Aplicacion de la Quimiometria para el
aprovechamiento analitico de reactivos generales.
Revision de la incertidumbre instrumental y del
Limite de Deteccion multivariable.

Juan Zuriarrain Ocio

TESIS DE LA UNIVERSIDAD DEL PAIS VASCO/EUSKAL
HERRIKO UNIBERTSITATEA

QUIMICA APLICADA

Fecha de Lectura: 16/07/2010

CAPITULO 3

INCERTIDUMBRE EN LOS ESPECTROFOTOMETROS
MODERNOS

Juan Zuriarrain Ocio, 2010
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/

http://addi.ehu.es//handle/10810/5574



http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://addi.ehu.es//handle/10810/5574

CAPITULO 3

INCERTIDUMBRE EN LOS ESPECTROFOTOMETROS MODERNOS:

An up-to-date view of UV—-vis molecular absorption instruments and
measurements.







CAPITULO 3

1. INTRODUCCION

Actualmente se sigue utilizando la idea desarrollada en los afios 70 sobre errores
instrumentales en espectrofotometria. El articulo clave en este tema es el escrito por
L.D. Rothman, S.R. Crouch y J.D. Ingle Jr. en el 4895. En él se tratan las
diferentes vias por las que se origina el ruido espectrofotométrico (antigua expresion
para designar la incertidumbre espectrofotométrica) y se dan las ecuaciones para éste.

Sorprendentemente se encontré que la principal causa de la incertidumbre
fotométrica (al medir patrones y muestras) es la colocacion de la celda de medida. Los
autores, por tanto, recomendaron que se deberia poner atencion en la mejora de la
precision en la colocacion de la celda de medida espectrofotométrica. Cuando el
operador de la medida tiene especial cuidado, la precision en la colocacion de la celda
depende principalmente del disefio del propio porta-celdas, pero estudios que se
realizaron tanto con colocacion manual como asistida por un mddulo mecanico
demostraron que siempre que la absorbancia es baja (Abs.<0.5) la colocacion de la
cubeta es el factor limitante de la precision. En dicho trabajo se mencionaba lo
siguiente: Continuamente se estan dando mejoras en aspectos relacionados con la
incertidumbre en la colocacién de la cubeta para los espectrofotbmetros comerciales, y
tales mejoras deberian conducir a la consecuciéon de la maxima precision inherente a
los propios aparatos comerciales

Originalmente las cubetas se ajustaban al portacélulas mediante una especie de
laminas metdlicas. Por ejemplo, el espectrofotometro (EU-701 de la casa GCA
McPherson Corp.) utilizado en el trabajo cithdonstaba de un portacubetas de cuatro
posiciones con delgadas laminas de hierro incorporadas que actuaban a modo de muelle,
y tenia una base de Plexiglas para mantener la cubeta en su pésigion {.9. Con el
tiempo el disefio de las laminas metélicas se fue haciendo mas ancho, y asi por ejemplo
el portacubetas del Perkin Elmer Lambda 5 llevaba una lamina de hierro mas ancha a un
angulo de 45°HKigura 1.b). A continuacion aparecieron disefios con dos ladmina
metalicas a 90° que hacian mucho mas reproducible la colocacion de la cubeta; este tipo
de sistemas fueron muy populares durante affegur@ 1.c y Figura 1.d

correspondientes a los espectrofotdmetros Shimadzu UV-260 y Perkin Elmer Lambda

! L.D. Rothman, S.R. Crouch and J.D. Ingle Jheoretical and experimental investigation of factors
affecting precision in molecular absorption spectrophotometngl. Chem. 47 (1975), 1226-1233.
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CAPITULO 3

EZ-201 respectivamente). Hoy en dia existen sistemas de sujecion mas eficientes, como
el de laFigura 1.e(Hewlett Packard HP 8452A), en el cual, aparteadarnina metélica

a modo de muelle, se incorpora una palanca que asegura la posicién de la cubeta;
aungue también hay sistemas mas sencillos como aquellos en los que la fijacion de la
cubeta se realiza con tornillos con cabeza de Teflon, situadosFEa@0%(1.).

Hoy en dia, todavia se considera el citado trabajo de Rothman, Crouch e Ingle
como el estudio con méas autoridad en este aStifyono parece que se hayan realizado
nuevos estudios relevantd3e hecho pocos trabajoa se pueden encontrar queyamcl
datos de incertidumbre para valores de absorbancia menores que 0.1. Por lo tanto hoy en
dia se asumen los mismos errores, con igual magnitud y con la misma relevancia
relativa que entonces.

Naturalmente, surgen por tanto algunas cuestiones a la hora de adquirir un nuevo
espectrofotometro de UV-VIS o simplemente cuando se precisa comprobar su
funcionamiento. ¢Se sigue trabajando hoy dia con las mismas magnitudes de
incertidumbre espectrofotométrica?; ¢ han introducido los nuevos portacubetas mejoras
sustanciales en la incertidumbre espectrofotométrica?; Ademas de los detectores tipicos
(térmicos, fototubos, de tipo fotomultiplicador, etc.) se han desarrollado nuevos y
diferentes sistemas de deteccién, tales como los CCDs (charge coupled devices) o los de
diodos en hilera. También han surgido nuevas formas de realizar las medidas, tales
como el analisis por inyeccion en flujo (FIA) o por inyeccion secuencial (SIA), o la
cromatografia de liquidos (LC) y la electroforésis capilar (CE) todos ellos con los
sistemas de deteccion espectrofotométricos. ¢Se pueden aplicar las mismas causas de
error a estos nuevos instrumentos y sistemas, y de la misma manera?; ¢Qué
componentes de los espectrofotdmetros generaran una incertidumbre que sea
significativa?. ¢Puede recomendarse algun tipo de medida que oriente acerca de la

calidad de un espectrofotbmetro?.

2 K.L. Ratzlaff and D.F.S. NatuschTheoretical assessment of precision in dual wavelength
spectrophotometric measuremefnhal. Chem. 49 (1977), 2170-2176.

® D.A. Skoog, D.M. West, F.J. Holler and S.R. CrouElundamentos de Quimica Analitica, 82 ed.,
Thomson-Paraninfo, Madrid 2005, pp 808-812. (Traducido de la version inglesa, Fundamentals of
Analytical Chemistry, 8th ed., Brooks/Cole, 2004)

* D. Harvey,Modern Analytical ChemistryMcGraw hill, Boston, 2000, pp 409-411
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(a) McPherson EU-701A

(e) Hewlett Pacard HP 8452 A

(d) Perkin-Elmer Lambda EZ 2(

(b) Perkin-Elmer Lambda 5

(f) Ocean Optics CUV-UV

Fig 1.Disefio de diferentes tipos de portacubetas.
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CAPITULO 3

2. ASPECTOS TEORICOS:

Las medidas experimentales estan sujetas a la incertidumbre proveniente de
diferentes fuentes, tales como son el operador que las realiza, el propio instrumento de
medida o las condiciones ambientales. La incertidumbre combinada sera por tanto una
consecuencia de todas ellas y estara incluida en la sefial experimental. Algunos tipos de
incertidumbre aumentan conforme lo hace el valor de la sefial adquirida mientras que
otras no siguen este comportamiento. Esta es probablemente la razén por la que
frecuentemente se utiliza la relacion sefial/rutBN( para expresar incertidumbres, en
la que el ruidol{l) incluye todo tipo de fuentes. Si es importante conocer el nivel de
incertidumbre inherente de un instrumento es debido a que la precision de las medidas
realizadas dependera de este valor.

Las fuentes de incertidumbre de los espectrofotometros de UV-VIS son
conocidas desde hace ya muchos §fiodas ellas obedecen la expresién general:

Sc _ Sws _ 04345, o bien bs = 0434 s

C Abs TlogT Abs  Abs 1077

(1)

En el caso de instrumentos sencillos con detectores Johnson o térmicos como
termopares, bolometros o detectores Golay en la regién IR, donde predomina el ruido
térmico, que no depende de la sefighede expresarse como:

sr=ki (2)

o bien, segln otros autores

§ =k J1+T2 = k o/ 1+10 A0 )

Laecuacion (2')se convierte en (ara valores de absorbancia suficientemente altos.
Para instrumentos de mas calidad, con detectores tipo fototubo o

fotomultiplicador, donde el ruido térmico se hace insignificante comparado con el ruido

® G. Currell, Analytical Instrumentation. Performance Characteristics and Qualijley, Chichester,
2000, pp 82-83.
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de “disparo” §hot noisefluctuacion aleatoria de fondo, de la corriente electronica que
sale de una superficie que emite electrones y que se hace perceptible cuando es
amplificada), stoma la forma:

S =kAT?+T= k107 +107 2 3)

En el caso de la fluctuacion y deriva de la intensidad de la fuente (que
normalmente sélo es relevante para instrumental sencillo) y de la incertidumbre

asociada a la reproducibilidad en la posicion de la cubeta, el vadpvigme dado por:
s, =k, xT=k, 107" (4)
Sustituyendo lagcuaciones (2°), (3y (4) en(1) se obtiene la forma general en

la que puede expresarse el error relativo, segun la fuente original del mismo.

Caso (I): Aparatos sencillosetuacion (2’):

DSR,, (%)= 2 = 003 14107 ©)

Que para valores de absorbancia suficientemente altos, se transforma en:

DSR,,. = Saps _ 0434

07K, 1070 6
Abs  Abs ' (6)

Caso (Il): Aparatos de calidaag¢uacion (3). El error relativo vendra dado por:

DSR. = SAbs — 0434(2m ;
RAbs Abs b

Caso (lll): Errores asociados a la inestabilidad de la fuente y a la

reproducibilidad en la posicion de la cubetau@cion (4). El error relativo resulta:

S 0434k
DS — “Abs — 3 8
Res Abs  Abs ®)
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CAPITULO 3

El error fotométrico obedece fundamentalmente al detector. En el caso de las
ecuaciones (5y (6) las componentes principales s@miplifier-redout noisé(ruido de
amplificacion de lectura),dark current shdt(corriente oscura) yéxcess noisgruido
en exceso); en el caso de la ecuacione&’el “shot noise in photocurrent” (tanto para la
muestra como para la referencia); yetauacion (8)recoge el ruido debido a la fuente
(“source flicker noise”) y la componente de la posicién de la celda (“signal flicker
noise”). Una buena explicacion, breve pero precisa, de esta parte se encuentra en el
manual de texto de G. D. Christian

Otra fuente de error importante es la debida a la luz par&sit&é¢ le llama asi
a toda radiacion electromagnética de longitud de onda distinta a la seleccionada por el
monocromador, que alcanza el detector y por lo tanto queda registrada por el
instrumento. Esta puede provenir del propio ambiente si el banco Optico no esta bien
aislado, o bien de dentro del propio espectrofotometro por difraccion de la luz en
ordenes superiores no deseados, por reflexién en las paredes de las lentes, filtros, etc.,
por dispersiones debidas a imperfecciones, suciedad, rayas en los componentes 6pticos
o por luz difractada por los bordes de las rendijisda esta intensidad de luz™que
llega al detector, y por lo tanto es registrada, se aflade a la cantidad de luz que ha
seguido todo el camino Opticd™

De este modo la luz parasi® ) puede darse por la expresion:

Luzndeseada
Ludeseada

S = - ©)

Con lo que Sse da, por lo tanto, como una magnitud relativa de la sgidgseada.

