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2. Descl'ipcion del proyecto 

EI analisis de los estados redox de las sustancias involucradas en el transporte 
de electrones en la membrana externa y entre membranas mitocondriales, para 
diversas condiciones metab6licas en las mitocondrias apenas empieza. 

Una de-las protefnas que es importante en este proceso es el' citocromo c y 
todavfa no es claro si SL~ estado redox es importante en la apoptosis. Por otro . 
lado el estado redox' delcitocromo c debe depender de la integridad de la 
membrana externa de la mitocondria, ya que aste posee una alta actividad de 
reducci6n del citocro'mo desde afuera de la mitocondria. 

la medici6n de concentracjon de sustancias que intervienen en el transp6rte 
-.~-.....," '1e electroneses realizado en tiempo real mediante espectrofot6metros, pero = je presenta el inconveniente de que los espectros de absorci6n de dos de las 
_ iustancias, citocromo c .y . citocromo b5, que participan en el proceso se 
~== ~ iuperponen impidiendo que mediante un espectrofot6metro de un solo haz sea 
g, F! !osibleconocer sus variaciones y por tanto, establecer las posibles rutas de 
g== i: ransporte entre los electrones. la clase de equipo que permite realizar esta 
~_ ID area es un espectrofot6metro de dos longitudes de onda y dos haces, de los 
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cuales no se posee ninguno en nuestro medio y su adquisicion es altamente 
onerosa. Bajo esta circunstancia se implemento la instrumentacion optica y 
electronica necesaria que nos permitio obtener un espectrometro con muy 
buenas caracteristicas. 

• Objetivos del proyecto. 

Construccion de un espectrofotometro de doble haz y dos longitudes de 
onda que permite registrar los procesos de oxidacion-reduccion de 
citocromos en los sistemas turbios 

• Objetivos Especlficos 

Caracterizacion de un espectrofotometro de doble haz y doble longitud 
de onda para diferentes aplicaciones. 

Formar un docente de Ffsica a nivel de maestria 

3. Resultados directos 

Un espectrofotometro cuyas caracterfsticas se describen en el documento 
anexo 1: Disefio y Construcci6n de un espectrofot6metro de doble haz y 
doble longitud de onda. 

EI estudiante del posgrado de la Escuela de Ffsica Gonzalo Vargas Q. realiza 
actual mente la tesis: "Analisis de transporte de electrones entre membranas 
mitocondriales de hfgado de rata con el metodo de espectrofotometria de doble 
haz y dos longitudes de onda" (ver anexo 2) 

B. Innovaciones tecnol6gicas. 

Posibilidad de aplicacion de los resultados a traves de disenos industriales 
para reconversion de espectr6grafos 0 instrumentos similares a 
espectrofot6metros 0 construccion de dispositivos portatiles con base en 
los rnismos princi~ios. 

Los desarrollos tecnologicos alcanzados perrnitiran la recuperacion 
mediante una tesis de pregrado, de otro espectrofotometro que posee el 
Departamento de Ffsica, de la misma magnitud que el usado en esta 
i nvestigacion. 

, . 

C. Montajes experimentales para investigacion, docencia 0 extension. 

Se esta incorporando, a traves de proyectos de asignaturas, el diseno y 
construccion de fotometros de un solo haz y una sola longitud de onda 
para medicion autonoma de densidad optica, utilizando todo el 
conocirniento adquirido con emision, modulacion y deteccion de senales 



luminosas en los cursos de instrumentacion y Bioffsica de Ingenierfa 
Ffsica de la Facultad de Ciencias. 

4. Resumen ejecutivo de los resultados indirectos 

A. Formaci6n del recursos humanos 

Gonzalo Vargas Q. carne: cc: 3.382.996 

Tesis: Anci/isis de transporte de electrones entre membranas 
mitocondriales de higado de rata con el metodo de espectrofotometria de 
doble haz y dos longitudes de onda. . ~~ 
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Director: Dr. Vfctor Lemeshko~~?t}XS:[ 
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Estado Actual: Pendiente la version final. 

B. Divulgacion de los resultados en eventos cientlficos 
"Diseffo y construcci6n espectrofot6metro de doble haz y dos longitudes 
de onda". Aceptado como Mural en el XX Congreso Nacional de Ffsica y 
Escuela de Ffsica de la materia condensada. Armenia, Septiembre 2003. 
Ver anexo 3. 

"Diseffo y construccion espectrofot6metro de doble haz y dos longitudes 
de onda" enviado como mural para el IX Encuentro Nacional de Optica. 
Medellin, Junio 2005. La fecha limite para recepcion de trabajos de texto 
completo es el 29 de Abril del presente (ver anexo 4). 

5. Dificultades 

Debido al recorte presupuestal para la vigencia del ano 2004 y ya que no era 
posible disminuir ningun otro rubro como se 10 hicimos saber a la Dr. Olga 
Cecilia Guzman en carta de fecha Mayo 12 de 2004, el DIME autorizo 
modificar el rubro de viajes y viaticos de $1.600.000 a $100.000 para 
publicaciones. Desafortunadamente fue el unico rubro que no se ejecuto pues 
hasta ahora se estan presentando las ponencias. 

Debido a las dificultades en la adquisicion de algunos elementos para la 
construccion del espectrometro en misiva de fecha febrero 24 del presente 
dirigida al Dr. Diego Mejia D como coordinador encargado de la Investigacion 
en al Facultad de Ciencias se solicito hasta el 15 de junio para enviar una 
ponencia al XXI Congreso Nacional de Ffsica a realizarse en Barranquilla en 
Octubre del 2005 y/o sometimiento como articulo para la Revista Colombiana 
de Ffsica, e igualmente, se Ie hizo saber nuestro deseo de presentar, como 10 
estamos haciendo, una ponencia al IX Encuentro Nacional de Optica. 



6. Informe financiero 

Del monto total del dinero asignado al proyecto se ejecuto completamente y 
dentro de los plazos estipulados los recursos correspondientes a la vigencia 
2003; para la el ana 2004 no se ejecutaron los gastos correspondientes al 
rubro de publicaciones por las razones arriba expuestas y $470.000 en el 
rubro de servicios de laboratorios internos debido a que el Laboratorio que 
presto el servicio no presento la factura dentro de los plazos estipulados. Ver 
Anexo 5. 



