece: [T | [\ Print Preview
Odgen: | res— =] & print... CtrleP
: S | 1PhotoMethod
& Vestical bgusds: [0 Dweche: 0 ﬁi CLE AT
“A  35pcPdf Output PeakPick
 Morzortal Spedor. [2458  rhesr [0 ﬁ 4 Spe Pdf Output_Area
i -
G| EAIET

A&

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

E.

En los campos izquierdo, derecho, superior e inferior digite las
margenes de su preferencia, por ejemplo 10.

Con la barra de herramientas izquierda, de acuerdo al método
usando para el analisis (Photometric o Spectrum), puede insertar
la informacién por grupos para ajustar el formato. A continuacién
un ejemplo.

. Para la curva de calibraciéon creada con el método Photometric

iniciaremos con el grafico de la curva.

. Seleccione el icono que mostrard como recuadro blanco

el espacio que ocupa el grafico dentro del formato de reporte, el
usuario debe, con la ayuda del mouse, ubicar la localizacién de este
item.
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Figura 52. Configuracion de reporte UVProbe.
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Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.
I. Para visualizar el reporte dé clic en el icono de la barra de
herramientas superior. Inmediatamente tendra una vista preliminar

de su reporte, como lo muestra la imagen.

Figura 53. Vista previa reporte en UBProbe.

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

De esta forma el usuario continuta insertando los reportes del analisis
que considere necesarios.
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3.4.2 Generacion de reportes usando plantillas
predeterminadas

El software UVProbe cuenta con plantillas estindar para la presentacion
de reportes para ello siga el procedimiento basico que se describe a
continuacion:

a. Desde la barra de herramientas seleccione File < Open. Inmedia-
tamente visualizara en la ventana emergente (Abrir) el listado de
plantillas disponibles. Seleccione la que desea usar teniendo en
cuenta el método de analisis y la informacion que desea presentar
en el reporte.

Figura 54. Ventana para abrir plantillas de reportes en UVProbe.

e = >

b [Tron 3 ~@ciE-

Nombre - Fecha de modifica—  Tipo Tomafio ~
TR Inhibitor Table 25/01/2007 1:228 p....  Shimadzu Report ... 14K8
TR Kin Data Print 25/01/2007 1:228 p....  Shimadzu Report ... 10K8
TR Kin Main Table 25/01/2007 129 p....  Shimadzu Report ... 12k8
TR Kin Method 10/12/2010 107 p....  Shimadzu Report ... K8
TR Kin Peak Area 25/01/2007 1:32 p....  Shimadzu Report ... 13K8
TR Kin Peak Pick 25/01/2007 1:31 14K8
T8l Kin Point Pick 13Kk8
} :m:: m: :"MG;:N Fecha de mcac{)u(nel;f 01/2007 1:32 p.m. :f:
T Michaelis Menten Stacked Graph 25/01/2007 134 p...  Shimadzu Report ... 11K8
- . 2 T Michaelis Menten Table 25/01/2007 135 p...  Shimadzu Report ... 14K8
Plantillas Para Curvas de calibracién TR Photometric Method 10/12/2010 109 p....  Shimadzu Report ... 2K
Método PHOTOMETRIC TRl Photometric Pdf Output 22/02/2010201p....  Shimadzu Report ... 5K8
TR Semple Graph 25/01/2007 1:38 p....  Shimadzu Report ... 13K8
Plantillas Para Muestras —{ TR Sample Pdf Output 22/02/2010201p....  Shimadzu Report ... 19K8
Método PHOTOMETRIC Tl Sample Table 25/01/2007 1:39p....  Shimadzu Report ... 18K8
TR Spc Active Graph 25/01/2007 1:44 p....  Shimadzu Report ... 12K8
TR Spc Active Graph_Landscape 25/01/2007 10:16 2 Shimadzu Report ... 12k8
Tl Spc Data Print. 25/01/2007 1:46 p....  Shimadzu Report ... 10K8
T spc Method 10/12/2010 1:11 p....  Shimadzu Report ... 12k8
Th Spc Overlay Graph 25/01/2007 1:47 p....  Shimadzu Report ... 11K8
N Tl Spc Overlay Graph_Landscape 25/01/2007 10:152—  Shimadzu Report ... 1Ke
Plantillas Para espectros W Spc Paf Output Aves P02 | ShimadouReport . 5xs
Método SPECTRUM T8 Spc Pdf Output_PeakPick 10/12/2010 1:15 p....  Shimadzu Report ... 28
T Spe Paf Output_PointPick 10/12/2010 1:13 p...  Shimadzu Report ... 15K8
T Spc Peak Area 25/01/2007 1:48 p....  Shimadzu Report .. 13K8
Th Spc Peak Pick 25/01/2007 1:49 p....  Shimadzu Report ... 14K8
T Spc Point Pick 25/01/2007 1:49 p....  Shimadzu Report ... 13k8