En general, la transmitanci@ } se define como:

T=" (10)

Siendo | la intensidad de la referencia.

® G. D. ChristianAnalytical Chemistry, 6th edWiley, USA, 2004, p.501-502
"Howard A. Strobel and William R. HeinemaBhemical Intrumentation: A systematic approathgy.;
Wiley & Sons, New York (1989), 328-330.
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En presencia de la luz parasita, la transmitancia apafege (

T =0 (11)

Por tanto, el error producido en la Transmitancépidb a la presencia de la luz
parasita, puede ponerse como:

St=Tap.—T= S;.S]-_SLT) (12)

Y como, en general, la luz parasita es << 1:
sr=8 (1-T) (13)

Llevando esta expresion a Ecuacion 1 se obtendra la expresion de la

incertidumbre espectrofotométrica debida a la presencia de luz parasita:

S 0434 S (1-10"*)
DSR,, . = “Abs = 14
Ros Abs  Abs 1Q7Aes (14)

Para cada caso en particular, el error global provendra de las aportaciones que
sean relevantes, y teniendo en cuenta que la forma aditiva del error aleatorio es la

varianza:

DSRys = [ (DSRy) (15)

donde i, en la ecuacion (15) se extiende a las diferentes formas dadas por las
ecuaciones (5)-(8) y (14)LaFigura 2muestra la representacion tedrica de las curvas de
error, donde a todas las constantes se les ha dado, arbitrariamente, el valor 0.001. Estas
representaciones dan una idea de la forma de las curvas que puede esperarse, pero,
l6gicamente, el valor numérico @SRy Y con €l la posicion de la curva, dependera de

los valores déq, ko, ksy S..
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Fig. 2: Representacion tedrica del error relativo en laideede absorbancia como funcion de la misma.
1, Ecuacion (5) 2, ecuacion (7) 3, ecuacion (8) 4, ecuacion (14) Para los efectos suma hay que tener

en cuenta l&cuacion (15)k;=k,=k;=S = 0.001.

En conjunto, por lo tanto, habra que esperar que para cada aparato se obtengan
curvas resultantes de las combinaciones dedaaciones (5y (7), a las que habra que
sumar écuacion (15) el efecto que tenga la incertidumbre en la reproducibilidad de la

posicion de la cubeta¢uacion (8) cuando se hagan las medidas y la presencia de luz

parasita ecuacion (14)
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A modo de resumen se incluyen todas las ecuaciones en la siguiente tabla.

Tabla 1. Expresiones para los distintos casos de incertidumbre espectrofotométrica, y su efecto en
la incertidumbre relativa expresada como absorbancia. Los sintaglos: y sc representan la
correspondiente desviacion estandar de la absorbancia, transmitancia y concentracion
(incertidumbres estandar).

Fuente de incertidumbre . Incertidumbre Relativa en la
. Expresion )
espectrofotométrica Absorbancia

Expresion general para el % = Saws - 0434 s (1) Sas_ 0434 s 1)
error fotométrico. C Abs TlogT Abs  Abs 1074
b

Detectores térmicos s =k 1+10%% ) % = % kV1+1074 ®)
Detectores fotonicos. s = k1075 +107%%  (3) % = O:;“ k,\1+10M° (7)
Colocacion de la celda y . Spps - 0434 K, 8
fluctuaciones de la fuente. S = K10 (4)  Abs  Abs

_§@-T) 12)  Sme _ 0434S (1-107%)
Luz Parasita S = 1+S, (12) ALlfb)‘ = Abs 3 1070 (14)

S S 2

Error fotométrico global. Ath;Ssz Z(ﬁj (15)

 Algunas veces la expression propuesté2gss, = k1 Ambas expresiones se vuelven similargs
para valores altos de absorbancia.

b CuandosS; = k1 la ecuaciorg5) se convierte en{) Sabs — 0.434

1(f\b5
Abs  Abs &

Los valores dek; y k. pueden calcularse experimentalmente realizando repetidas
medidas sobre una misma disolucion a una o a varias longitudes de onda sin sacar la
cubeta del portacélulas. Si el proceso se repite para diferentes concentraciones de
absorbente se obtendran diferentes valores experimentales que deberan situarse en una
curva de error tipo a las de fagura 2. El valor dés puede calcularse siguiendo un
proceso similar, pero sacando la cubeta del portacélulas y volviéndola a meter para cada
medida. Del efecto global puede calculaksesi previamente se conoée y/o k,. El

valor deS_generalmente viene dado por el fabricante, y comprende valores entre 0.05%
y 0.4% dependiendo del aparato en cuestion y la longitud de onda a la que se mida; no
obstante puede comprobarse experimentalmente usaretud&ion (14) aunque la
experiencia propia indica que los valores dados por el fabricante se ajustan a la realidad.
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3. EXPERIMENTAL

3.1.Reactivos:
Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. Se emplearon sin
ningun tipo de purificacion previa, y se trabajé utilizando siempre agua bidestilada.

Se prepararon disoluciones stock 2.5 s ¥fiol L* de ferroina en agua y de
dicromato potasico Hmol L™ en &cido sulfarico 5 x THmol L™. A partir de estas
disoluciones se prepararon diariamente otras mas diluidas segun las necesidades:
ferroina entre 8 x Iy 9.5 x 16 mol L™ con agua y dicromato potasico entre 4 X 10

y 6 x 10 mol L™ con sulfarico 5 x 18 mol L™.

3.2.Instrumentacion y procesado de datos:

Espectrofotometro de diodos Hewlett-Packard 8452. Dispositivos de
acoplamiento de carga (CCD) Ocean Optics: USB2000 dotado de rendija de entrada de
25 um, dos USB4000 de los cuales uno no tenia rendija de entrada y otro con una
rendija de 25um; Y un espectrofotometro de alto rendimiento y con dispositivo de
refrigeracion QE65000 sin rendija de entrada; Todos ellos de Ocean Optics. Todas las
fibras Opticas utilizadas con los CCDs estaban solarizadas para poder trabajar en la zona
UV (A, 200-350 nm), los didametros de las fibras estaban comprendidos entre 100 y
600um. Como fuente de luz UV-VIS para los dispositivos CCDs se utilizé la DT-MINI-
2-GS.

Para las medidas realizadas en flujo, se empled un sistema de inyeccion
secuencial, con un modulo multijeringas 4S con jeringas de 10 ml Hamilton y uno de
valvulas de seleccion de 8 puertos VA 2 SW (Crison, Alella, Barcelona). Todo el
sistema se controlaba por ordenador con el programa Autoanalysis (Sciware, Palma de
Mallorca, Spain). Se puede ver un esquema del montaje feiguea 3, en la que se
intentan seguir las recomendaciones proporcionadas por la 1.U.P.A.C en cuanto a la

descripcién de los sistemas de fflijo

8 E. A. G. Zagatto, J.F. Van Staden, N. Maniasso, R.I. Stefan and G.D. Malrsloathation essential
for characterizing a flow-based analytical systétare Appl. Chem., 2002, 74, 585-592.
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H-C

== [==]

/.:0... | mn
s sp

Fig 3. Esquema de los componentes del sistema de inyesetirencial (SI). Todos los tubos son de
Teflon y de diametro interno de 0.8 mm excepto el tubo de carga del portador que era de 1.5 mm. A,
absorbente (ferroina); C, portador (agua); C1 y C2, ordenadores; D-A, detector de diodos; F-C, cubeta de
flujo; H-C, bucle de carga; S-P, bomba de piston; S-V, valvula de seleccion de 8 puertos; W, desecho.

El valor de la desviacion estandar para cualquier absorbancia se calcula a partir
de las aproximadamente 20 medidas realizadas en cada caso a la longitud de onda
seleccionada. Los ajustes de las curvas por minimos cuadrados se realizaron mediante el
programa “Table Curve 2D version 5.0.1". El valor del coeficiente de correlacion en los

ajustes de las curvas estuvo siempre entre 0.85 y 0.95.

3.3. Procedimientos:
3.3.1. Medidas manuales (en “batch”):

Para calcular la desviacion estandar relalR@D\,s. asociada a cualquier
medida de absorbancia, se adquirieron unos 20 espectros completos de los absorbentes
durante 3 6 4 minutos (uno cada 10 segundos) para el caso del detector de diodos y
para los de acoplamiento de carga (CCDs). Cuando la cubeta no se mueve del
portacélulas, el mejor modo de retirar la disolucién de ella fue por succion mediante el

uso de una bomba peristaltica. Se utilizaron micropipetas para verter de nuevo

127



CAPITULO 3

disolucion en el interior de la cubeta, evitando siempre el uso de cuentagotas (el
material de goma puede facilmente contener impurezas que dan interferencias al medir
valores de absorbancia bajos). En todos los casos se homogeneizd la cubeta tres veces
con la nueva disolucion y para cada sesion de 20 adquisiciones se midio previamente la
disolucién de blanco (agua o sulfdrico 5 X*M0).

Antes de cada sesion la cubetas se limpiaban con mezcla crémica, se aclaraban
con agua bidestilada y se dejaban secar. Cada vez que la cubeta se retira del
portacélulas, se recomienda el uso de tejido para lentes para no ensuciar las paredes de
la célula con la grasa de los dedos. Siempre que fuese necesario, las superficies de las
cubetas se limpiaron con tejido para lentes impregnado en metanol.

Cuando se utilizo el detector de diodos, el tiempo de integracion se fijo en 1 s
(0.1 s de adquisicion x 10 medidas realizadas y promediadas), mientras que para los
CCDs el tiempo de integracion se fijaba de tal forma que al colocar una cubeta con
disolucién de blanco en su interior la intensidad de la luz proveniente de la fuente fuese
lo méxima posible sin llegar a saturar el detector; Después, para que las medidas fuesen
lo mas parecidas posible a las realizadas con el espectrofotometro de diodos, se
promediaban tantos espectros como fuesen necesarios para que el producto entre el
tiempo de integracion y el nimero de promediados fuese aproximadamente 1 s.

La anchura de banda para el detector de diodos es de 2 nm, mientras que para los
distintos espectrofotometros CCD se consiguen diferentes valores de resolucion Optica
(FWHM?®) dependiendo de las diferentes configuraciones adoptadas; es decir, el tipo de

CCD con o sin rendija y el diametro de fibra utiliz€do

° La resolucién éptica designada con el término en Inglés Full-Width Half-Maximum (FWHM) se utiliza

para describir la anchura de una distribuciobn. Cuanto mayor sea el valor de la resolucidon Optica se
encuentra una peor resolucion espectral. La resolucion optica de una fuente monocromética dependeré de
la densidad de lineas de la red de difraccién (eff)nyndle la anchura de la 6ptica de entrada (bien sea la
rendija de entrada o la fibra Optica). De este modo la resolucién mejorara con un aumento de la densidad
de lineas de la red de difraccion y empeorara a medida que se aumenta la anchura de la rendija de entrada
0 bien el diametro de la fibra Optica utilizada en caso de ausencia de rendija. La resoluciéon Optica
aproximada puede obtenerse utilizando la siguiente formula:

Resolucion Optica = Dispersiornx Resolucion en pixeles

- Dispersién= Rango Espectral del Enrejado/Numero de Pixeles en cada variedad de CCD.
- Resolucion en pixelesDepende de la variedad de CCD y de del didmetro de fibra o rendija de
entrada.