7. Anexos 
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Diseiio y construcciOn espectrofotometro de doble haz y dos longitudes de onda 

1. TITULO 

Disefio y construccion espectrofotometro de doble haz y dos longitudes de onda para 
analisis de transporte de electrones entre membranas mitocondriales 

2. JUSTIFICACION 

Existe en nuestro medio, en diversas areas de investigacion, desarrollo y de ensefianza en la 
Universidad, la necesidad de un equipo de espectrometrfa de doble haz y doble longitud de 
onda de buena resolucion, para realizar mediciones titiles en investigaciones bioffsicas, 
biologicas y de desarrollos en areas eco-bio-agropecuarias. 

Esta clase de equipo permite realizar mediciones de concentraciones muy bajas de dos 
sustancias simultaneamente, las cuales tienen diferente longitud de onda maxima de 
absorcion y las cuales pueden ser tan cercanas como 5nm, ademas esta clase de equipo 
permite eliminar problemas como la turbidez del medio que podria interpretarse 
err6neamente como un cambio de concentracion. 

En la Sede existe una ventaja estrategica que puede ser usada para obtener un equipo que 
reemplace un aparato de estos de alto cos to, esa ventaja consiste en un Espectrografo de 
chi spa de marca Carl Zeiss Jena que fue dado de baja hace unos afios porque algunas de sus 
partes eran ya obsoletas para el uso inicialmente destinado, pero del cual actualmente 
funciona su monocromador de alta cali dad y resolucion que puede ser convertido en la 
fuente ideal del espectrometro de dos longitudes de onda y dos haces. Lo anterior ayudado 
con la electronic a, el equipo de medici on, el software y hardware de procesamiento que se 
posee en 1a Escue1a de Ffsica permite obtener un equipo con una a1tamente favorabJ,e", 
re1acion costa beneficio. ~{;'::>\::::;~