TR Spc Stacked Graph 25/01/2007 1:50 p....  Shimadzu Report ... 11K >

Nombee: || [~ ]

k Too:  [Repot Fles Cm0) =] Concer J)

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

b. Dé clic en el icono Abrir. Observara en pantalla los recuadros que
muestran el espacio de ocupaciéon de cada campo. Para visualizar
una vista preliminar de su reporte dé clic en el icono de la barra de
herramientas superior.
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Figura 55. Esquema de ventanas de plantillas y vistas previas UBProbe.

| Plantillaen el médulo Generaciéon de Reportes | | Vista Preliminardel Reporta

EECRECE SR ¥ T RO e L |
. L M s

TAD A% AR

Fuente. Shimadzu U.-P. , 2014.

53






Aplicacion

espectroscopia
UV-VIS

a espectroscopia UV-VIS como técnica analitica ha estado en uso

durante los Gltimos 35 afios, durante este periodo se ha convertido
en uno de los instrumentos analiticos en el dia a dia. En muchas
aplicaciones se podrian emplear otras técnicas, pero ninguna compite
con el UV-VIS por su simplicidad, versatilidad, velocidad, precision
y rentabilidad. Cuando consultamos el banco de informacién del
Analytical Abstracts, encontramos alrededor de 40.000 coincidencias
relacionadas con espectrofotometria UV-VIS. Los procedimientos
involucran medidas directas de las especies que absorben la radiacion,
medidas derivadas por acoplamiento con diversas técnicas o procesos,

como cromatografia, electroforesis u otros analisis de flujo.

Identificar la identidad de una sustancia, asi como las sustancias
estan presentes en una mezcla es llamado analisis cualitativo, mientras
que analizar la cantidad de estas sustancias en la mezcla es llamado

analisis cuantitativo, ambos tipos de analisis son posibles en el equipo
UV-1800.

4.1 Analisis cualitativo (espectroy
estructura quimica)

La absorbancia de luz en la zona del UV-VIS es determinada por un
cromoforo (grupo funcional que absorbe luz como C=0, C=C, N=N,
y N=O, que tienen multiples enlaces) y un auxocromo (como -OH,
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-NH2, y -SH, con pares de electrones no enlazantes) de manera que
depende de la estructura quimica de cada analito que mostrara un
patron especifico en el espectro de absorcién (es decir, la grafica de la
intensidad de absorcion frente a la longitud de onda de la radiacién
incidente).

Para las longitudes de onda en el rango UV-VIS, podriamos esperar
que el espectro de absorcién de una molécula mostrara lineas agudas,
ya que a una longitud de onda con la energia que coincide exactamente
a la requerida para excitar un electrén hacia una transicion electrénica
es la tnica capaz de registrar absorciéon. No obstante, en la practica
se encuentra que el espectro UV-VIS de la mayoria de las moléculas
consiste en unas cuantas curvas ensanchadas en vez de lineas agudas.

Figura 56. Espectro UV para el tolueno adquirido en UV-1800.
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Materials on the EP list are analyzed
by UV in a confirmation test.

\__Redline: UV-1800/resolution:inm _/

Fuente. http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/spectro/uv/
uv-1800.shtml

Estas curvas nos muestran que la molécula estd absorbiendo
radiacién sobre un rango de longitudes de onda, en razén a que la
transicion electronica suele ir acompafiada de un cambio simultaneo
entre numerosos niveles vibratorios asociados, asi como con un gran

nUmero de rotaciones. De esta manera, una transicién consiste de un
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componente electrénico, un elemento vibratorio mas pequefio y un
componente de rotacién atin mas pequeno. Esta tltima transicion, la
contribucién rotacional, muestra su resultado en la banda ensanchada
por su efecto de rellenar los vacios (absorciéon en amplios rangos de
longitud de onda).