1% Optical resolution:http://www.oceanoptics.com/technical/opticalresolution.asp; (visto en 2010).
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La longitud de onda utilizada para la ferroina fue 514 nm y para el dicromato
fue 350 nm* (g3s0 =3,150 mof* L cm?). La deriva en la linea base (Abs. = 0) fue
siempre nula durante el tiempo que se toma para la adquisicion de cada serie de unas 20
medidas correspondientes a la misma disolucién. Esto se comprobd utilizando
longitudes de onda a las que los absorbentes no mostraban ningun tipo de absorcion.

Los estudios realizados estan relacionados fundamentalmente con la
incertidumbre espectrofotométrica, pero también se hace referencia a la influencia de
ciertos parametros de la configuracion de los espectrofotdmetros CCD, como el tiempo

de integracion, el promediado de espectros, la presencia o ausencia de rendija de entrada
etc.

3.3.2. Medidas en flujo por inyeccion secuencial (Sl).

Se tom6 un volumen de 450de ferroina 1.25 x IHmol L™ a traves de uno de
los puertos de la valvula de seleccion. Una vez almacenado en el bucle de carga (ver
Figura 3), se inyectan diferentes volimenes (controladosqitware), cambiando el
sentido del émbolo, a un caudal de 7.5 mlitke tal forma que el pico se detenga
cada vez en un punto difererffeégura 4) Una vez que el flujo se detiene se dejan 5
segundos para que se estabilice, antes de comenzar a adquirir las 20 medidas
consecutivas con el detector de diodos, de la misma forma que se hacia de forma
manual, pero en este caso, el intervalo entre cada medida era solo de 5s. para evitar la

posible dispersion.

16 |

12 |

08

Absorbance (514nm)

04 r

Time (s)
Fig.4: Perfil FIA utilizado para calcular el error de la diga instrumental. Las flechas indican los
diferentes puntos en los que el flujo se detiene para hacer 20 medidas consecutivas de absorbancia. Los
puntos 1y 2, no se utilizaron en ninguno de los casos. Con cada inyeccion, el flujo solo se detiene una
vez en cada uno de los puntos sefialados.

1 C. Burgess and T. Fros$tandards and best practice in absorption spectrometry, Blackwell Science
Oxford (1999), p. 54.
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Cada inyeccion se utiliza inicamente para un punto, por lo que soélo se adquiere
un set de 20 medidas por bolo de inyeccién, correspondientes a un valor de absorbancia.
Se prob6 a realizar todas las medidas con una Unica inyeccién, pero se encontraron
efectos adicionales distintos a la propia incertidumbre de la medida, probablemente

debidos a la dispersion extra provocada al iniciar y cerrar el flujo.

3.3.3. Obtencion de datos simulados
Los datos simulados de absorbancia que se utilizan se obtuvieron de un modelo

de espectrofotometro virtual e interactivéigura 5) disponible gratuitamente
ejecutado bajo el entorno de OpenOffic€El modelo permite cambiar varias de las
condiciones experimentales (longitud de onda, anchura de la rendija, cantidad de luz
parasita, etc), asi como la posibilidad de incluir o no distintos tipos de ruidos
(dependiente o independiente de la sefal). Esta aplicaciéon se ha modificado, dentro de
lo permitido, con la idea de conseguir un mayor nimero de valores (concentracion), y

también para que la relevancia del ruido sea mayor.
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Fig.5: Hoja de célculo que simula la obtencion de datosrdespectrofotémetro. Las casillas en azul son

los parametros de entrada, los cuales pueden variarse insertandolos manualmente o bien mediante las
flechas desplazadoras. En la hoghdet® del “libro” se encuentra otra hoja de calculo con todas las
formulas que se utilizan para la obtencion en este caso de los valores de Absorbancia.

2 Thomas C. O'Haver,Interactive Computer Models for Analytical Chemistry Instrugtion
http://www.wam.umd.edu/~toh/models (pagina revisada en 2010).
13 Sun Microsystems, Inc; http://es.openoffice.org; (pagina revisada en 2010).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1.Luz parasita
Como ya se menciong, la luz parasita es aquella que alcanza el detector, pero

gue no ha pasado a través de la muestra, o bien que pasando a través de ella es de
diferente longitud de onda que la propia de medida. El efecto mas importante lo causa
aquélla que no atraviesa la muestra y por tanto no es absorbida por el analito de interés.
Este efecto conduce a una curvatura de la recta analitica que se hace mas visible a
valores de absorbancia altos, tal y como se puede observaFguia 6.a obtenida
mediante datos simuladoBiura 5) y por tanto para todo el siguiente estudio dererro
s6lo se tomaran aquellos valores de absorbancia en los que la luz parasita no afecte el

cumplimiento de la ley de Beer.

2 & 1000
a) 1/"' % Unabsorbed light b)
%2
= . o g + 0.00
£ 0.04
g 4 0.07
£ - 100 0.10
S X 0.30
® o1t _ 5 ° 0.50
@ % Unabsorbed light * 1.00
o n
c +0.00 o
<
o 0.04 10
2 030
< 0 0.50
©1.00
0 1
0 1 2 0 0.7 1.4 2.1
Absorbancia tedrica Absorbance

Fig. 6:a) Desviacion de la ley de Beer debida a la préselecluz parasita; la curva (1) corresponde a la
idealidad (sin luz parasita), mientras que la 2 corresponde a la presencia de luz parasita. b) Efecto
producido por la luz paréasita. Los valores de absorbancia se obtuvieron a partir de datos simulados. Cada
una de las series corresponde a un valor_gd&alSy como se aprecia en la misma representacion. La curva
trazada, corresponde a la regresion no lineal por ajuste por minimos cuadrados de todos los puntos a la
ecuacion (15) como suma de lacuaciones (5Y (7).

La Figura 6.b muestra la curva de error a diferentes valores de absorbancia,
junto con las incertidumbres experimentales calculadas para distintos valores de luz
parasita expresada en porcentaje de luz no abstihsgave que la magnitud de la luz
parasita no hace variar, practicamente, la curva de error, y la curva de regresion no

lineal se ajusta muy bien para los puntos (simulados) obtenidos. Se ha comprobado que

* Thomas C. O'Havemstrumental Deviation from Beer's Law
http://terpconnect.umd.edu/~toh/models/BeersLaw.html/ (pagina revisada en 2010).
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cuando existen otras fuentes de incertidumbre, la influencia de la luz parasita en la
incertidumbre espectrofotométrica, es inapreciable y no se considerara obtener su valor

de aqui en adelante.

4.2.Incertidumbre para espectrofotometros de diodos:
A continuacion, se muestran repetidos espectros de una misma disolucién de
dicromato adquiridos segun el procedimiento descrito anteriormente para el caso de un
espectrofotometro de diodos, tanto en el caso en el que la cubeta permanece en el

portacélulasKigura 7.3 como cuando se retira entre cada adquisidi@yu(a 7.b).

0.004 ’ 0.004

0.003 & 0.003 K

\
N\

0.002 0.002

Absorbance
Absorbance

0.001 0.001

275 325 375 425 475 525 275 325 375 425 475 525
Wavelength Wavelength

Fig 7: Espectros repetidos de una disolucién de dicroshat x 10 M en SO, 5 x 10° M, a) sin sacar
la cubeta del portacélulasoy sacando la cubeta entre cada adquisicion. Espectrofotémetro de diodos HP

8452. Tiempo de integracion, 1 s.

La incertidumbre relativa (RSI}) encontrada para las distintas
concentraciones de dicromato y por tanto para distintos valores de absorbancia se
representa en laigura 8 en funcion de la absorbancia. Siempre que la cubeta
permanezca en el portacubetas (puntos huecosFeguea 8) el comportamiento de la
incertidumbre queda bien explicado poetaiacion (7)(ruido de disparo), tanto para la
zona de absorbancias bajagy(ira 8.3 como para la de altaigura 8.b).

Se realiz6 el ajuste (regresion no lineal por minimos cuadrados) de los puntos
huecos de ld&igura 8. La curva obtenida aparece también dfidara 8 como €urva

1" y del andlisis por regresion se puede obtener el valor del parametro k

ko, = 3.0 x 10% s=0.2 x 10%; (r* = 0.91) (16)
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100

RSD (%)
RSD (%)

©
o
=

0.01 | 0.001 r

0.001 0.0001
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0 0.5 1 15 2

Absorbance Absorbance

Fig. 8: Espectrofotémetro de Diodos. Desviacién estandativa de la absorbancia en funcién de la
absorbancia, tanto cuando la cubeta permanece en el portacéjilasnjo cuando se saca en cada
adquisicién de la medida). 1, Linea de regresion de los puntos hue@pd.inea de regresion de los
puntos llenos3, Linea tedrica que representa el error debido a la colocacion de la cubeta, y que se deduce
de las linead y 2 haciendo uso de lacuacion (15) (a) Zona de absorbancias baj#ls) Intervalo
completo de absorbancias.

Este es el procedimiento general con el que se calculan las constantes de
incertidumbre en cada caso. Obviamente, y teniendo en cuataaeon (7) también
podria obtenerse el valor #g utilizando el valor de la sefial a una unica longitud de
onda (20 medidas consecutivas) para una sola concentracion de absorbente. Se hizo de
este modo para una concentracién de dicromato de 3.47 maDL™" obteniendo el
valor dek; a diferentes longitudes de onda. Los resultados encontrados se presentan en
la Figura 9, en la que se observa que el valop dedila de forma aleatoria entre 2 y 3 x
10* mol L. Estos resultados coinciden con el valor hallado anteriorment&gion
(16)), sobre todo teniendo en cuenta que todos los valoresFegulaa 9provienen de

datos de absorbancia inferiores a 0.002.
5

10% x k,
¢

0
275 325 375 425 475 525

Wavelength / nm

Fig.9: Valores dek; en funcién de la longitud de onda para la concentracion de dicromato mas baja usada
de laFigura 8 Dicromato 3. 47 x I0mol L™ en &cido sulfarico 5 x Tomol L™
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Cuando el procedimiento que se sigue es el de retirar la cubeta entre cada
adquisicién, se obtuvieron los resultados que se representan como puntos llenos en la
Figura 8. Estos puntos deberian poder ser ajustadogcaidaion (15) en la que se
incluirian dos términos, uno proveniente dedaacion (7)(ruido de disparo) y el otro

de la ecuacion (8jcolocacion de la cubeta):

2 2 2
[ SAbs j - [ SAbs j + [ SAbs j (17)
Abs combinado AbS ruidodedisparo AbS colocacion decelda