~~':~.;rF:) -,~ '}
t:< i \~),j
~~~~';>:-'~~~~~'~'; 

3. DISENO DEL ESPECTROFOTOMETRO 

3.1 INTRODUCCION 

La espectrometria optica es hoy en dia una de las areas mas usadas en el ana1isis quimico, 
biol6gico y en las ciencias medicas. El mayor uso que se Ie da ala espectrometrfa es en la 
determinacion de especies absorbentes (cromoforos), denominada mas especificamente 
como espectrofotometrfa. Todos los metodos espectrofotometricos que miden absorcion se 
basan en la ley de Beer-Lambert. Esta ley establece que fa fuz absorbida por un medio 
transparente A y denominada absorbancia, es independiente de La intensidad de La Ittz 
inddente y que cada eapa sueesiva del medio absorbe unafraecion igual de la fuz qlle pasa 
por ella, 0 sea es proporcional al mimera de mo/tellias del eramoforo a traves del eual 
pas a la luz. Esto lleva a un decaimiento exponencial de 1a intensidad de 1a luz a1 pasar por 
1a muestra y puede expresarse matematicamente como: 

A =log 10 ( 1/10) =E c d ( 1) 

Sigifredo Solano G. Gonzalo Vargas Q.'l 
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Diseiio y construccion espectrofotOmetro de doble haz y dos longitudes de onda 

La ley de Beer-Lambert puede ser derivada haciendo la aproximacion de que la molecula es 
una placa cuya area transversal a representa el area efectiva vista por un foton de frecuencia 
w. Si la frecuencia de la luz es muy diferente a la de la frecuencia de resonancia, el area 
efectiva es aproximadamente cero y si la frecuencia es cercana a la de resonancia, el area es 
maxima. Tomando una placa infinitesimal de espesor dz, como se muestra en la figura 1, 10 
es la intensidad entrando en la muestra en Z =0, Iz es la intensidad entrando en la placa 
infinitesimal de la muestra en z, dl es la intensidad absorb ida en Ia placa, e I es la 
intensidad de luz saliendo de la muestra. Entonces el total del area de la placa debida a N 
moleculas absorbentes es aNMdz, por tanto la fraccion de fotones absorbidos en Ia placa 
infinitesimal sera aNMdzlM, de don de, 

Placa Infinitesmal de· Especies absorbentes 
de area transversal (Tarea total M 

I 
(t! 

--...11.....-- dz 
.... 2 ___ 

d---....11101 

I 

Figura 1. Ley de Beer-Lambert 

N =# mol~culas 

cm 3 

dl / I z = aN dz (2) 

Integrando esta eeuacion desde z =0 a z =d que es el espesor reeorrido de la muestra, 
tenemos: 

III (I) ­ III (10) = aNd 

Ifl (l / 10 ) = aNd 

(3) 

.(4) 

if N puede ser expresado en terminos de la coneentracion (c) mediante la siguiente conversion 

N Cmoleeulas/cm3) x (1 mole / 6.023x1023 moleeulas) x 1000 em3 
/ litro =c en (moles/litro) 

i 
I, . Ayudados con la expresion 

Sigifredo Solano G. Gonwlo Vargas Q. 
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Diselio y construcciOn espectrofotOmetro de doble ltaz y dos longitudes de onda 

Reemplazando en la ecuacion (4), tenemos 

log(1 I 10 ) =0' (6.023xlfio I 2.303) cd (7) 

Si definimos el coeficiente de absorcion molar dependiente de la longitud de onda de la luz 
incidente en terminos de 0' 

t =(6.023xlfio / 2.303) 0' =2.6lxlfi 0' (8) 

Y de nuevo reemplazando en (7) obtenemos, 

log(1 / 10 ) =td c (9) 

Que es la expresion definida en la ecuaci6n (1) y conocida como absorbancia 

Comunmente en espectrometrfa, del espectro de la radiacion e1ectromagnetica se utilizan 
las regiones ultravioleta (UV, 185-400nm), visible (400, 700nm) e infrarroja. 

Algunas veces el paso de la luz a traves de la muestra se puede expresar con la 
transmitancia 

T=1110 (10) 

o como porcentaje de la transmitancia 

%T = lOOT = 1110 

La relacion entre la transmitancia y absorbancia a partir de las ecuaciones (1) y (10) esta 
dadapor: 

A =~ loglOT (12) 

Hay que notar que unicamente la absorbancia es proporcional a la concentracion del 
cromOforo. 

3.2 CONFIGURACIONES OPTICAS DE ESPECTROFOTOMETROS 

Tres son las configuraciones tfpicas de espectrofotometros para las medidas cineticas 
procesos qufmicos 0 biologicos: 

3.2.1 Espectrofotometro de un solo haz 

En esta configuracion un solo haz de longitud de onda Apasa a traves del compartimiento 
de la muestra. La absorbancia cero 0 100% se ajusta con el contenido de una sustancia 
buffer 0 solvente en la cubeta. El valor de la absorbancia se mide al paso de este mismo haz 
a traves de la cubeta que contiene la muestra de estudio a una longitud de onda particular. 

Sigifredo Solano G. Gonzalo Vargas Q. 3 



Disel10 y construccion espectrofotometro de doble Izaz y dos longitudes de onda 

3.2.2 Espectrofot6metro de doble haz 

En esta configuracion un haz de luz de un monocromador a una 10ngitud de onda dada A se 
divide con un spliter (chopper) en dos haces: uno que pasa por una cubeta de referencia y 
otro que pasa por la cubeta con la muestra. Los dos haces, que tienen la misma longitud de 
onda, son separados en el espacio y el tiempo y detectados en secuencia como la senal de 
salida de la muestra I y la sen a! de salida de una segunda muestra (referencia) 10. La 
transmitancia a una longitud de onda dada A en la muestra esta relacionada con la 
transmitancia a la misma longitud de onda /, de la referencia donde no tiene lugar ningun 
cambio de absorbancia. Comparada con el arreglo de un solo haz, los cam bios causados por 
ejemplo por ruido electronico y/o temperatura se presentan a! mismo tiempo en las dos 
muestras de tal manera que al medir los cambios de absorbancia de la muestra con respecto 
a la muestra de referencia la componente de senal no deseada disminuye y asf la relacion ! senal ruido (SNR) se incrementa significativamente. 

! 

3.2.3 Espectrofot6metro de doble longitud de onda i 

I La caracterfstica mas importante en la configuracion de doble haz y doble 10ngitud de onda 
es la presencia de dos monocromadores cuyas salidas son enviadas a una sola muestra por 
medio de un espejo rotante (chopper). La absorbancia a una longitud de onda Al en una 
muestra se relaciona con la de otra longitud de onda de referencia A2 de la misma muestra. 
En uno de los casos tipicos, la longitud de onda de referencia se coloca en un punto del 
espectro en el cual no se espera ningun cambio de absorbancia en una medici on particular, 
denominado punto isosbestico [1]. En particular los cambios de absorbancia debido a la 
turbiedad que se presenta son relativamente independientes de la longitud de onda, de los 
cambios de conformacion de la molecula y de las fluctuaciones que ocurran en la fuente de 
luz [2]. Si hay cambios indeseados en el espectro absoluto estos son minimizados puesto 
que 10 que se registra es la diferencia de estos espectros por las dos longitudes de onda y 
por 10 tanto el nivel SNR se incrementa hasta en un factor de 1000. 

3.3 COMPONENTES Y METODO DE DISENO DEL 

