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FOTOCOLORIMETRIA

Q. Farmacetitica MARIA I. ARDAO

Hagamos una revision de los principios'fun'damen-
tales y leyes que la rigen. '

Es sabido que cuando la luz visible incide sobre
un medio (solido, liquido, gas) es en parte absorbido,
de tal modo que el haz emergente de energia radiante
tiene intensidad menor que el incidente. Esto se ex
presa por la igualdad: '

Iot =:llan st it tdes el )
en la cual lo representa la intensidad de la luz inci-
dente, la la intensidad de la luz absorbida, It Ia inten-
cidad de la luz trasmitida e Ir la intensidad de la
luz reflejada. Ir, no tratandose de un so6lido brillante,
es despreciable.

Si (1) se divide por lo resulta:

lo Ia It

lo Io lo
La relacion la/lo representa la absorcion, A y el
cociente It/lo la transparencia, T.
Luego L= AG Rk oy
Las distintas radiaciones del espectro no son ab-
sorbidas con igual intensidad por una sustancia dada.
Es precisamente en este fendomeno que se origina el
color que presenta una sustancia, puesto que el color
del haz emergente, complementario de las radiaciones
absorbidas, es el color del cuerpo. Asi una disolucit’)_n
de cromato de potasio atravesada por la luz blanca,

dejard pasar, casi sin modificar su intensidad, las ra.
diaciones de longitud de onda correspondientes. al

amarillo. Las otras sufriran una disminucion de inten-
sidad que sera maxima para las radiaciones comple-
mentarias del amarillo, es decir, las de longitud de
onda correspondiente al violeta.

En general toda sustancid coloreada presenta una
zona de maxima y otra de minima absorcion en el
espectro, caracterizadas ambas por las correspondien-
tes longitudes de onda.

Para las radiaciones intermedias la absorcion tiene
valores progresivos comprendidos entre el minimo y
el maximo. Lopaie

De (2) se deduce que al maximo de absorcion le
corregponde ¢l minimo de transparencia y a la inversa,

En los casos extrémos, todas las radiaciones pue-
den ser absorbidas (cuerpo négro) 0 ninguna de las
del espectro visible y en este caso los haces inci-
dente y emergente son de igual color. Las sustancias
incoloras, agua, disolventes organicos, presentan una
absorcion despreciable en la practica colorimétrica

corriente.

De acuerdo a lo que antecede ,cuando se habla
de absorcion, es preciso indicar la longitud de onda
a que se refiere.

LENCE'S

Lambert fué el primero en estudiar las relaciones
entre la luz incidente y la trasmitida. En 1760 (1)
enuncio sus '}eyes para los cuerpos absorbentes en
geﬁeral (salvo. en estado disuelto). .

l.a Ley. La cantidad de luz monocromatica tras-
mitida es proporcional a la intensidad de la luz in-
cidente. ; _

It = alo

It/lo = a
a es una constante m2nor que la unidad segun la ecua-
cion (2) y se llama coeficiente de trasmision cuando
se. determina para una capa de sustancia de un cm.
de espesor. '

2.a Ley.
trasmitida decrece en progresion geométrica mientras

La intensidad de la luz monocromatica

el espesor de la capa absorbente aumenta en progre-
sion aritmeética.
“La expresion matemdtica de esta ley es:

-

——
It = lo.10 (3)
| representa el espesor y = una constante que Bun-
sen y Roscoe (2) llamaron coeficiente de extincion.
Su valor deducido de la expresion (3) es:

s = e ddme g R

Indica que la extincion producida por una sustancia
es igual a la inversa del espesor por el logatitme de
ia 1elacion de la intensidad de la luz incidente a la
trasmitida, Cuando en (4) | es igual a 1 cm. 2 repre-
senta el coeficiente de extincion de la sustancia que
se define como el logaritmo de la relacion It/lo para
un espesor igual a1 cm. Mas tarde Beer (2) y Ber-
nard. (3) estudiaron la absorcion y la trasmision de
la luz en las disoluciones de sustancias coloreadas en
disolventes inactivos, donde a mds del espesor, inter-
viene otra variable, la concentracion. Encontraron que
manteniendo el espesor constante, la concentracion
influye en la intensidad de la luz trasmitida de la
(.) Omitimos aqui la deduccion de las expresiones (3)

y (4) para hacerlo cuando nos refiéramos ala ley

.. de Lambert-Beer.
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misma manera que lo establece la ley de Lambert
para el espesor.