Al realizar tal ajuste y fijandk, de acuerdo con el valor previamente hallado sin sacar

la cubeta del portacélulas, ecuacion (16), se encontrékpéeauacion (8) el valor:
ks=0.2 x 10% s=5x 10* r*=0.95 (18)

Deber tenerse en cuenta que dada la forma matematica elmutasones (7)y
(8), el efecto de los cuadrados dectauacion (9)hace practicamente insignificante la
ecuacion (8)en el efecto combinado. Esto puede observarsefeguaa 2, en la que la
influencia deks; en los efectos combinados, cuando= k; = ks, es muy pequeia. La
excepcion se da cuande es mucho mayor quie; en estas condiciones el término
correspondiente a la colocacion de la cubeta llega a ser la expresion limitante de la
incertidumbre. El bajo valor obtenido paka (menos del 10% dé& en este caso,
ecuaciones (16Yy (18)) significa que el efecto producido por la colocaciéon de la cubeta
en el efecto combinado, es insignificante. Esta es la razén por la que el ajuste de los
puntos Figura § tanto cuando se saca la cubeta de su posicion medlidasdqurva 2)
como cuando no se haceufva 1), sea practicamente el mismo. Como consecuencia
puede decirse que, al menos para los casos considerados, el ruido de disparo es la forma
limitante de la incertidumbre y que el efecto de la colocacién de la cubeta, incluso para
absorbancias bajas, es despreciable. Esto es contrario a lo que se ha asumido durante los
Gltimos treinta afios. Por otra parte, los valores tipicos que se dan en la litgatara
(alrededor de 0.003) son casi un orden de magnitud mayor que los encontrados en esta

memoria.
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En otro experimentoAnexo IlI-2) se midieron repetidamente disoluciones del
absorbente ferroina en la regidn del visiblg{, 514 nm) Anexo 1lI-1). Igualmente se
gustaron los puntos experimentales a dasaciones (7)y (8) y los valores que se

obtuvieron para las constantes fueron los siguientes:

ko, = 2.3 x 10% s=0.1 x 10% (r* = 0.98) (19)
ks = 2.0 x 10% s=0.6 x 10% (r* = 0.88) (20)

En este caso los valores encontrados tantolpda3 x 10*) como paraks (2.0
x 10% son muy similares, pero incluso en este caso, el efecto de la colocacién de la
cubeta tiene muy poca relevancia practica de acuerdo con las consideraciones
mencionadas anteriormente.

En las especificaciones del espectrofoténietse puede encontrar el siguiente

dato:
Noise (0 A.U.; 60 x 0.5 s measurements) < 0.0002 AU r.m.s. (500 nm)

Se puede comprobar si los datos que se han hallado experimentalmente se ajustan a las
especificaciones que nos da el fabricante, sustituyendo este val@oerad#on (7) De

este modo se obtiene:

Sabs=0.0002 > 0.434 &/ 1+10°
es decir, k (Abs=0)< 3.3 x 10'

Lo que quiere decir que los valores encontrades=(3.0 x 10" y 2.3 x 10 se
encuentran dentro de los limites marcados por el fabricante. Obviamente, la deduccion
experimental del valor dé, puede utilizarse como forma de comprobacién del
funcionamiento del espectrofotometro.

Los resultados encontrados hasta ahora se obtuvieron utilizando un portacubetas
nuevo. Sin embargo, alguno de estos resultados cambié completamente cuando se

utilizé un portacubetas con diez afios de antigiiedad, todavia til, pero en cierta manera

> Hewlett PackardHP 8452A Diode-Array Spectrophotometer Handhdd&wlett Packard Company,
Waldbronn (FRG), chap. I.
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deteriorado por el mismo uso. Cuando la cubeta no se retira entre cada adquisicion
(puntos huecos erigura 10), laecuacidon (7) explica perfectamente los resultados
experimentales encontrados, y la regresion no lineal por minimos cuadrados nos permite
encontrar un valor dke similar al encontrado previamentc(aciones (16y (19)); al

fin y al cabo se trata del mismo espectrofotdmetro. Sin embargo cuando se retira la
cubeta entre cada adquisicion (puntos llenoBigara 10), la incertidumbre combinada

que se encuentra se explica mejor conetauacion (17) en la que el término

correspondiente a la colocacion de la cubeta tiene una magnitud relevante.

100 a 10 EL b

10 {

RSD (%)
RSD (%)

0.1 . . . . 0.01
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0 0.5 1 15 2

Absorbance Absorbance

Fig.10: Espectrofotometro de Diodos con portacubetas usBdsviacion estandar relativa de la
absorbancia en funcién de la absorbancia, tanto para cuando la cubeta permanece en el posfacélulas (
como cuando se saca en cada adquisicion de la medida inea de regresién de los puntos hue2ps.

Linea de regresién de los puntos llen@sLinea que representa el error debido a la colocacién de la
cubeta, y que se deduce de las linkgs2. (a) Zona de absorbancias bajés) Zona de absorbancias

altas.

Los valores que se obtienen para las constantes son:

ko= 2.6 x 10% s= 0.2 x 10%; (r* = 0.92) (21)
ks = 42.3 x 10% s= 1.0 x 10% (r* = 0.99) (22)

El valor obtenido paré; (42 x 10% es un orden de magnitud mayor que el que
se encontré al utilizar el portacubetas nuevo, lo que demuestra la gran importancia que
tiene el buen estado del portacélulas; sin embargo, el valertadavia es claramente
menor que los valores tipicos que se dan en la literatura para este efecto (0.013 para

espectrofotémetros de alta calidatl)
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Se han realizado estudios comparables en la Universidad de Zafgmmzael
caso de especrofotémetros con sistema de deteccidn por fotomultiplicador, y muestran
comportamientos similares parareido de disparo, la imprecisién de la posicién de la
cubeta o el deterioro del portacélulas por el uso continuado. Se utilizé un Perkin Elmer
Lambda 5 (antiguo, elevada calidad y muy usado) y un Perkin Elmer Lambda EZ201
(moderno, sencillo y poco usado) y obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 2 .Valores experimentales para las constantes que regulan la incertidumbrg en
espectrofotometros con fotomultiplicador.

Espectrofotémetro Absorbente 10x k, 10° X kg

Perkin Elmer Lambda 5 Dicromato 7.6 (0.3) 12.4 (0.2)
Ferroina 4.5 (0.2) 27 (1)

Perkin Elmer EZ 201 Dicromato 7.2 (0.2) 4.5 (0.7)
Ferroina 7.7 (0.4) Despreciable

Los valores encontrados parareido de disparo son aproximadamente el doble
de los hallados para el espectrofotometro de diodos, pero aun y todo son mucho
menores que los que cita la literatuta= 0.0037.

La incertidumbre debida a la colocacién de la cubeta proporciona resultados
similares a los obtenidos anteriormente. Parlaagtbda 5 (muy usado), el valor dg
fue suficientemente alto como para que el efecto de la colocacion de cubeta fuese la
parte mas importante de la incertidumbre, al menos cuando la absorbancia era
suficientemente baja (~0.25 para dicromato; ~1.5 para ferroina). Sin embargo en el caso
del Lambda EZ201 (muy poco usado) el valorkgdue lo suficientemente bajo como
para hacer despreciable el efecto de la colocacién de la cubeta. En general, la mayor
diferencia (en lo que a incertidumbre se refiere) entre ambos espectrofotdmetros no es la
calidad intrinseca del aparato, sino el estado y condicién de sus portacubetas, de la

misma forma que en el de diodos.

16 Javier Galban, Susana de Marcos e Isabel Sanz; Grupo de Biosensores Analiticos del Departamento de
Quimica Analitica de la Universidad de Zaragoza.
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4.3.Incertidumbre para sistemas en flujo:

En general, los sistemas de flujo (HPLC, electroforesis capilar, etc.) suelen estar
equipados con detectores de UV-visible, por lo que cabe esperar que la incertidumbre
debida al detector sea similar a la que se encuentra en estos espectrofotometros. Sin
embargo a veces uno se puede encontrar con que los métodos cromatograficos presentan
limites de deteccién menores que los métodos espectroscipicos equivalentes, lo que es
sorprendente dado que se produce ensanchamiento de banda de la muestra a lo largo del
sistema cromatografico (inyeccion, columna, detector, etc.). Es cierto que en estos casos
no existe el efecto de la incertidumbre en la colocaciéon de la cubeta, pero no es seguro
gue esta mejora compense el inconveniente ya citado. En la literatura se pueden
encontrar sefiales de absorcion cromatograficas muy bajas que incluyen una
incertidumbre sorprendentemente B&j&'°. En esas condiciones pueden esperarse
limites de deteccion muy bajos, pero este tipo de sefiales no son las mas comunes en los
laboratorios. Se hizo, hace ya bastantes afios, un estudio cooperativo sobre la precision
de las medidas en cromatografia de liquidos para relaciones de sefial/ruidp fEjas
el estudio no resuelve las cuestiones planteadas.

Simulando un sistema cromatografico, se emple6 un sistema en flujo por
inyeccion secuencial (Sl) utilizando como detector el mismo espectrofotdbmetro de
diodos anteriormente analizado. Los resultados encontrados se comparan con los
encontrados por el grupo de trabajo de la Universidad de Zatgeza un equipo de
HPLC con detector de diodos.

" G. J. M. Bruin, G. Stegeman, A. C. Van Astan, X. Xu, J. C. Kraak and H. POppiejization and
evaluation of the performance of arrangements for UV detection in high-resolution separations using
fused-silica capillariesJ. Chromatogr. A, 559 (1991), 163-181.

8 R. W. Jones, P. Jandikarious approaches to analysis of difficult sample matrices of anions using
capillary ion electrophoresjs). Chromatogr. A, 608 (1992), 385-393.

19 E. salhi and U. Von Gunteimultaneous determination of bromide, bromate and nitrite inupi*

levels by ion chromatography without sample pretreatmafater Research, 33 (1999), 3239-3244.

' R. E. Pauls, R. W. McCoy, E. R. Ziegel, G. T. Fritz, D. M. Marmion and D. L. Krid&gsults of a
cooperative study on the precision of liquid chromatographic measurements at low signal-to-noise ratios
J. Chromatogr. Sci., 26 (1988), 489-493.
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4.3.1. Inyeccion Secuencial (SI):

Siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para este apartado, se
inyectaron 70ul de ferroina. El perfil de la ferroina cuando alcanza el detector es
similar al mostrado en laigura 4, y los puntos utilizados para la medida son siesilar
los alli usados. La zona de inicio del pico (puntos 1y 2) no se tomo6 en cuenta a la hora
de adquirir sefiales y realizar los célculos, dado que al ser la zona con una mayor
pendiente se producen grandes errores. Los resultados experimentales hallados se
representan en l&igura 1l.adel mismo modo que en los estudios realizados
anteriormente. El detector sigue siendo el mismo espectrofotometro de diodos, por lo
que también se representa el resultado obtenido en el estudio independiente del mismo,

cuando se utilizé ferroina como absorbente.