ESPECTROFOTOMETRO 


Para el estudio de la corriente de electrones en las membranas intern a y externa 0 
intermembranal de las mitocondrias el espectro de absorcion de las diferentes situaciones 
de interes es la superposicion de los espectros de las sustancias involucradas y sus 
diferentes estados redox. Esta superposicion no permite, en principio, determinar la 
concentracion de algunos de los citocromos involucrados en la reaccion. Los espectros 
diferenciales (es decir reducido menos oxidado) de los diferentes citocromos permite 
determinar las absorbancias. Determinar la absorbancia (0 su diferencia) de los diferentes 
citocromos en soluciones turbias es un problema adicional que debe resolver el 
espectrofotometro de doble haz y doble longitud de onda. 

En la espectrofotometrfa de dos longitudes de onda desarrollada en la decada de 1950 por 
Britton Chance y a partir de alli, a pesar que se continuan implementandose diferentes 
versiones, siempre se han utilizado dos monocromadores para obtener las dos longitudes 

Sigifredo Solano G. Gonzalo Vargas Q. 



Diseiio y construccion espectrofotometro de doble haz y dos longitudes de onda 

de onda. El primer espectrofotometro de doble haz fue descrito por Chance [3] hace ya 30 
aiios y a traves del tiempo se han ido modificado y adaptando [4] hasta su automatizacion 
[5] hoy en dia. 

Para la construccion de este espectrofotometro de dos haces y dos longitudes de onda se 
utilizo un solo un monocromador metodo que no se ha reportado en la literatura. EI 
monocromador se tomo del sistema optico y mecanico original de un espectrografo marca 
Carl Zeiss lena y del cuai no se modifica ni su cavidad ni la disposicion optica 0 mednica 
interior. Ver figura 2 

Figura 2. Espectrografo Carl Zeiss lena 

3.3.1 Descripcion del monocromador 

3.3.1.1Sistema de iluminacion y colimador de entrada 

Se disefio y construyo un sistema de i1uminacion para sustituir el sistema original, figura 3. 
El sistema de iluminacion esta compuesto de una lampara de filamento de tungsteno de 
150w (intercambiable para obtener las potencias deseadas) con sistema de regulacion de 
retroalimentacion optica de corriente de linea para evitar variaciones de intensidad y un 
sistema condensador acromatico con enfoque graduablc. El filamento de la lampara 
halogena se coloca vertical y paralelo a la ranura graduable de entrada del haz al sistema 
dispersor de luz. 

3.3.1.2 Componentes optic os del sistema dispersivo 

La entrada al sistema dispersivo esta compuesto de una lente de distancia focal 340 nun 
para enfotar el filamento sobre una ranura graduable mecanicamente hasta 3 mm de ancho. 
Dispone ademas de varios atenuadores que se seleccionan mediante perillas. De est a 
manera se obtienen las condiciones adecuadas del haz para el espectro dispersivo. Cuando 

SigiJredo Solano G. Gonzalo Vargas Q. 



Diseflo y construccion espectrofotometro de doble haz y dos longitudes de onda 

la luz emerge de la ranura se desvia a 90° con un espejo plano y se colima por un espejo 
esferico donde se refleja hasta la rejilla de difracci6n. La figura 4 muestra este detalle del 
monocromador. 

Figura 3. Sistema de iluminaci6n usado 

f = 2075 

f = 340 

Figura 4 . Detalle de iluminaci6n de la rejilla de difracci6n. 

Sigifredo Solano G. Gonzalo Vargas Q. 6 
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,3.3.1.3 Rejilla de difracci6n 

La rejilla plana de difracci6n es de reflexi6n y esta colocada sobre un sistema rotante que 
permite ajustar la iluminacion en sus diferentes 6rdenes con una resolucion hasta de 1 nm 
por cad a mm en plano de sensado. Rayada mecanicamente tiene una estructura peri6dica en 
la direcci6n de dispersi6n. La red de la rejilla es tipo blaze plana a 500 nm y cubre 
10ngitude~~t?_Qnda desde 333 a 750 nm en el priiner orden de difracci6n. 

La red 0 rejilla plana de difracci6n de reflexi6n tiene una estructura peri6dica en la 
direcci6n dedispersi6n con lfneas ranuradas 0 rayadas mecanicamente sobre su superficie. 
Esta colocada sobre un sistema rotante que permite ajustar la iluminaci6n en sus diferentes 
6rdenes. . 

.Las caracteristicas de la rejilla son: 
Ancho de la rejilla W. 

. . 

EI riumero de lineas por unidad de longitud Nr = 650 lfneaslmm 

La constante de grilla d la cual es el recfproco de Nr. es d= 1.5 Jl m 

La funci6n de rejilla, es decir la funci6n que relaciona el angulo de incidencia rp1 al 
angulo de difracci6n rp2 

• At • At Itsm'f'l + sm 'f'2 = m- (13)
d 

dondem_es elorden de difracci6n; 

La eficiencia de la rejilla 17 (::i) que es la relaci6n entre la potencia radiante refractada 
y la potencia incidente 

17(It) = ¢1 (out) (14) 
¢l(in) 

EI rangolibre espectralen u~o (sin 6rdenes sobrepuestos) es: 

(14) 

EI blaze, que es la direcci6n de la eficiencia 17 (A..) de la rejilla; el angulo bl~ze I' 
representa el angulo entre la rejilla normal y la superficie de las Hneas ranuradasi en la 
rejilla. 

. Sigifredo Splano G. Gonzalo Vargas Q. 7 



· Diseiio y construccion espectrojotometro de doble haz y dos longitudes de onda 

La longitud de onda de blaze es fa longitud de onda para la eualla rejilla tiene maxima 
eficiencia, en nuestro easo es 500 nm., 10 eual nos permite un rango 333 a 750 nm. en el 
primer orden 

De las eantidades anteriores, las siguientes pueden ser ealculadas: 

La potencia teoriea de resolucion 

Ro=mNr 

La dispersion angular (en radianes por longitud de onda): 

drp2 _ Ro 
d/l, -n'w 

donde BlY es el aneho del haz optico difractado en el plano de difraccion. 

....--:
Motores de paso . 
para rotaci6n . 
rejilla 

MONOCROMADOR 

Celda 
F===:i1l~----portamuestras 

(15) 

(16) 

Motor de paso para 
desplazamientro 
espejo m6vil 

Sistema de 
Adquisici6n de Datos 

Figura 5. Montaje del espectrofotometro 

Sigijredo Solano G. Gonzalo VargasQ. 8 



Diseiio y construcciOn espectroJotometro de doble haz y dos longitudes de onda 

3.3.2 Descripcion del espectrofotometro. 

El espectrofotometro consiste de la fuente de luz, el conjunto de lentes para coli mar el haz 
de luz de la himpara, una ranura graduable, la unidad del monocromador, moviles, un 
complejo mecanico adaptado al monocromador sin alterar ninguna de sus partes del 
espectrografo original y un sistema de adquisicion y control DAQ manejado por 
computador completa el instrumento. Un esquema de todo el equipo completo se presenta 
en la figura 5. 

3.3.2.1 Complejo mecinico 
El complejo de partes mecanicas agregadas al monocromador consiste de un sistema de 
sujecion que soporta los ejes para desplazamiento, la celda porta muestras, el soporte para 
espejo movil y su motor y la caja que cubre todo el sistema, adicionalmente sobre el 