En la transiciéon de electrones de orbitales de estado fundamental
tenemos tres tipos de orbitales que pueden estar relacionados: orbitales

hibridos [] (enlaces sencillos), orbitales hibridos [ (enlaces dobles) n

(no enlazantes) y los orbitales del estado excitado 0 * y [ *.

Una transicion en la que un electrén de uniodn se excita a un orbital
O antienlazado se denomina transicién de 0 a 0 *. En el mismo orden
[Ta[]] ™ representa la transiciébn de un electron. Asi, las siguientes
transiciones electronicas pueden ocurrir por la absorcion de la luz

ultravioleta y visible:

Oag ™
naco*
na[]*
[Tafl™.

La figura 56 ilustra el patron general de los niveles de energia, y
el hecho de que las transiciones son provocadas por la absorcion de

diferentes cantidades de energia.
4.1.1 Compuestos saturados

Las transiciones 0 a O * y n a O ¥ requieren una gran cantidad
de energia, por lo tanto ocurren en la regién ultravioleta lejano o
débilmente en la regiéon 180-240nm. En consecuencia, los grupos
saturados no exhiben una fuerte absorcién en la regién ultravioleta.
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Las transiciones a orbitales [] * que ocurren en la regién
ultravioleta para una molécula saturada particular, tienen lugar
en la regién visible si se modifica la estructura molecular. Muchos
compuestos inorganicos en solucién también muestran absorcion en
la region visible. Estas incluyen sales de elementos con capas internas
incompletas de electrones (principalmente metales de transicion),
cuyos iones estan complejados por hidrataciéon, por ejemplo, [Cu
(H,O, )I*". Tales absorciones surgen de un proceso de transferencia de
carga, donde los electrones se mueven de una parte del sistema a otro

por la energia proporcionada por la luz visible.

4.1.2 Compuestos poliinsaturados, o dobles enlaces
conjugados (cromoéforos)

Las transiciones de [] a [] ¥, cuando ocurren en grupos aislados en
una molécula, dan lugar a una absorcion de luz bastante baja. Sin
embargo, la conjugacién de grupos insaturados en una molécula
produce un efecto notable sobre el espectro de absorcioén. La longitud
de onda de la absorcién maxima se mueve a una longitud de onda
mas larga y la intensidad de absorcion a menudo puede aumentar. Los
sistemas aromaticos, que contienen electrones en orbitales p, absorben
fuertemente en el ultravioleta.

En general, cuanto mayor es la longitud de un sistema conjugado
en una molécula, mas cerca esta el A max de la region visible. Asi, la
energia caracteristica de una transiciéon vy, por lo tanto, la longitud
de onda de absorcién, es una propiedad de un grupo de dtomos mas
bien que los electrones mismos. De esta forma es posible identificar
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el grupo cromoforo presente en un analito basado en el analisis del

espectro de absorcién (tabla € max).

Tabla 5. Absorciones de los principales grupos croméforos UV-VIS.

Cromoforo Solvente Amax € max Tip (.) de
(nm) transicion
Alqueno n-Heptano 177 13000 S
178 10000
Alquino n-Heptano 196 2000 T-11
225 160
. 186 1000 n-o*
Carbonilo (Cetona) | n-Heptano 280 16 ot
. . 180 Elevada n-o*
Carbonilo (Aldehido) | n-Heptano 293 1 ot
Carboxilo n-Heptano 204 41 n-Tr
205 200 .
CX Hexano 755 360 n-0
-OH Agua 180 316 n-g*
Amida Agua 214 60 n-Tr
Azo Etanol 339 5 n-Tr*
Nitro Isooctanol 280 22 n-Tr
. . 300 100
Nitroso Etileter 665 20 n-TT
Nitrato Dioxano 270 12 n-Tr™

Fuente. Elaborada a partir de Kumar (2006) y Jang (2017).

Es importante anotar la importancia del solvente sobre el

espectro resultante, ya que la absorbancia en intensidad y longitud

de onda puede cambiar con la introduccién de solventes o diferentes

compuestos en una mezcla. Estos cambios pueden generan cuatro

efectos diferentes: el cambio del pico de absorbancia hacia longitudes

de onda mas grandes es llamado movimiento batocrémico”; el cambio
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hacia a longitudes de onda mas pequefos es llamado “movimiento
hipsocromico”; la disminuciéon en la intensidad de la absorbancia
se conoce como “movimiento hipocrémico”; el aumento se conoce

como “movimiento hipocrémico”.