10

0.008

0.006

0.004

Standard Deviation

0.002

0.01 0
0 0.5 1 15 2 0 0.6 1.2 1.8

Absorbance Absorbance

Fig.11: (0) Puntos experimentales cuando se utiliza ferroina como especie absorbente y se lleva al
detector (espectrofotometro de diodos) mediante un sistema de inyeccion secuencial (SI). 1) Curva de
incertidumbre simulada correspondiente al efecto exclusivo del dete8toot(hois8. 2) Curva de
incertidumbre simulada correspondiente al efecto combinado del detector con el sistema Sl. a)
Representacion logaritmica de la desviacion estandar relativa de la absorbancia frente a la absorbancia; b)
Representacion de la desviacién estandar absoluta de la absorbancia frente a la absorbancia.

Las diferencias entre los dos conjuntos de datos deberan ser atribuidas Unicamente al
sistema de flujo empleado (inyeccion, tubos, celda de flujo...etc.) ya que, como se vio,
el detector esta exclusivamente afectado por el llamado ruido de digpard.8 x 10

Y. Teniendo en cuenta lkecuacién (9) la incertidumbre experimental (combinada)
deberia obedecer la siguiente expresion.

2 2 2
(SAbs j - ( SAbs j + ( SAbs j (23)
AbS Combinada AbS SisteméS| AbS Detector
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La incertidumbre asociada al proceso de inyeccion, al sistema de tubos, la celda
de flujo, etc. es independiente de la luz absorbida (o transmitida) por la muestra, por lo
que el término correspondiente &istema Sldeberia obedecer lacuacion (5) Por
otro lado el término referente alDétectof corresponde con el valor obtenido
anteriormente. Utilizando este valor kieobtenido para el detector de diodos en el caso
de la ferroina Ecuacién (3), se puede calcular el valor Bgdeducido de la ecuacion
(23) por regresion no lineal. De este modo:

ky (Sistema SI= 2.4 x 10%; s = 0.1 x 1d; (r* = 0.99) (24)

Usando los valores dq y ko, se puede trazar la curva simulada correspondiente a la
incertidumbre combinada observando que hay una buena concordancia con los puntos
experimentales (Figura 11). La forma en la que la desviacion estandar absoluta se
mantiene constante en la zona de absorbancias bajas y después aumenta para las
absorbancias mas altdsiqura 11.b), confirma el efecto independiente de la intensidad

de la sefial que alcanza el detector.

Como los valores di y ko son muy similares, la incertidumbre introducida por
el propio sistema de inyeccion secuencial (inyeccion, tubos, cubeta de flujo...etc.) no
puede ser desestimada, y dado que al realizar la medida manualmente el efecto de la
colocacion de la cubeta no era relevante (valdg diespreciable), puede concluirse que
la incertidumbre combinada es significativamente mayor en este sistema de flujo que la
obtenida cuando la medida se realiza de forma manual. Es decir, no debe esperarse
ningun tipo de mejora en la precision de la medida (limite de deteccion, etc.) por utilizar

un sistema de flujo (inyeccidn secuencial en este caso).

4.3.2. Sistema Cromatogréafico (HPLC)

Resultados comparabtésse han encontrado con un cromatégrafo de liquidos

(HPLC) cuando se utilizé la valvula de inyeccidn para introducir la muestra, asi como
cuando la muestra en si misma se utiliza como eluyente o fase movil (no se utiliza la
valvula de inyeccion). El uso del sistema completo de inyeccibn aumenta
apreciablemente la incertidumbre combinada. Este aumento se podria explicar por un
efecto independiente de la magnitud de la sef@lgcion (5) del que puede deducirse

un valor de k aplicable al proceso de inyeccion de la muestrexo 11-3).
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4.4.Incertidumbre para espectrofotometros de acoplamiento de carga (CCD):

Los CCD actualmente son muy utilizados como detectores para instrumentos
opticos. Sus caracteristicas tecnologicas desde un punto de vista de las propiedades
fisicas, pueden encontrarse en la liter&uRpseen grandes ventajas, como un amplio
rango dinamico, tamafo reducido, poco consumo energético, adquisicion de un espectro
completo en milisegundos, etc. que los hacen interesantes para este pfopeEsite
el punto de vista de la capacidad de deteccion, los CCD son muy conocidos por ser
detectores muy sensibles en condiciones de intensidad de I&Zb&in embargo no
es esta la zona mas importante en nuestro estudio, sino la contraria; esto es, la zona en la
gue la intensidad de luz que llega al detector es alta (poca absorcién, zona en la que se
encuentran los limites de deteccion).

En la siguiente figuraFgura 13 se observa como el espectro de absorcion
adquirido por un espectrofotometro CCD presenta mas ruido aparente que el mismo

tomado con un espectrofotometro de diodos, o con uno de tipo fotomultiplicador.

0.002 AU

podionuadl
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Mo U NP |
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Fig.12: Espectro de una disolucién de Dicromato 5.6 X il L en acido sulfarico 5 x TOmol L*
adquirido con distintos espectrofotometros: (1), espectrofotémetro de diodos (Hewlett Packard HP8452
A); (2), espectrofotometro de tipo fotomultiplicador (Shimadzu UV-260); y (3), espectrofotémetro CCD
(USB 4000, sin rendija de entrada). Los tiempos de adquisicién fueron: Diodos: 10 espectros a 0.1s/
espectro= 1 s; CCD: 100 espectros a 0.01s/espectro= 1 s. La velocidad de barrido del fotomultiplicador
fue de 3 nm/s aproximadamente. T ambiente.

2L G. H. Rieke Detection of light: from ultraviolet to the submillimeteP? £d Cambridge University
Press, Cambridge 1994, ch 6.

22Q. S. Hanley, C. W. Earle, F. M., Pennebaker, S. P. Madden, M. B. Déftarge-transfer Devices in
Analytical InstrumentationAnal. Chem. News and Features, 68 (1996), 21, 661A—-667A.

23 p. M. Epperson, J. V. Sweedler, R. B. Bilhorn, G. R. Sims, and M. B. Delpptications of Charge-
transfer Devices in Spectrosco@ynal. Chem. 60 (1988), 327A-335A.

24p. M. Epperson and M.B. DentdBinning Spectral Images in a Charge- Coupled Device (CGD}I.
Chem. 61(1989), 1513-1519.

141



CAPITULO 3

Se pueden encontrar numerosos trabajos relacionados con las caracteristicas y
funcionamiento de los CCD como detectores en instrumentaciéon angliteso muy
pocos relativos a la incertidumbre espectrofotométtiée hecho, la mayoria de ellos
se refieren a los CCD como detectores para luminiscencia, Raman, reflectancia, etc., y
hacen frente a la manipulacion analitica de la sefial para la mejora de la relacion sefal-
ruido®® (promediados, suavizados, binrihgtc).

En los CCDs, la transformacion de la intensidad luminica en sefial, se produce
en tres pasos principalmente. Cada uno de estos pasos esta sujeto a la aparicion de una o
mas fuentes distintas de ruffloPara entender bien estos procesos, pueden explicarse

mediante la analogia de los cubos y la llG¥ia

4.4.1. Analogia de los cubos v la lluvia. Origenes del ruido:

a) Transformacion fotonica:

Los fotones de luz (lluvia) que llegan a cada pixel (cubo) d L

producen un aumento de la carga almacenada debido al
efecto fotoeléctrico. Incluso cuando no hay flujo de foton =l\
existe una excitacion de electrones, debida a radioactivi‘
natural y a la energia térmica. Se produce una corriente
conocida comaorriente oscura, que es independiente de
la intensidad de luz que llega, solo depende de la T2. Aun
existe otra fuente adicional de incertidumbre debida a
pequefias diferencias en la capacidad de transformacién de

la luz en carga por cada uno de los pixeles, llamada no uniformidad.

%3, Coles, M. Nimmo and P. J .WorsfoRerformance characteristics of a low-cost, field-deployable
miniature CCD spectrometed. Autom. method manag. 2000, 22 (4) pp. 97-102.

%5 E. P. Tsaousoglou, S. D. Bolis, C. E. EfstathMonte Carlo simulation for the prediction

of precision of absorbance measurements with a miniature CCD spectrptheéietom. method manag.
2003, 25, 35-42.

2" El Binning es un proceso que hace que se combinen las cargas de pixeles adyacentes durante el proceso
de lectura. Se “agrupan” varios pixeles y se hace que se comporten como uno sélo. Esto tiene dos
beneficios principalmente: mejora de la relacion sefal-ruido y velocidad de lectura (debido a que se
reduce el nimero de puntos de lectura). También tiene desventajas, como la pérdida de resolucién, por lo
gue lo habitual sera evitarlo siempre que sea posible.

%8 T, J. Fellers, M. W Davidsortfamamatsu Articles, Concepts in Digital Imaging Technology, CCD
Noise Sources and Signal-to-Noise Ratitp://learn.hamamatsu.com/articles/ccdsnr.html (vista en
2010).

29 CCD simulator http://astro.unl.edu/classaction/animations/telescopes/buckets.html; (vista en 2010).
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b) Lectura de carga:

En el segundo paso, la carga recogida en
cada pixel se pasa (para su medicion) del
dominio de carga al dominio de voltaje.
Los pixeles se reajustan de acuerdo a un
nivel de voltaje de referencia, para poder
volver a recoger un nuevo flujo foténico.
En este proceso se genera ruidesét
noisg por la incertidumbre en el nivel del
voltaje de referencia, que se debe a

variaciones térmicas

c) Amplificacion de salida:

Finalmente, el voltaje generado se amplifica

para convertilo en la sefial analitica,

llamadoruido de lectura (read noise)el cual
posee dos componentes primarios, a saber,
ruido blanco (white noise) y elruido de ¢
parpadeo o rosa (flicker noise). El
amplificador de salida tiene una resistencia que
genera un ruido térmico (tipo Johnson), no
dependiente de la frecuencia. La segunda
fuente de ruido relacionada con el amplificador
de salida es el ruido de parpadeo o flicker,
comunmente conocido como ruido 1/f debido a su dependencia inversa aproximada en

la frecuencia. En el caso de los CCDs, la frecuencia se refiere a la velocidad de lectura.

% Dalsa Inc,CCD Technology Primehttp://www.dalsa.com (vista en 2010).
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Asi pues, para simplificar, pueden distinguirse diferentes grupos de
incertidumbre en la medida con un detector CCD.

- Incertidumbre que depende de la sefial fotonica que llega hasta el detector y es
conocida comahot noise Es consecuencia de la variabilidad en el numero de fotones
gue llega a un determinado elemento del detector por unidad de tiempo. No depende de
la temperatura, y es un tipo de incertidumbre comin a todos los tipos de
espectrofotometros. La mayor parte de fotones que llegan al detector provienen de la
muestra, aunque también alguno pueda provenir de otros origenes (luz difusa), o bien
carga proveniente de la sefial oscura.