sistema de rotacion se sujeta el motor de movirniento de la rejilla, ver partes en figura 6. 

Figura 6. Detalles de sistema mecanico 

La celda porta muestras consiste de un bloque donde se aloja la cavidad para las celdas 0 

cubetas estandares que contienen las muestras, en la parte inferior se aloja el motor 
agitador, alrededor de la cavidad para la celda se encuentra un sistema de refrigeracion: EI 
motor chopper seencarga de hace rotar una pieza ranurada y con espejo se encarga de la 
funci6n de interrnitente interrumpir el paso de un haz de luz AI y permitir el paso del otro, 
A2. con longitud de onda diferente. En este bloque tambien se dispone de un interruptor que 
detecta si la cubeta se encuentra puesta, un fotodiodo sensor del instante en que los dos 
haces pasan hacia la muestra, tambien se encuentra aqu! sujeta la tarjeta que contiene el 
fotodiodo sensor de absorbancia y su respectiva electronica, ver vista en corte en figura 7 y 
una foto en la figura 8. 
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Interruptor detector 
de oubeta 

Fotodiodo Sensor-----/ 
de Absorbancia 

Cubeta 

( Sistemade 

C Haz de luz 

Fotodiodo sensor de 
fase y pieza ranurada 

Motor Agitador 

Figura 7. Vista en corte de celda porta muestras y sus partes 

Figura 8. Foto lateral de celda porta muestra 
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-, 

3.3.2.2 Sistema de adquisicion y control 

Un esquema general del sistema electr6nico deadquisici6n y procesamiento de lasefial se 
. muestraen la figura 9. 

1Go 

k 

~--~~-----.-.-.------

Figura 9. Sistema de adquisici6n y procesamiento 

En todo espectrofot6metro debido al "stray light" y demas ruidos presentes en la medici6n, 
la relaci6n sefial ruido (NSR) suele ser mucho menor que uno. Para aumentar la NSR 
tecnicas de modulaci6n no son suficientes, pues no siempre ajusta la sefial en el ancho de 
banda minimo del filtro pasobajo que se pueden implementar en la practica. Por esto se 
utilizan dentro del sistema de adquisici6n tecnicas de tipo amplificaci6n lock-in. Las 
componentes basicas del sistema de detecci6n utilizado para el aumento de la relaci6n sefial 

.ruido'puede verse en la figura 10. 

3.3.2.2.1 Lock-in amp~ifier 

fo" AI At x 
\ 

Phase shiH 

Figura 10. Amplificaci6n tipo Lock-in 

DO 
(DC) 

Para el uso de la amplificaei6n tipo lock-in dentro de' sistemas 6pticos, la tecnica de 
modulaci6n "optical chopper" utiliza un motor a 8000 RPM Y un fotodiodo sensor de fase 
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para. generar una onda sincronizada a la frecuencia del chopper y a la entrada de los haces 

· que entran .en 'Ia muestra. As! el sistema se coloca para empezar a adquirir datos en un 

periodo, es decir desde cuando el fotodiodo sensor de fase recibe luz (ON) hasta cuando 

deja de recibir luz (OFF). EI sistema de adquisicion empieza la coleccion de datos cuando 

la· senal de referencia hace una transicion del bajo a alto a traves del fotodiodo sensor de 


. absorbancia referencia S5591. que posee amplificacion integrada y resolucion de 

nruiovatios. El sistema de adquisicion se coloca a una velocidad de conversion que permita 

unos 500 datos por periodo los cuales se promedian, con oscuridad y luego se restan para 

cada longitud.de onda. De estas dos senales se obtiene la absorbancia mediante el software. 


La seleccion de las dos haces de longitudes de onda Al y A2 se hace posicionando la region 
del espectro de interes rotando con un motor de .paso la rejilla de difraccion hasta Ia ranura 
de' entrada del· haz de la celda porta muestra reciba ia luz correspondiente a Ia menor 
Iongitud de onda. Desplazando el espejo movil automaticamente se posiciona en el lugar 
donde recibeen su centro el segundo haz con la mayor longitud de onda, el cual es 
redireccionado hasta el espejo que tiene el motor chopper que en su rotacion hace llegar 
este haz hasta la muestra y luego a fotodiodo sensor de absorbancia. 

EI ancho de los espejos de 3 mm y el maximo acercamiento entre el espejo movil y la pieza 
. .' ranurada y con espejo del motor chopper determina Ia resolucion del espectrofotometro y es 

· de 5. nm, mas'- que apropiado para Ia aplicacion para la que se diseno. La resolucion 
espectral del espectrofotometro se puede Iogrargracias a que la resolucion que se alcanza 
-en el espectrografo de 1 nm por cada mm del ancho sobre Ia ventana de salida de 30x2 cm, 
· mientras el enfoque del sistema de iluminacion use un ancho de ranura maxima a la entrada 

. del monocromador. . 

Launica senal amplificada por ellock-in es aquella que tenga la misma frecuencia y fase 
que Ia senal de referencia. En el' sistema (ver figura 9), Ia informacion de la senal (l1f ) ha 
sido superpuesta_aJa portadora fo por una tecnica de modulacion (optical chopper) en 
relacion de fase· con la forma de onda de referencia, tambien a fo. Cuando Ia senal es 
· multiplicada por la referencia, resulta una forma de onda' portadora de Ia senal I1f a 
frecuencia 2fo. Puesto que I1f es generalmente. de baja frecuencia se puede ex traer de la 

.. portadora 2fo con un filtro paso bajo. EI espectro de Ia senal de frecuencia (11f) centrada en 
fo se transforma al mismo espectro centrado en dc. 

Si la senal y referencia son de la misma frecuencia, Ia salida es dc, siendo maxima cuando 
estan en fasey minima cuando estan a 90° fuera de fase. 

Sila fase de Ia senal se invierte, el signo de la senal dc de salida se invierte. 
> . ' • 

Para un aIl1plificador lock-in, la pasabanda efectiva puede ser aproximadamente: 

11f=1I4RC (17) . 

. Donde RC es Ia constante de'tiempo del filtro pasobajo. 
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Elsoftwarecalcula laabsorcion de la muestra y.usa el espectro de la muestra de referencia 
y para ella obtiene el espectro de corriente de oscuridad de la siguiente manera: 

A =log [( Ir-Id ) / ( Is-Id )] 	 (18) 

Donde A representa el espectro de absorbancia;Ir la senal incidente; Is representa la senal 
transmitida e Is la senal de corriente de oscuridad 

3.3.2.2.2 Tarjeta de adquisicion 

Un circuito para el manejo y alimentacion de los motores de seleccion de las longitudes de 
onda se fija al espectrofotometro e interconecta una tarjeta de adquisicion DAQ NI PCI 

.6013 de la compania National Instruments incluida dentro de un computador personal. 

£1 espectrofotometro es total mente operado por medio de un panel de control virtual 

. desarrollado en Lab View en el computador. Un control de perilla se asigna para el tiempo 

de exposicion.~Un_c()ntrol numerico se utiliza para desplegar el mlmero de espectros a ser 


.. 	 capturados. Un control binario se usa para escoger entre una muestra de referencia y la 