Tabla 6. Disolventes comtinmente utilizados y sus longitudes de onda de
maxima absorcion.

Solvente Cut-off (nm)
Iso-octano 202
Alcohol etilico 205
Ciclohexano 200
Acetona 325
Tetracloroetileno 290
Benceno 280
Tetracloruro de carbono 265
Cloroformo 245
Eter etilico 220
Alcohol isopropilico 210
Alcohol metilico 210

Fuente. Elaborada a partir de Kumar (2006) y Jang (2017).

4.2 Analisis cuantitativo (curvas de
calibracion)

El equipo UV-1800 tiene su mayor aplicacion en el analisis cuantitativo
de analitos o también conocido como analisis colorimétricos. La ley
que es principio de este analisis cuantitativo es la ley de Lambert-Beer,
que tiene su base matematica en la medida de absorciéon de radiacién

de muestras en solucién.
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Figura 57. Esquema paso de luz a través de la muestra en la celda.

éa )

Luz Incidente lo Concentracion Luz Transmitida I=lo x 10
de la Muestrac

— >

Longitud del

k paso optico¢ )

Fuente. Elaboracion propia.

En términos de absorbancia, la expresion matematica es A=
log(Io/T) =k x ¢ x . Donde A es absorbancia, lo es la intensidad de la
radiacibn monocromatica que incide en la muestra e I la intensidad

de la radiacién que emerge de la muestra.

La absorbancia (A) es una caracteristica especifica que depende de
la intensidad incidente, la longitud del paso 6ptico y la concentracioén
del analito. Cuando tomamos la longitud del paso 6ptico como lcm
y la concentracién como 1mol/L, obtenemos la constante €, que se
conoce como coeficiente de absortividad molar un valor tnico y

especifico de cada compuesto bajo condiciones especificas (Io, c y 1).

El método cuantitativo para medir la concentraciéon de una muestra
de concentracion desconocida desde la absorcion de una muestra de
concentraciéon conocida puede ser realizada usando los siguientes dos
métodos:

¢ Curva de calibracion
¢ Adicién de estindar

En el método de la curva de calibracion se preparan estandares
de concentracién conocida, a los cuales se les realiza la medicién

de absorbancia. Una curva de calibracién es construida usando la
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absorbancia obtenida en el eje vertical y la concentracién de los
estandares en el eje horizontal, cuando el resultado no muestra
una relacién lineal cominmente es por la presencia de particulas
en suspension que actian como cuerpos oscuros y desvian el
comportamiento descrito por la ley de Lambert Beer. Cuando se usa
una solucién blanca la curva de calibracion debe pasar por el origen,
no obstante, si un blanco no es medido, es posible que la curva no
pase por el origen, para la determinacién de la concentraciéon de las
muestras desconocidas los resultados se obtienen por interpolacion

desde la curva de calibracion.

En el método de adicion de estindar, a una muestra estandar es
adicionada por etapas a cuatro o mas muestras de la muestra a medir.
De manera similar al método de la curva de calibraciéon una relacién
matematica entre la absorbancia y la concentracion es construida. La
concentraciéon del componente objetivo en la muestra desconocida es
extraida de la grafica tomando el punto de corte de la curva con el
eje vertical (Y). Este método es aplicado solamente cuando se tienen

rangos bajos de concentracion.

Figura 58. Curva de calibracion ejemplo en el método de adicion de estandar.

/ 0,06 \

0,05
y =0,0881x+0,0093
0,04

0,03

001 |-

o o

\0,1 -0,1 0 01 0,2 03 04 05 U,iy

Fuente. Elaboracion propia.
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Una curva de calibraciéon es generalmente recta, sin embargo, puede
curvase debido a varias razones:

Un dafio en el circuito de medida.
Fluorescencia en la muestra.
Linealidad de la luz incidente.
Amplitud de la banda.

Determinacién de la cuantificacién, no en un pico de absorcion

* & ¢ o o

sino en un hombro de la banda.

Primero, de manera inherente a cada equipo existe la deriva
inmediatamente y es encendido el equipo, por ello es aconsejable
iniciar las mediciones 30 minutos después de encender el equipo para
evitar este tipo de desviaciones.