- Incertidumbre causada por el propio funcionamiento del detector. Es
independiente de la sefal fotonica, pero sin embargo depende de la temperatura. Aqui se
engloban el dark noiseeset noisg el read noise

- Otras fuentes de incertidumbre son las creadas por pequefias variaciones
aleatorias en la eficiencia cuantica de cada pixel. Este fendmeno es conocidzocomo
uniformidad; esta incertidumbre se puede compensar por sustraccion de un espectro de
referencia adquirido bajo condiciones de temperatura idénticas, pero el resultado de la
substraccion siempre es una incertidumbre residual aditional

La expresion aditiva de la incertidumbre es la varianza y de acuerdo con la

ecuacién 15, la varianza experimentad () serd la suma cuadratica de todos los

factores que contribuyan. En este caso:

— 2
§p - snomoise-i- %arknoise-l- éesehoise+ 52readnois.e-'- Snonuniformity (25)

Otra clasificacion util distingue los origenes deido sobre la base de si es
temporal o espaciaf®. El ruido temporal, por definicién, varia segun el tiempo y se
puede reducir promediando varias adquisicioriegu(a 13.% mientras que el ruido
espacial no. La categoria de ruido temporal incluye el ruido fotdnico, el ruido oscuro, el
ruido de lectura y el ruido de reset.

%1 Richard L. McCreeryRaman Spectroscopy for Chemical Anatygisley & Sons, New York (2000),
p.58.
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4.4.2. Ruido espacial vs. ruido temporal:

La sensibilidad relativa de cada uno de los pixeles que forman el CCD no es
constante, y esto se observa cuando el detector es sometido a una iluminacion uniforme.
La imagen resultante presenta un ruido espacial debido a que los pixeles adyacentes no
reaccionan de la misma manera ante idénticos flujos incidentes. Las variaciones locales
se deben a problemas en la fabricacion del CCD. El ruido espacial est4 sujeto a la
eliminacién parcial, mediante algoritmos de substracdidgu(a 13.b), no eliminando

la componente temporal.
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Fig.13: Espectros correspondientes a la corriente oscute adietector de acoplamiento de carga (CCD)
adquiridos con un tiempo de integracion de 100 ms a temperatura ambiente.

a) Disminucion de la componente temporal del ruido mediante promediado de espectros; 1) Sin
promediar diversas adquisiciones; 2) promediando 10 adquisiciones. En los recuadros se observa la
variacion del valor de la intensidad de luz de un determinado pixel a lo largo del tiempo, y su desviacion
estandar relativa.

b) Eliminacion de la componente espacial del ruido mediante sustraccion de espectros. El espectro 3, es la
resta de los espectros 1y 2.

La sefial de fondolgngg €Std siempre presente al tomar cualquier medida
experimental, contribuyendo con un valor constante a la intensidad total que se registra
en el detectorl{oa). Si se quiere considerar unicamente la contribucion analitica de la

sefal, a lath se le resta la-dngo Obteniendo asi la:l,

l Exp. =1 Total I Fondo (26)

De este modo la sefal experimental no se ve afectada, por el valor constante de estas
componentes, pero como el proceso de medida requiere de dos adquisicigpgs ¥la

la lrondg) la incertidumbre se vera incrementada de acuerdo a:
— 2
§exp - éfotal + Sl Fondo (27)
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El resultado de lacuacion 26 se puede observar efilgura 13.b donde el valor de la
sefial experimental es practicamente cero, nolainiformidad se ve en cierta medida
compensada, es decir se ha eliminado en cierta manera el ruido espacial

La medida de la absorbancia tiene sus propias particularidades y sin embargo no
se ha prestado gran atencion a su medida mediante los detectores CCDs. El valor de la
absorbancia se calcula tras la adquisicion de tres lecturas de intensidad: la de la
corriente oscuraléongg), la de referencialgancg Y la lectura con la muestra de interés

(Imuestrg, Y la aplicacion posterior del logaritmBdquacion 28);

Ab; _|og I Muestra_lI Fondo (28)

Blanco ! Fondo

Por tanto la parte del ruido espacial esta eliminada. Sin embargo, si se toman sucesivas
lecturas para un elemento concreto (pixel) se observa que ese valor frigiia {(4),

por efecto de la incertidumbre temporal.
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Fig.14: Ruido espectrofotométrico temporal. Espectro de dicromato 3®xritd I* en acido sulfdrico

5x10° mol I'*. Espectrofotémetro de acoplamiento de carga (CCD) USB2000; tiempo de integracién 150
ms. El espectro se adquiri6 como tal y no corresponde a ningun promediado. En rojo, se puede ver el
valor de la absorbancia para el mismo pixel a lo largo del tiempo mostrando la incertidumbre temporal.

Tal y como ya se menciond, la incertidumbre en el valor de la Absorbancia
(Sabs) Viene dada por:

Sy, = 0434

10—Abs

Que se deriva directamente de la ecuacion (1)
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De este modo se pueden aplicar las mismas ecuaciones que ya se habian empleado hasta
ahora écuaciones 1-15)Como ejemplo se desarrollaran los resultados obtenidos para
un espectrofotémetro con detector CCD, el USB2000 de Ocean Optics.

4.4.3. Incertidumbre para el espectrofotdmetro USB 2000

Se siguié el mismo procedimiento descrito en los apartados anteriores para el
calculo de la incertidumbre a distintos valores de absorbancia y posterior célculo de las
constantes. Se fijo un tiempo de integracion tal que cuando se mide una disolucion de
blanco, la intensidad de la fuente que llega al detector, sea maxima, y se realiza un
namero de promediados de adquisiciones de forma que el producto entre el tiempo de
adquisicién y el nimero de promediados sea aproximadamente de 1 segundo.

En la siguiente figuraHigura 15), se muestran los valores experimentales de la
incertidumbre espectrofotométrica obtenidos, junto con la linea de regresion de los
mismos €cuacion 15). Se realizaron a su vez diversas adquisiciones sacando la celda de
medida del portacubetas, con el fin de valorar el efecto de la colocacién de la misma en
este disefio (CUV-UV de Ocean Opti€sgural.). A partir de la curva de regresion se

pueden estimar los valores de las constakiegAy ks).

100 E 0.100
b
10 3
c
_ 0010 |
S 3
2 5
e 1 2
7 8
a a Sabs. (kz
O 0.001 ¢
a
0.1
Sabs. (kB)
Sabs, (kl)
0.01 0.000
0 0.5 1 1.5 2 0 0.5 L 15 2
Absorbance (350 nm) Absorbancia

Fig.15:a) Desviacion estandar relativa de la absorbamcfareion de la absorbancia para un detector de
acoplamiento de carga (CCD) USB2000, tanto para cuando la cubeta permanece en el portgcélulas (
como cuando se saca en cada adquisicedn Qomo absorbente se ha utilizado dicromato potasico
(Amax=350 nm) en é&cido sulfarico 5 x TM. 1) Linea de regresion de los puntos huecos. 2) Linea de
regresion de los puntos llenos. 3) Linea tedrica que representa el error debido a la colocacion de la cubeta,
y que se deduce de las lineas 1 y 2. b) Con el valor obtenido para las constakigskt) se pueden

trazar las curvas correspondientes a la variacion de la desviacion estandar absoluta. Las lineas
discontinuas muestran la contribucion individual de cada uno de los efgglids), efecto derivado de la
ecuacion (5) s.ps(ky), efecto derivado de kcuacion (7) saps(ks), efecto derivado de kecuacion (8)
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Tal y como se observa en la Figura 15.b, cuando los valores de absorbancia son bajos, el
término de incertidumbre que mayor relevancia tiene es el correspondidgte a
(ecuacion (7). De este modo, y encontrandose el portacubetas en perfectas condiciones,
la curva de regresiortijrva 1) de los puntos experimentales coincide practicaanent

con la curva tedrica asociada a este efecto. En el caso de un portacubetas deteriorado, la
curva de regresiorcrva 2), es el resultado de la combinacion de efecmsationes

(7) y (8)) segun laecuacion (15) Conforme aumentan los valores de la absorbancia
cobra mayor relevancia el efecto producido padaacion (5) y asi a partir de valores

de absorbancia por encima de 1, las curvas de regresion casi coinciden con la curva
tedrica asociada a este efecto, no teniendo apenas relevancia el resto. Para valores altos
de absorbancia, el efecto del estado del portacubetas no tiene relevancia alguna como ya
se comentaba en la bibliogrdfiaAl aplicar la regresiéon no lineal por minimos
cuadrados se encuentran buenos ajustes de los puntos experimentales a las ecuaciones
tedricas cuando se aplica el efecto combinado dedaaciones (S)y (7) segun la
ecuacion (15) Se obtienen los siguientes valores g k:

ky=4.2x 10" s=1.5x 1¢
k,=9.1x 105 s=0.7 x 1¢

La ecuacion (5) es necesaria para explicar la incertidumbre producida a
absorbancias superiores a 1.0, y no tiene practicamente relevancia alguna con valores de
absorbancias inferiores a 0.5. EnHigura 15 se puede observar ademas el efecto del
posicionamiento de la cubeta. En este caso el portacubetas tiene un disefio muy simple
(Figura 1.}, por el que la cubeta se ajusta Unicamente corodndlos protegidos con
cabezas de teflon. Este portacubetas se desajusta rapidamente por lo que la
incertidumbre que ello provoca aumenta considerablemente. Sin embargo, un nuevo
ajuste de los tornillos de sujecidén, lleva a la reduccion del citado efecto. Nuevamente el
efecto del posicionamiento de la cubeta no es relevante siempre que el portacubetas se
mantenga en unas buenas condiciones. Estos resultados se ven reflejados en el valor de
la constantes, (ecuacion 8) obtenido cuando se fijan los valores de las constartes

koy se aplica la ecuacién (15)

ks =20.1 x 1¢* s= 0.2 x 10*
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Se siguieron los mismos procedimientos para diferentes espectrofotometros de
acoplamiento de carga (CCD) con distintas configuraciones, y los resultados se resumen
en la siguiente tablatgbla 3). En losAnexos lll-4 y 5 se pueden ver las curvas

experimentales obtenidas para el resto de espectrofotometros.

Tabla 3: Valores experimentales obtenidos a temperatura ambiente de las constantds que
caracterizan los distintos detectores CCDs para la configuracién dada. En todos los casos sg utilizé
dicromato potéasico en &cido sulfarico 5810l I'* como absorbente.

10°k"
Detector Rendijd  tiwegracien(Ms)  promediados Rango Lineal (u.a.) k ko
USB 2000 Si 125 8 0-1.8 4(2) 9 (1)
USB 4000 Si 100 10 0-1.8 58) 8 (4
QE 65000° No 35 30 0-1.0 - 2.9(0.3)

% En todos los casos se utilizé una fibra de g®lentre la fuente y el portacubetas, y una de o0
entre el portacubetas y el detector. En los casos en los que el espectrofotometro consta de rendija de
entrada, ésta fue de 36n.
® Los valores de las constantes siempre se obtuvieron mediante regresién no lineal por minimos
cuadrados, la desviacion estandar se da entre paréntesis.
° El espectrofotometro consta de un aparato Peltier incorporado que permite la termostatizacipn, pero
en este caso, se mantiene apagado y por tanto a temperatura ambiente.