muestra problema, tambien permite al usuario el posicionamiento de la muestra en la 
trayectoria optica del espectrofotometro 

3.3.2.3 Calibracion del instrumento 

La calibracion del espectrofotometro se logro haciendo las siguientes mediciones: Rango 
espectral, resolucion espectral, precision, rango dimimico y precision. Cubetas estandares 
de vidrio se usaron para calibrar._ 

3.3.2.3.1 . Rango espectral 

El espectrografo utilizado se basa en una red tipo blaze plana a 500 nm y cubriendo una 
longitud de onda en el primer orden de difraccion de 333 a 750 nm. 

3.3.2.3.2 . Resolucion espectral-

La resolucion espectral del espectrofotometro de Inmllmm se alcanza usando un f de 
apertura noniinalde 5.5 y un ancho de ranura de 10 mm mientras que la ventana del sensor 
es de 1.5 mm . 

4. RESULTADOS OBTENIDOS 

. Paraverificar el rango del espectrogenerado por el monocromador se diseno y construyo 
un posicionador x-yen el plano vertical donde debe que dar, en la celda de la figura 5, el 
LED Hamamatsu. Sobre este plano se coloco la ventana del foto sensor de un radiometro 
calibradode lacompania International Light referencia IL1700. En la posicion horizontal 
de maxima intensidad se busco la posicion vertical tambien de mayor intensidad. Los datos 
se muestran en la figura 11. 
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0.07 

0.06 

0.05 

°O~--~~50~'------~10~O------~1~=-----~200=-----~250 

Posicion (mml 

Figura 11. Respuesta espectral en la ventana de salida del monocromador. La 
distancia se mide desde el extremo rojo del espectro (posicion 0) hasta el otro 

extremo del espectro visible 

La cUrva obtenida est a en muy buena concordancia a su vez con la respuesta del sensor 
dada por el fabric ante. El sensor de fotodiodo usado cubre este rango efectivamente y 

"aUnque no linealmente se ajusta por software a partir de la curva caracterfstica suministrada 
por el fabricante. 

Finalmente se lagro construir un espectrofotometro automatizado de caracteristicas 
similares a los ofrecidos comercialmente. 

Se desarrolla en! este momento' un software amigable para el control del instrumento, la 
adquisicion de datos, el procesamiento y el despliegue de los datos usando Lab View v 7.1 
(Nacional Instruments, USA) para medir la corriente e1ectronica entre membranas 
mitocondriales con la implementacion de un protocolo conocido. 
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN 

Espectrofotometro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz D1BUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonz61ez REVISOSigifredo Solano Gonz61ez PLNo: 11 
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I 

en en 
M 0 
ctS ctS 

0 
.,.­ I 

I I 

Tensor Ajuste Lat6n (/)3.18 x 10 rnedidas en mm 15 2 

PI.Ref. Especificaciones Observacione~Ref. Cant. MaterialDescripcion 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un FECHA:01/04/05Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda ESC: 10: 1 

DIBUJO:Juan Pablo Mejia RestrepoDISENOGonzalo Vargas Quir6z MODELO: 
MEDELLIN 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 12REVISOSigifredo Solano Gonzalez 



o 
N 

Rosca 1/8" 

16 Tornmo Ajuste 3 E-03 Lat6n ¢3.18 x 21.5 rnedidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN 

. Espectrofotometro' de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 5: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 13 



I / 
Iv .... 

6 Resorte 2 
5 Tensor ajuste 2 
4 T onillo Ajuste 3 
3 Espejo 6x6 1 ! 

2 Porta Espejo 1 

1 Soporte PE 1 
Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. I 

E-03· Posicionamiento Espejo E-09 ......-_..................­ 31 x 21 x 26,5 edidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

un 
MEDELLIN 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENO:Gonzalo Vargas Quiroz DISUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonz.alez. 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
MODELO: 

PL.No: 14 
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SECCION 8-8 

19 Porta !man E-04 I\luminio ¢10 x 5 rnedidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN· 

un 
MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 5: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 15 



o 
N 

310 

5 

c 

25 

20 

12,50 

25 

SECCION C-C 

16,40 

6 Peforaciones pasantes de 
¢ l.7mm dispuesras a 60° 

4 Peforaciones 
pasantes de 5/32" 

o 

20 Placa Motor E-04 Aluminio 25 x 40 x 10 edidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Un. Espectrofot6metro de doble haz FECHA:01104105 

_ y dos long itudes de onda ESC: 2: 1 
~----------------------~------------------------~--------~ 

MEDELLIN 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez Pl.No: 16 

MODELO: 



Iman 1 
Porta Iman 1 

Tornillo No 2 6 
Motor 1 

Placa motor 
Ref. Descripcion Cant. PI. Ref. 

E·04 Agitador Magnetico E·06 40 x 25 x 22.4 edidas en mm 

Ref. Descripci6n Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

un 
.MEDELLIN 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejfa Restrepo 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
MODELO: 

PL.No: 17 



· Refrentado para tornillo 
Allen #2 segun DIN 

-,----t-­ - - - - - --+-+-l----i-i---.,-----------j--------------,.. 

D 

2 Perforaciones 
pasantes ¢2.5mm 

18 

15 

SECCI6N D-D 

8,45 

3 

D 

N 

o 
I.D 

o 
t-­

co ai 

N 
N 

23 Soporte motor E·05 Aluminio 18 x 3 x 22 edidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN 

Espectrofot6m etre' de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 5: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 18 
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SECCION 

24 Soporte Espejos 1 Lat6n 3,18 x 3,18 x 14 rnedidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. M:lterial Especificaciones Observacionef 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01l04/05 

ESC: 5: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonz61ez REVISOSigifredo Solano Gonz61ez PL.No: 19 



>;W" 

" .---,-..:.;....,---------------------------------~ 

5 Tornillo No 2 2 

4 Espejo rotativo 2 

3 Soporte espejos 1 
2 Motor 2 1 
1 Soporte motor 1 

R.ef. Descripcion Cant. PI.Ref. 

'E-05 Difractor 1 E-06 18 x 22 x 36,1 edidas en m 

Ref. Descripci6n Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

un 
, MEDELLIN 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENOGonzalo Vargas Quir6z DIBUJO:Juan Pablo Mejia Reslrepo 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
MODELO: 

PL.No: 20 



27 

Ref. 

o 
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cO 0 
lQ 
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,, 

'/V 