La ley de Beer dice: A espesor constante, la inten-
sidad de la luz trasmitida disminuye en progresion
geométrica cuando la concentracién de la sustancia
aumenta en progresion aritmética.

Su expresion, semejante a la de Lambert, es:
3¢
It = lo.10 (5)
De la combinacion de ambas (3) y (5) surge la
expresion de la ley de Lambert-Beer:
~Ele
It = lo.10 (6)
Vamos a deducir esta ecuacion que es la que
nos interesa desde el punto de vista analitico.

Sea un haz de rayos paralelos monocromaticos de
intensidad Io que atraviesa una solucion de una sus-

tancia capaz de absorberlos, bajo un espesor ! y a
una concentracion ¢. La energia de esas radiaciones
de determinada longitud de onda, ha disminuido v la
disminucion es proporcional a Io, a l, a C v a una
constante de proporcionalidad K, caracteristica de
cada sustancia, llamada coeficiente de absorcion.

Consideremos | constante y C variable dandole
incrementos negativos. Para una variacion de C igual
a —dC, la variacion de intensidad sera:

di = —Jo.KLdC

di/lo = —K.I.dC
Integréndo estag diferencial entre los valores O
y C de la concentracion e lo It de la intensidad, se
obtiene el valor de la intensidad en funcion de estos

it
_J;ill =-X1 Ec

It
T die= s =

Io
Pasando de logaritmos neperianos a logaritmos
de Briggs (base 10):

elementos.

—0.4343Klc
It/lo = 10

Si el producto constante 0.4343K se representa por
= y si se pasa lo al segundo miembro se llega a la
expresion de la ley Lambert-Beer,

-Zle
It = lo.10 (6)

La (6) es la expresion fundamental de todos los
métodos que comprende el Analisis Fotométrico y es
valida para una dada longitud de onda de la energia
‘radiante. Por ‘tanto es rigurosamente exacta cuando

se trabaja con luz monocromatica (espectrofotémetros,

Ph
fotocolorimetros, colorimetros fotoeléctricos). Sin em-
bargo en las técnicas colorimétricas corrientes esta
ley se generaliza a cualquier luz sin mayor error.

COEFICIENTE DE EXTINCION

Hallemos ¢l valor de Z en la expresion (6)

FORMULAS
-Zle
It/lo = 10
It
log—— = -Zl¢
lo '
lo
log—— = Zle
It
1 lo
Z = — log— (7)
Ic It

Se deduce que la extincion es igual a la reci-
proca del producto del espesor y la concentracion
multiplicada por el logaritmo de la relacion lo/It.
Cunando | y ¢ son iguales a la unidad

Z = log. Io/It (8)
v representa = el coeficiente de extincién, es decir,
la extincion producida por la disolucion de una subs-
tancia bajo la unidad de espesor y de concentracion.

En general se define el coeficiente de extincion
como la inversa del espesor de una solucion en la
utiidad de concentracién, capaz de reducir a un

. décimo la intensidad de la luz incidente.

Esta definicion se aclara despejando = en (6)
cuando It, = 0,1lo y c¢c=1
Reemplazando It por su valor:

-Zlc

0,1.1o = Io.10

Io -Zle
3 B S U
Io
-Zlc
.01 =10
log 0.1 = —Zlc log 10
—1 = —Zlc
1 = Zlc
z = 1/l

Siendo ¢ — 1 = = 1/ (9

Las ecuaciones (8) 'y (9) dan el valor de = a
partir de la misma expresion fundamental.