El valor dek, es en todos los casos mayor que elkgelo que indica la
predominancia del ruido de dispars,(, ...) @ absorbancias bajas, mientras que para

valores altos, es el términky el que cobra mas relevancia en la incertidumbre
combinada (excepto para el caso del QE65000). Como se puede observar, no en todos
los casos se han utilizado los mismos parametros de adquisicion (tiempo de integracion
y promediados) ya que la intensidad de luz que satura el detector (well capacity), para
cada caso es diferente, y los parametros se fijaron segun se describié anteriormente en

procedimientos.
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4.5. Algunas consideraciones importantes acerca de los espectrofotometros de

acoplamiento de carga (CCD):

Se deben hacer otras consideraciones acerca de los espectrofotbmetros de
acoplamiento de carga. Por ejemplo la incorporacion de sistemas de refrigeracion a los
nuevos modelos que podria de ese modo, reducir la incertidumbre, especialmente a
valores de absorbancias affagefecto ky). Otro de los parametros que influyen
considerablemente en la incertidumbre espectrofotométrica, asi como en la resolucion
espectral, es la presencia o ausencia de la rendija de entrada, por lo que se dedicara un
breve apartado a la influencia que provoca. Otros parametros instrumentales, tales como
el tiempo de integracién o el niamero de promediados realizados, también tienen
influencia sobre la incertidumbre experimental, y se les da su correspondiente
importancia dentro del programa de adquisicion de datos para la mejora de la sefial
adquirid&®. La longitud, didmetro y material de las fibras épticas también afectan a la
incertidumbre espectrofotométrica, pero estos efectos quedan fuera del alcance del

presente estudio.

4.5.1. Efecto de la refrigeracion:

a) No uniformidad.

En laecuacion 25, Gnicamente el térmirsj, depende del flujo fotdnico

ot-noise
gue llega al detector. Cuando esta intensidad es alta, el ruido dependiente de la
temperatura es proporcionalmente mucho menor y por lo tanto irrelevante. Si la
intensidad de luz que llega al detector es baja, el ruido dependiente de la temperatura es
entonces significativo. En técnicas de emision como Raman, fluorescencia, dispersion
etc., a mayor concentracion de analito, mayor es la intensidad de luz que alcanza el
detector, sin embargo, para concentraciones de analito bajas, mayor es la relevancia que
cobra el ruido térmico y por lo tanto figuras como el limite de deteccidn, dependeran de

la temperatura del CCD. Esta es la razén por la que la instrumentacion que incorpora
sensores CCD (camaras, telescopios, detectores, etc.) esta frecuentemente dotada de

sistemas de refrigeracidh En la siguiente figuram{gura 16.% se muestran espectros

%2 G. Currell; Analytical Instrumentation. Performance, Characteristics and Qualififey, Chichester,
2000, p. 268.

% J. H Giles, T. D Ridder, R. H. Williams, D. A Jones, M. B. Den®electing a CCD Cameyainal.
Chem. News and Features, 1998, 70, 663A-668A.
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obtenidos en ausencia de cualquier flujo fotonico (corriente oscura) adquiridos a
diferentes temperaturas. Como se puede apreciar, la sefial del fondo (valor medio) y su
incertidumbre (espacial y temporal) aumentan con la temperatura. La sefial de fondo, y
la contribucion espacial pueden ser eliminadas por sustraccion, pero también se puede
observar que al realizar la resta, la incertidumbre aumemaré 16.b). Este aumento

no puede evitarse, y siempre afecta a las sefiales que son resultado de la sustraccion del

fondo Ecuacién 26) talesomo las de fluorescencia.
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Fig.16: Efecto de la temperatura en la adquisicion de safialun detector CCD USB 4000 (rendija de
entrada de 5@m). El tiempo de integracion fue de 80 ms en todos los casos y se adquirié un espectro
solamente (no promediados). El espectrofotometro se introdujo en un congelador, frigorifico o se dej6é en
el exterior para alcanzar las siguientes temperaturas de trabajo: 1) -20 °C; 2) -10 °C; 3) 4 °C y 4) ambiente
(20 °C). a) Sefal adquirida sin entrada de luz (Corriente oscura); b) Sefal adquirida sin entrada de luz,
sustrayendo la corriente oscura; c) Espectros de referencia (blancos) para absorbancia; b) Espectros de
dicromato 8x18 M en &cido sulfarico 5xIOM.

En absorbancia, la dependencia de la incertidumbre con la temperatura
Unicamente se hace relevante cuando las intensidades de la muestra o bien del blanco
son suficientemente bajas. Esto ocurre cuando los valores de absorbancia son altos, pero
no a valores de absorbancia bajos. Effritaura. 16.cse ve como, tanto la sefial en
ausencia de analito (blanco) como la de una concentracion pequefia de Brlito (

16.d) no se ve afectada por la temperatura. El valouiadq estara sujeto a una

incertidumbre que reside Unicamente en la componente temporal delHigida (19.
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b) Ley de Beer: QE 65000.

Para el estudio del efecto que la refrigeracion produce en el detector de
acoplamiento de carga, tanto en las medidas de absorciébn como de emision, se usé un
espectrofotometro QE65000 de la casa Ocean Optics, el cual incorpora un sistema de
refrigeracion (hasta -20 °C) controlable por software. Se debe destacar que el
espectrofotometro en cuestion, no cuenta con rendija de entrada, por lo que el elemento
gue regula en este caso la cantidad de luz que llega al propio detector sera el diametro
de la fibra Optica utilizada. Se sigui6 el procedimiento descrito anteriormente (medidas
realizadas manualmente), configurando el espectrofotometro de dos maneras diferentes,
una a temperatura ambiente (25 °C aprox.), y la otra refrigerando a -5 °C.

En ambos casos se da una desviacién de la ley de Beer a partir de valores de
absorbancia por encima de Higura 17), por lo que no se pueden sacar conclusiones
definitivas acerca del efecto que produce la refrigeracion del detector de acoplamiento
de carga sobre la incertidumbre espectrofotométrica a absorbancias superiores a 1. Por
lo tanto, el estudio se limitard al calculo de la constdpt@ara este modelo de
espectrofotometro y se comprobara como el efecto de la refrigeracion no tiene
influencia en el valor de esta constante, que tiene que ver con el ruido de disparo, y no

con el térmicolf).
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Fig.17: Representacion de la absorbancia a 350 nm detdsstitisoluciones de Dicromato frente a la
concentracién de Dicromato. Medidas realizadas con un espectrofotdmetro de carga acoplada QE65000
sin rendija de entrada. El diametro de la fibra optica es da#0Tiempo de integracion 35 ms, niUmero

de promediados 30. a) T 2 ambiente; b) T2 =-5°C.

Se utilizé Gnicamente como especie absorbente dicromato disuelto en sulfaricd 5 x 10
M. El procedimiento seguido es el mismo que en las experiencias anteriores, y las
condiciones experimentales las descritas diglaa 17. Los valores de las constantes

obtenidas a las dos temperaturas probadas son los siguientes:
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T ambiente ko = 2.9 x 10% s= 0.3 x 10%; (r> = 0.83)
Tsoc: ke=3.2x10%s=0.2x 10% (r* = 0.97)
Ambos valores de las constantes hacen que las curvas obtenidas por regresion no

lineal se ajusten bastante bien a los puntos experimentales de ambas experiencias,
demostrando ademés que no difieren apreciablemente.

10

0.1

Relative standard deviation

0.01

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Absorbance

Fig.18: Desviacion estandar relativa de la absorbancia weridn de la absorbancia para un
espectrofotometro de acoplamiento de carga (CCD) QE65000. 1, Linea de regresidon de los puntos
experimentales adquiridos a T2 ambiente. 2, Linea de regresion de los puntos experimentales obtenidos a
Ta=-5°C,

C) USB 4000. Al congelador:
Dado que el espectrofotometro utilizado no cubre el rango completo de
absorbancias utilizadas habitualmente, debido a una rapida desviacion de la ley de Beer,
se disefié otro experimento para comprobar el efecto que la refrigeracion produce en la

incertidumbre espectrofotométrica en lo que afecta al ruido tériico (
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Se utilizé un espectrofotometro de acoplamiento de carga USB4000, provisto de rendija
de entrada. Ello permitié que el intervalo de aplicacién de la ley de Beer alcanzara hasta
una absorbancia de 2 aproximadamente. Para alcanzar las bajas temperaturas deseadas
se introdujo el espectrofotometro en una nevera (T = 4 °C) o bien en un congelador (T=

- 20 °C). Para evitar, en la medida de lo posible, efectos de condensacion se introdujo el
espectrofotdmetrgl) en una bolsa con cierf€) y se puso una bolsita con agente
desecante en su interi@8). Para el control de la temperatura se contd con andas

(4), tal y como puede observarse en la anterior imagewbjetivo es comparar los
resultados obtenidos a temperatura ambieftexo IlI-4) con los obtenidos en las dos

situaciones de bajas temperaturas (Figura 19)
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Fig.19: Desviacion estandar relativa de la absorbancia weridn de la absorbancia para un
espectrofotometro de acoplamiento de carga (CCD) USB4000. Curvas de regresién no lineal y puntos
experimentales obtenidos. E0O a Tampiente EN @zul @ Tevera(+4 °C); En a Teongelador(-20 °C). El
absorbente utilizado fue dicromato en acido sulfarico 5%M0

Los valores que se obtienen para las constantes a las diferentes temperaturas se resumen

en la siguiente tablagbla 4).

Tabla 4: Valores experimentales obtenidos a distintas temperaturas, de las constantgs que
caracterizan al siguiente detector CCD para la configuraciéon dada. En todos los casos sqg utilizé
dicromato potasico en acido sulfarico 5810l I* como absorbente. La desviacién estandar se| da

entre paréntesis.