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.,...+----T·.J/ 

(/>20 

<1>17,46 

<1>14 

1 
~ ~l 

~V I '\ ~ 
-

"F 

+ 

1 

v 

SECCION F-F 

15,20 

Aislante Sensor 1 E·06 Nylon (/>20 x 8,5 rnedidas en mm 

Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacionef 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2.5: 1 
MODELO: 

MEDELLIN 
APROBOSigifredo Solano Gonzalez Pl.No: 21REVISOSigifredo Solano Gonzalez 

,. 




/ 

1/8" UNC 

!(--\co ..­
ri 

(-/"S 

, .. 
., 

1,-' 

I 

6Tap6n Lat6n ¢3.18'x 5 rnedidas en mm28 E-06 

PI.Ref. Especificaciones Observacione~Cant.Ref. MaterialDescripcion 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

unl Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 10: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz , DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

MEDELLIN·~-----.-.----------------·~--------------------~~------~ 
APROBOSlgifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 22 



'.' 

13 Tornillo m3 x 10 4 

12 • Tornillo No 2 2 
11 Tapon 6 
10 Racor manguera 2 
9 Foto sensor 1 
8 Circuito ESM 1 
7 Cubeta 1 

_I _ 6 Sensor 1 
5 Aislante sensor 

4 Difractor 1 
3 Tornillo m4 4 
2 Agitador magnetico 1 
1 Porta cubeta V2 1 

. Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. 

. E-06 Poria Cubeta ESM 1 E-09 59,7 x 69,5 x 64 edidas en mm 

Ref: Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Un Espectrofot6metro de doble haz FECHA:01/04/05 

_~ y dos longitudes de onda ESC: 1: 2 
~------------------------~------------------------~---------I 

MODELO:DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 
MEDELLIN 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 24REVISOSigifredo Solano Gonzalez 



<1>9,53 

, 

/"' .... ( //' ........ 
........ ../' .... .../. 

37 Eje Rectificado 2 Acero <1>9,53 x 385 fedidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones !Observacjone~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 25 
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.... 38 
 2 
 Bronce Fosforado ¢12.75 x 12.7 medidas en mmBuJe Bronce E-09 


Cant. PI.Ref. Material Especificaciones ObservacionesRef. Descripcion 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un FECHA:01/04/05Espectrofot6metro de doble haz 
y dos long itudes de onda ESC: 5: 1 


DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

·MEDELLIN 


DISENOGonzalo Vargas Quir6z 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 26
REVISOSigifredo Solano Gonzalez 



12,50 

7,07 
~Perforacion roscada3,54 

M3 prof. 6 

C'> VM 
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Perforacion pasante 
de 012.7mm 

M3 prof. 6 >­
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39 Carro Deslizante 1 E-09 Aluminio 12.5 x 59 x 20 redidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacionel: 

UNIVERSIDAD ' NACIONAL DE COLOMBIA. 

~SEDE MEDELLIN 

un Espectrofot6metro'de doble haz FECHA:01/04/05 

y dos longitudes de onda ESC: 2 : 1 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz I DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

MEDELLIN 
APROBOSigifredo Solano Gonz61ez REVISOSigifredo Solano Gonz61ez Pl.No: 27 
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2 

I~ 
15 • I 
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40 Platina Sujecion Banda 1 E-09 Aluminio 15 x 40 x 4 rnedidas en mm 

Ref. ·Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione!: 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01{04{05 

ESC: 2: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z I DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 
r---------------------+--------------------
APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez 

MODELO: 
-~------~ 

PL.No: 28 
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1.0 
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"'F' i II ~! II I 
I~ 15 ~ I 
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12 

5 

3,18 

7,50 

41 
r-----

Ref; 

Riel Soporte sensor 
~-------------

Descripci6n 
-

1 

Cant. 
~----

E-09 . 

PI.Ref. 
~------~

Aluminio 

Material 
----------~

70 x 15 x 3 

Especificaciones 
------------~

rnedidas en mm 

Observacionm
------__4 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

un 
MEDELLIN' 

Espectrofotometro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z I 

r----------------------
APROBOSigifredo Solano Gonzalez, 

DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 
+---------------------
REVISOSigifredo Solano Gonzalez 

MODELO: 
-~------~ 
PL.No: 29 
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¢6,50 

Ql3,40 1.-1 SECCION G-G 

o 
I.() 

oi 

..­
N 

o 
I.() 

r-: 

42 Tensor E-07 Aluminio 28 x 21 x 15 rnedidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

·,;,',u·n 
MEDELLIN 

Espectrofotometro de doble haz 
y dos longitudes de o~da 

FECHA:01/04/05 

ESC: 2: 1 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejra Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredoSolano Gonzalez Pl.No: 30 
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SECCION I-I 

' .. 43 Sujecion Pinon edidas en mm Lat6n1 E-O? <;1>14 x 55 

Cant. PI.Ref. Especificaciones ObservacioneRef. MaterialDescripcion 

UNIVERSIDAD . NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

' , n-:, Espectrofot6metro de doble haz FECHA:01/04/05U _ y dos longitudes de onda ESC: 2: 1 
~------------------------~----------------~------~--------~ 

DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO:DISENOGonzalo Vargas Quiroz 
"MEDELLIN 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PLNo: 31 

. 



"r' f 
~---------------------------------------------------------------------. 

¢5 

co.,... 
", . .,... . 

co.,... 

¢4 

Eje Pinon Acero1 ¢5 X 18 rnedidas en mmE·07 

Cant. Observacione:PI.Ref. EspecificacionesDescripci6n Material~ 
.",..' 


UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN $E1 

1-=:--:=--==-=--,-------==---------::-----------,-----::-:---------t-~---___1 
FECHA:01/04/05Espectrofot6metro de doble haz U n· 

'" y dos longitudes de onda ESC: 5: 1 
DlSENOGonzalo Vargas Quiroz ~DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

MEDELLIN 
PL.No: 32APROBOSigifredo Solano Gonzal~REVISOSigifredo Solano Gonzalez 
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14 

45 Tuerca Tension E-O? Lat6n ct>14x5 edidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione 

U:· ·n·······." 
. . 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENOGonzalo Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 

MEDELLIN' 5' 'f d S I G 'IAPROBO Igl re 0 0 ana onza ez REVISOSigifredo Solano Gonzalez 

FECHA:01/04/05 

ESC: 5: 1 
MODELO: 

PLNo: 33 