El espesor se expresa siempre en centimetros
mientras que la concentraciéon puede expresarse en
distintas unidades, lo que da lugar a coeficientes de
extincion de diferente significado. ' :

Si ¢ se expresa en moléculas gramo por litro, se
tiene el coeficiente de extincion molecular que se

mol

representa por Z y se define comp la reciproca
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del espesor de una solucién molar capaz de reducir
a un décimo la intensidad de la luz incidente.

Si ¢ se expresa en gramos por 100 mililitros de
solucion = representa el coeficiente de extincion espe-
cifico para la solucion al 1 por ciento y se define

como la inversa del espesor de una solucion al 1 por
ciento de la sustancia capaz de reducir a 0.1 la in-

tensidad de la luz incidente.

1%
Se representa por =
1 em.
Todavia existe un tercer simbolo Zo qu repre-

senta también un coeficiente de extincion especifico,
pero su significado es distinto del anterior. Corres-
ponde a la extincion de una solucion que tiene la
unidad de peso (1 gramo o 1 miligramo) en el
volumen liquido en que se desarrolla la reaccién

Medida de la luz
absorbida pot

Suspension blanca

FOTOMETRIA

Medida de la luz
dispersada por
suspensiones

Medida de la luz
transformada en.
otra de diferente
longitud de onda

coloreada, cuando se observa bajo el espesor de 1 cm,
Para transformar Zo en =

1%

habria que efec-

tuar la reaccion en 100 ml.

El Zo es una convencion destinada a simplificar
las operaciones en analisis fotométrico. Su valor no
puede  generalizarse; es aplicable sélo al método
para el cual se determino.:

Colorimetria
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Cuando se establece el coeficiente de extincion
de una sustancia es preciso indicar la longitud de
onda para la cual es valido el disolvente empleado, etc.

FOTOMETRIA

Se designa por fotometria la parte de la fisica
que trata de la medida de la intensidad luminosa de
ung fuente de luz, mediante el empleo de dispositivos
llamados fotémetros.

En quimica analitica el término fotometria tiene
un significado especial. Designa el conjunto de técni-
cas que permiten determinar la concentracion de una
sustancia en solucion por la medida de la cantidad
de luz que es capaz de absorber, dispersar o trans-
formar dicha solucion. (véase esquema)

 Es corriente dar a la fotometria un significado

~

Espectrofotometria | Espectrofotometros
Absorsiometria l
’ Cﬁlb;’]l’é‘]&fl‘la Fotocolorimetros
Soluciones APeE et fotometros de
coloreadas i

gradacion
Fotocolorimetria
colorimetros foto-
eléctricos o elec-
trofotometros

colorimetros

Turbidimetria

Nefelometria

Fluorescimetria

‘méas restringido refiriendo a ella, tnicamente, las
técnicas espectrofotométrica y fotocolorimétrica.

~ La determinacién cuantitativa por fotometria, de
una sustancia coloreada en solucién (sustancias na-
turalmente coloreadas o incoloras capaces de ori-
ginar compuestos coloreados) se basa en que la in-
tensidad de la coloraciéon es proporcional a la con-
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centracion, es decir, en el cumplimiento de la ley de
Beer. Esta determinacion pued:e efectnarse de dos
maneras:

a) Comparando el color de la solucion ensayo
con el de otra de 1a mismg sustancia y de concen-
“tracion conocida. Se emplean colorimetros u otros
dispositivos a luz blanca. Esto constituye la colo-
rimetria.

b) Determinando la cantidad de luz absorbida
por la solucién coloreada en una regioén del espec-
“tro definida por su longitud de onda, en aparatos lla-
mados en conjunto absorsiometros (espectrofotome-

“tros, fotocolorimetros, colorimetros fotoeléctricos)

Ph

que exigen luz monocromatica. En colorimetria se
compara la intensidad de color del haz emergente
de la solucion ensayo, con la del haz emergeﬁ,te de
la solucién tipo. Se busca igualdad de coloracion.