Segundo, cuando una muestra emite luz fluorescente y esta llega
al detector, la absorbancia puede parecer menor y la cantidad de
fluorescencia incrementa con la concentracion de la muestra. Como
resultado, la curva de calibracién puede curvarse hacia el extremo
inferior. Si esto ocurre, es necesario reducir la influencia de la luz
fluorescente tanto como sea posible, incrementando la distancia entre
la muestra y el detector o insertando un enmascarante entre la muestra
y el detector.

Tercero, la luz lineal es el total de la luz de una longitud de onda
desviada desde un cierto espectro, con una configuracion especifica
del monocromador, y la emitida desde este, pero la luz que no es
transmitida desde la fuente hacia la muestra pasa por un lado de
la muestra y genera un error en la medicién, para la correccién de
este error que toma importancia en muestras con altos valores de
absorbancia > 0,8, puede usar la siguiente tabla. Tabla tomada del
manual UV-1800. Para minimizar este error se sugiere la instalacion

de un doble monocromador.
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Tabla 7. % pérdida de luz incidente.

% Pérdida Absorbancia

de luz 0.8 1.0 1.2 1.5 1.8 20 | 2b5 | 3.0 4.0
1 0.0222 | 0.0370 | 0.0595 | 0.1150 | 0.2081 | 0.2967 | 0.6150 | 1.0370 | 2.0000
0.5 0.0133 | 0.0190 | 0.0309 | 0.0615 | 0.1169 | 0.1739 | 0.4096 | 0.7759 | 1.7059
02 0.0045 | 0.0077 | 0.0126 | 0.0257 | 0.0507 | 0.0783 [0.2119 | 0.4762 | 1.3213
0.1 0.0022 | 0.0038 | 0.0063 | 0.0130 | 0.0261 | 0.0409 | 0.1188 | 0.3005 | 1.0409
0.05 0.0011 | 0.0019 | 0.0032 | 0.0065 | 0.0132 | 0.0209 | 0.0635 | 0.1758 | 0.7799
0.02 0.0004 | 0.0007 | 0.0012 | 0.0026 | 0.0053 | 0.0085 |0.0365 | 0.0790 | 0.4770
0.01 0.0002 | 0.0003 | 0.0006 | 0.0013 | 0.0026 | 0.0042 |0.0134 | 0.0413 | 0.3009
0.005 0.0001 | 0.0001 | 0.0003 | 0.0006 | 0.0013 | 0.0021 [ 0.0067 |0.0211 [0.1791
0.002 0.0000 | 0.0000 | 0.0001 | 0.0003 | 0.0005 | 0.0008 |0.0027 | 0.0085 | 0.0791
0.0011 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0001 | 0.0002 | 0.0004 |0.0013 | 0.0043 | 0.0413
0.0001 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0001 | 0.0004 [0.0043

Fuente. Tomado de SHIMATDZU.UV-Prove, 2013.

Cuarto, una lampara de hal6geno o una lampara de deuterio es

usada como fuente de luz del espectrémetro, en razén a que estas

lamparas emiten un espectro continuo, es un aspecto que toma

importancia en razéon que el coeficiente de absortividad difiere con

pequefios cambios en la longitud de onda, de esta forma el ancho de

banda de medicion influye en el valor del coeficiente de absortividad

entre mayor es el ancho mayor variacién se introduce en la medicion,

para minimizar el efecto es suficiente con configurar un ancho de
banda de 1/8 a 1/10 de la mitad de la banda de absorbancia.
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El Departamento de Ciencias Bésicas de la Universi-
dad EAN cuenta con un equipo de espectrofotome-
tria UV-VIS UV-1800 de la casa comercial Shimadzu
de doble haz, para el anélisis de una gran variedad de
analitos de origen tanto organico (compuestos
orgénicos conjugados) como inorganico (iones
metalicos de transicién), que tienen absorcién de !
radiacién en estas longitudes de onda, desde el UV
lejano al infrarrojo en el rango de 120nm y 1100nm.

El és\pectrofotémetro UV-1800 permite realizar la
caracterizacién de compuestos (acercamiento a la
identificacion de grupos funcionales) y un anélisis
cuantitat: de cromoéforos con una sensibilidad de
ppm para estar a la vangﬁaraia de la tecnologia y ¢
conocimiento investigativo en lo vv a técnicas
~ analisis instru fntal se refiere. ‘