10°k*©
Detector Rendij  tiegracion(Ms)  promediados Temperatfira k1 ko
USB 4000 Si 100 10 Ambiente 5(8) 8 (4)
Nevera (4 °C) 3(3) 8 (1)

Congelador (-20°C) 3 (7) 8 (3)

% Se utilizé una fibra de 60Am entre la fuente y el portacubetas, y una de 400 entre el
Eortacubetas y el detector. La rendija de entrada era g@25

El espectrofotémetro se introdujo en la nevera o el congelador cuando fue preciso.
° Los valores de las constantes siempre se obtuvieron mediante regresioén no lineal por minimos
cuadrados. ”n
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A simple vista soOlo se pueden apreciar pequefias diferencias cuando se pasa de
temperatura ambiente a temperatura mas baja, pero sélo en el valor de la cknstante
El valor dek, se mantiene constante con la temperatura tal como cabia esperar, dado
gue depende exclusivamente del sistema de deteccion. El ruido llamado térmico afecta,
de forma apreciable, exclusivamente a las zonas donde la absorbancia es mas alta, es
decir cuando la intensidad de la luz que alcanza al detector es baja y por tanto la
corriente oscura cobra mayor relevancia relativa. Se ha podido observar como al
disminuir la temperatura, la intensidad de la corriente oscura también disminuye
(Figura 16.% De hecho, si se toma el valor promedio de lansitiad de la corriente
oscura a todas sus longitudes de onda y se representa frente a la temperatura a la que ha
sido adquirida se obtiene la siguiente representa€ignr@ 20.% que es muy similar a

otras(Figura 20.b) que se pueden encontrar en la bibliogtafia
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[ ]
9.00 '-\ &

o \ Figure 2
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g w Ll &= Cooling Curve
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L bt
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c [=]
2 3 E 3.00 |
£ 400 - % 200 F

1.00
2 1 0.00 —
0 o o 10 6§ 0 -5 -10 -156 -20 -25 -30 -35
25 15 5 5 15 25 Temperature (Degrees Celsius)

Temperatura ( °C)

Fig.20:a) Valor promedio obtenido a partir de la intendida la corriente oscur&i@. 16.9 a todas las
longitudes de onda. Detector CCD USB 4000 (rendija de entrada gden,5@ sin termostatizacion
incorporada). El tiempo de integracion fue de 80 ms para todos los casos y Unicamente se adquirid un
espectro (no promediados). Se introdujo el espectrofotdmetro en un congelador, frigorifico o se dej6 en el
exterior para alcanzar las siguientes temperaturas de trabajo 1) -20 °C; 2) -10 °C; 3) 4 °C y 4) ambiente
(20 °C). b) Gréfica extraida del trabajo de Fellers y colaboraflores

Es decir que de ldsiguras 16.¢/ d, 18y 19 parece deducirse que la temperatura
no influye apreciablemente en las medidas de absorcion; sin embargo si que lo hace, y

de forma considerable, en las medidas de emisiori~(geras 16.y b, y20).
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4.5.2. Consideraciones acerca espectrofotdmetros sin rendija de entrada:

Algunos espectrofotometros CCD pueden adquirirse sin rendija de entrada. En
estos casos el diametro de la fibra Optica utilizada es el limitante de la cantidad de luz
que puede llegar al detector. Ademas de distintos tamarfos de fibra éptica disponibles,
existen otros tipos de artilugios como filtros o atenuadores, que permiten en cierto modo

controlar la cantidad de luz que incide en el detector, y por tanto, la incertidumbre
debida al términos. , ... €n laecuacion (25) Al aumentar el tamafio de la rendija de

entrada, o incluso suprimirla, se aumenta la cantidad de fotones que inciden en el
detector, pero a su vez aumenta la cantidad de luz p&tésia lo que el rango lineal
en el que se cumple la ley de Beer se reduce, como se aprecia en la siguiente figura
(Figura 21.% También la resolucién se hace pebrg(ra 21.b), pero a cambio se

consigue una mayor relaciéon Sefial/Ruido y por tanto una menor incertidumbre

20.000

Absorbancia medida
Intensidad (cuentas)

Slit 25 pm

0 1 2 200 400 600 800

Absorbancia tedrica Longitud de onda (nm)

Fig.21:a) Representacion de la ley de Beer para los datadados descritos en “procedimientos”. Se

trata de datos obtenidos bajo una configuraciéon en la que hacemos nula la intensidad de luz parasita, con
presencia de ruido dependiente e independiente de la sefial foténica, y bajo diferentes diametros de
rendija de entrada. 1) Rendija de entrada de 5 nm; 2) 50 nm; 3) 70 nm; 4) 100 nm. b) Espectro de emisién
de la fuente DT-MINI-2-GS, registrado con un espectrofotometro USB4000 con una rendija de entrada de
25um, y con el mismo espectrofotdmetro sin rendija cambiando los diametros de fibra 6ptica a la entrada:
1) 600um; 2) 400um; 3) 200um; 4) 100um.

Por otra parte, tiene especial interés comprobareregrpntalmente la
repercusion que tiene la cantidad de luz que incide en el detector, en la incertidumbre.

Para ello se utilizé un atenuador de luz de apertura variable (FVA-UV de Ocean Optics)

% H. A. Strobel, W. R. HeinemarChemical Instrumentation: A Systematic Apprgagth ed.; Wiley
Interscience; New York, 1989, p. 329.
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(Figura 22.% que se coloca entre la cubeta y el detector QEBEE®Oeste caso el
detector no tenia rendija de entrada y se trabajé a temperatura ambiente. Las curvas de
incertidumbre pueden observarse en la siguiente figugar@ 22.3

100 2.E-02
10 z
&
N »
\. (0]
a) 1 £ 1E02
7 g
x >
3
0.1 )
0.01 0.E+00
0 0.5 1 1.5 2
Absorbancia Absorbancia

Fig.22: a) Atenuador FVA-UV de Ocean Optics y desviacidtardar relativa de la absorbancia en
funcion de la absorbancia para un espectrofotémetro de acoplamiento de carga (CCD) QE65000 a
temperatura ambiente. El absorbente utilizado fue el dicromato potasico en acido sulfaricoM.xLL0

Sin atenuador; 2) Atenuador con apertura maxima; 3) Atenuador con apertura intermedia; 4) Atenuador
con apertura minima. b) Puntos experimentales de desviacion estandar absolutas, junto con las curvas de
desviacion estandar trazadas utilizando los valores de las constantes obtenidas en a).

La regresion no lineal por minimos cuadrados obtenida para los puntos
experimentales de desviacion estandar relageagcion 15, suma decuaciones 5y
7), esta muy influenciada por los puntos de absorbancias mas bajas (residuales mas
altos) y por lo tanto para comprobar su fiabilidad pueden utilizarse los resultados
obtenidos para las constantasy k; (tabla 5) para simular el comportamiento de la
desviacion estandar absolukagura 21.b). Se comprueba que, en general, la simulacion
(lineas continuas efigura 22.b) es bastante buena y que por lo tanto los valores
encontrados park y k> son fiables.

Tabla 5: Valores obtenidos por regresién no lineal por minimos cuadrados, a temperajura
ambiente, de las constantes que caracterizan un espectrofotometro QE65000, utilizando el
atenuador variable de luz FVA-UV. En todos los casos se utilizd dicromato potasico en acido
sulfarico 5 x 10° mol I'* como absorbente.

Apertura de atenuador k;(x 109 ko (x 109

Sin Atenuadof 0.3 (1) 2.1 (0.2)
Maxima 3 (2 4 (1)
Intermedia 4 (2 7 (1)
Minima 8 (1) 5 (2

& Se trata de un espectrofotémetro distinto al digjlaa 18
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Se puede conseguir un efecto similar al de atenuador, en lo que a la sefal
fotbnica se refiere, utilizando fibras O6pticas de diferentes diametros internos
(disponibles comercialmente desde 60 hasta de 1000m). El efecto que se obtiene
es similar; es decir, conforme el diametro de fibra Optica se estrecha, la incertidumbre es

mayor Eigura 23.3 pero mejora la resolucidéfi@ura 21.b).
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Fig.23: a) Desviacion estandar relativa de la absorbanpiafuaciéon de la absorbancia para un
espectrofotdmetro de acoplamiento de carga (CCD) USB4000 a temperatura ambiente y sin rendija de
entrada para dos diametros distintos de fibras dpticas. El absorbente utilizado fue el dicromato potasico en
&cido sulfarico 5 x 18 M. 1) Didametro interno de la fibra éptica =600; 2) Diametro interno de la fibra

Optica =10@m; b) Puntos experimentales de desviacidn estandar, junto con las curvas de desviacion
estandar trazadas utilizando los valores de las constantes obtenidas en a).

5. CONCLUSIONES

En conclusion, en el presente capitulo:
- Se han dado valores para las constantes que rigen la incertidumbre en diferentes
tipos de espectrofotometros.
- Se ha visto que la colocacion de la cubeta en el portacélulas no introduce
incertidumbre significativa, siempre que se encuentre en buenas condiciones de uso.
- Se ha mostrado que la refrigeracion en espectrofotometros con CCDs tiene mucha
importancia en medidas de emisién y practicamente ninguna en medidas de
absorcion.
- Se ha aportado una magnifica evidencia experimental para efectos como: variacion
de la intensidad de corriente oscura del detector CCD con la T2, efecto de un
atenuador y del diametro de las fibras 6pticas utilizadas en la incertidumbre, ruido
de no-uniformidad, ruido espacial y temporal, influencia de la presencia o no de

rendija en el cumplimiento de la ley de Beer y en la resolucion, etc.
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ANEXO IIT
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Anexo lI-1: Espectros repetidos de una disolucién de ferroird 8% M en aguag) sin sacar la cubeta
del portacélulas y) sacando la cubeta entre cada adquisicion. Espectrofotometro de diodos HP 8452.
Tiempo de integracion, 1 s.
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Anexo 11I-2 Desviacion estandar relativa de la absorbanciauecidn de la absorbancia para un
espectrofotdmetro de diodos, tanto para cuando la cubeta permanece en el portagébaam (cuando

se saca en cada adquisicion de la medejal( Linea de regresion de los puntos hue@od.inea de
regresién de los puntos llen@&.Linea tedrica que representa el error debido a la colocacién de la cubeta,
y que se deduce de las lineay 2. (a) Zona de absorbancias baj@ls) Zona de absorbancias altas.
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Graficas reproducidas con el permiso del grupo de la Universidad de Zaragoza (Javier Galbam, Susana
de Marcos e Isabel Sanz).

Anexo I1I-3: a) Desviacién estandar relativa de la absorbaricéate al valor de la absorbancia en el
sistema HPLC con quinina como especie absorbente. b) Desviacion estandar de la absorbancia en funcion
de la absorbanciao) Puntos experimentales hallados cuando no se utilizé valvula de inyeagjon. (
Puntos experimentales hallados cuando las disoluciones de quinina son inyectadas al sistema HPLC. (1)
Linea de regression obtenida por ajuste de los puntos vacios a la ecuacién (7); (2) Linea de regresion
obtenida por ajuste de los puntos experimentales (llenoScadaion (23)
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Anexo lI-4: Comportamiento del espectrofotometro de acoplamidatcarga (CCD) USB4000 (Ocean
Optics). a) Desviacion estandar relativa de la absorbancia en funcién de la absorbancia. Los puntos
representan los valores experimentales. Como absorbente se ha utilizado Dicromato petasi8b(

nm) en &cido sulfarico 5 x T0mol I'. 1) Curva obtenida por regresién no lineal por minimos cuadrados

de los puntos experimentales; 2) contribucion individual del término correspondierkeabtianida; 3)
contribucion individual del término correspondiente klabtenida; b) desviacion estandar experimental,
junto con las curvas correspondientes trazadas utilizando los valores obtenidos por regresion en a).
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Anexo 11I-5: Comportamiento del espectrofotdmetro de acoplamidatcarga (CCD) QE65000 (Ocean

Optics). a) Desviacion estandar relativa de la absorbancia en funcién de la absorbancia. Los puntos
representan los valores experimentales, y los huecos aquellos para los que el rango lineal (ley de Beer) no

se cumple. Como absorbente se ha utilizado Dicromato potagige850 nm) en acido sulflrico 5 x10

®mol . La curva se obtiene por regresién no lineal por minimos cuadrados de los puntos experimentales
(Sin los huecos). b) desviaciéon estandar experimental junto con su curva correspondiente, trazada

utilizando el valor de la constante obtenido por regresion en a).
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