En espectrofotometria se mide la intensidad lumi-
nosa del haz emergente de la solucion ensayo en re-
lacion a la intensidad luminosa del haz incidente. Se
busca igualdad de iluminacion.

No trataremos aqui la colorimetria ni las otras
técnicas fotométricas turbidimetria, nefelometria
fluorescimetria, para ocuparnos de las generalidades
de la fotocolorimetria y del fotémetro de gradacion

de Puldrich, (Continuara en el prox. niimero)

METODO PARA LA DETERMINACION DEL PRINCIPIO VASO
PRESOR DEL LOBULO POSTERIOR DE LA HIPOFISIS

Por el Dr. AMERICO S. ALBRIEUX

Existen numerosos métodos para la determinacion
del principio vaso-hresar del l6bulo posterior de la
hipofisis. :

Métodos basados en el aumento de la presion ar-
terial han sido desgriptos por Hoghen, Schilap, ¥
MacDonall (1), quienes utilizan el gato decapitado
Swanson (1922) (2), emplea el gato anestesiado con
amital, Kamm (1923) (3), el perro anestesiado con
cloretona y Simmon (4), la rata decapitada.

Otros métodos se fundan en la accion vasocons-
trictora en la oreja aislada del conejo o la de la
cabeza del mismo (Heymans) (5).

Un tercer grupo se funda en la accion antidiuré-
tica de la hormona y emplean perros con fistulas
vesicales y ratas y ratones normales.

Un dltimo grupo de métodos se basan en la accion
de la hormona sobre el intestino aislado del cobayo
(Simmon, 1933) (6) y sobre el intestino del conejo
“in situ”.

-~ Estudiando la accion farmacologica del extracto
del lobulo posterior de hipofisis de bovino en co-
 nejos, se observa algunos minutos después de Ia in-
yeccion intravenosa, que se produce una abundante
- miccion en la mayoria de los animales. Estos resul-

(1) El autor agfadece a! Prof. ]J. C. Chiarino y
- al personal del Laboratorio de Quimica del M.S.P. por

- su valiosa colaboracion en la realizacion de este

_ trabajo, asi como al Sr. E. Marquez Castro y Cia.,
. representante de los Laboratorios Parke Davis.

tados se producen también cuando se utilizan ex-
tractos purificados en los cuales se encuemraﬁ las
hormonas ocitoxicas y vasopresora.

- Teniendo en cuenta la accién estimulante de la
pituitrina sobre el musculo liso de la vejiga y sobre
el intestino delgado y grueso, continué¢ -estas inves-
tigaciones utilizando hormona vasopresora purificada,
vasopresina, pitresin (Betahipofamina) de los Labo-
ratorios de Parke Davis.

La observacion de animales laparotomizados mues-
tra que a los pocos minutos de la inyeccion del
l6bulo posterior o de pitresin se producen contrac-
ciones intestinales y que la vejiga se confrae, lenta
y progresivamente, hasta tomar el tamafio de una
nuez pequefla y de consistencia dura: este fendémeno
es acompafiado o seguido de miccion, :

La inyeccion sistematica de dosis decrecienfes de
hormona por via intravenosa y diluida con 1 ce. de
suero fisioldgico a conejos de 1 a 2 kilos de peso
provoca la miccion de mas de la mitad del niumero
de animales inyectados hasta con dosis de 0,25 ULL
en el periodo de tiempo de treinta minutos.

Experimentos controles realizados en animales im-
yectados con suero fisiologico solo o con 1 U. de
hormona disuelta en suero fisioiégiéo y tratada por
alcalis dieron resultados negativos. (cuadro Ne 1,
experimentos N.os 10 y 11) :

Teniendo en cuenta que previamente a la inicia-
cion del experimento, algunos conejos podrian tener
la vejiga vacia, hecho que conduciria a resultados
negativos, -a pesar de recibir una dosis. efectiva,