• "': . .1" '~'I 

.---------~-----------------------------------------------------------. 

: ....' 

46 Resorte tension 

48 Prisionero 

45 Tuerca Tension 

49 Esfera 

47 Pin Candado 

44 Eje Pinon 

12 Pinon motor 
43 Sujecion pinon 1 

42 Tensor 1 
Ref. Descripcion Cant. PI. Ref 

E·07 Tensor Banda E-09 914 x 2000 x 197 edidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones . Observacione 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofotometro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENOGonzalo Vargas Quiroz
MEDELLIN 1-----------­

APROBOSigifredo Solano Gonz61ez 

DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo 

REVISOSigifredo Solano Gonz61ez 

FECHA:01/04/05 

ESC: 1: 1 
MODELO: 

PL.No: 34 
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50 Platina Soporte 1 E-09 Aluminio 20 x 32 x 250 rnedidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. @E3SEDE MEDELLIN 

un Espectrofot6n1etrode doble haz FECHA:01/04105 
. . '.: 

, ' 

y dos longitudes de onda ' . , ESC: 1 :2 
DISENOGonzalo Vargas Quiroz I DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

"'MEDELLIN 
APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 35 
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51 Platina Soporte Porta cube a 1 E-09 Aluminio 20 x 32 x 250 medidas en mm 

Ref. Descripcion Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN @E3

u:n 
•. ! 

MEDELLIN 

Espectrofot6metro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:01/04/05 

ESC: 1 : 2 
DISENOGonzalo Vargas Quir6z ( 

DIBUJO:Juan Pablo Mejia Restrepo MODELO: 

APROBOSigifredo Solano Gonzalez REVISOSigifredo Solano Gonzalez PL.No: 36 
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I. 10 .1 

2 E-08 10 x 12 x 49.7 edidas en mm 

Cant. PI.Ref. Especificaciones Observacione 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 
SEDE MEDELLIN 

Espectrofotometro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

FECHA:O1/04/05 

ESC: 2: 1 
.\ DISENOGonzoio Vargas Quiroz DIBUJO:Juan Pablo Mejfa Restrepo MODELO: 

"'MEDELLIN. f-------------+------------+------J 
APROBOSigifredo Solano Gonz61ez REVISOSigifredo Solano Gonz61ez PL.No: 37 
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····53 Soporte CUbierta R 1 E·08 Aluminio 8 x 18 x 23 . medidas en mm 

Ref. Descripci6n Cant. PI.Ref. Material Especificaciones Observacione~ 

u··n 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA. 

SEDE MEDELLIN 

Espectrofotometro de doble haz 
y dos longitudes de onda 

DISENOGonzalo Vargas Quir6z 
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DISENO. Y CONSTRUCCION ESPECTROFOTOMETRO DE DOBLE HAZ Y 

DOS LONGITUDES DE ONDA 

Sigifredo Solano Gonzalez. Gonzalo Vargas Quiroz. 
Universidad Nacional Sede Medellin1 

RESUMEN 

En el amilisis.. bioqufmico, la medida de la concentraci6n de las sustancias por metodos 
espectrofotom6"iricos en muestras turbias no genera resultados ciertos cuando se usa un espectrofot6metro 
de un solo haz. Este problema se resuelve mediante el uso de un espectrofot6metro de doble haz y doble 
longitud de onda. 

Si la concentraci6n de una sustancia se realiza midiendo la absorcion con un espectrofot6metro de un haz 
y una longitud de onda, cualquier cambio de absorci6n, debido a la variaci6n que por alguna causa se de 
en el enturbiamiento de la muestra, se podria interpretar como un cambio de concentraci6n de la 

, sustancia, sin que ella fuera cierto. 

En este trabajo, partiendo de un monocromador Carl Zeiss Jena hemos disefiado un espectrofot6metro con 
rango de 200nm a lOOOnm que permite medir la absorci6n en dos longitudes de onda diferentes. Una de 
elias se toma donde la sustancia tiene la maxima absorci6n y la otra tan cercana que permite una 
resolucion de menos de lOnm; con una sensibilidad con la que se logra mediciones de concentraci6n de 
menos de 1 JlM gracias a la medici6n de absorbancia de menos de O.OIA. 

La medicion de intensidades se realiza con sensores que permiten detectar valores de potencia en el range 
de los nanovatios 10 cual implica el uso de tecnicas electr6nicas de detecci6n en fase mediante el uso de 
amplificadores lock-in. 

El equipo se disefia especfficamente para la medicion de concentraci6n de sustancias que intervienen en el 
transporte de electrones entre membranas de mitocondria de hfgado de rata proceso, en la cual el 
hinchamiento'de las mitocondrias tiene un comportamiento equivalente al el enturbiamiento en una 
muestra. 

La producci6n de un equipo con estas caracterfsticas tendra un costo decenas de veces inferior al valor 
comercial de un equipo comparable y podn'i ser usada en diversas areas que requieren de un equipo de 
estos en nuestro medio. 

1. A.A. 3840. Medellin. ssolano@unalmed.edu.co, gvargas@unalmed.edu.co 
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Disefio y construccion de un espectrofotometro de dos haces y dos 
longitudes de onda 

Gonzalo Vargas *, Sigifredo Solano, Victor.Lemeshko 

Escuela de Fisica, UniversidadNacional de Colombia Sede Medellfn. AA 3840 Medellin 


RESUMEN· 

Se presenta el diseno, construcci6n y calibraci6n de un espectrofot6metro de dos haces y dos longitudes de onda, de alta 

resoluci6n y,bajo costo, que sera usado en la medici6n simultanea de la absorbancia de dos diferentes sustancias en 


-._ muestras turbias. EI· equipo. esta constituido por un monocromador de alta resoluci6n con un sistema mecanico-6ptico 
que automaticamente escoge las dos longitudes de onda y las hace pasar alternadamente por una celda con la muestra. 
despues de la cual un sensor 6ptico de alta sensibilidad entrega una senal a un sistema de adquisici6n y procesamiento de 
datos tipo lock-in. 

Palabrasclaves: Monocromador, doble haz, doble longitud de onda, absorbancia. amplificador lock-in 

ABSTRACT 
In this paper, the design, construction and calibration of a high resolution and low cost spectrophotometer of double­
beam and double-wavelength is presented, which will be used in the simultaneously absorbance measurement of two 
different substances in turbid samples. The equipment uses a high resolution monocromator with an optic-mechanic 
system to automatically select one wavelength at time and pass it through the sample. The output signal is detected with 
a high sensitive optical sensor linked to lock-in data acquisition system for post processing. 

Keywords: Monocromator, double-beam, double-wavelength, absorbance, lock-in amplifier. 

1.INTRODUCCION 
La espectrometrfa 6ptica es hoy en dla una de las areas mas socorridas en el anaIisis qufmico, biol6gico yen las ciencias 
mooicas. Comunmente se ha utilizado el espectro de la radiaci6n electromagnetica en las regiones ultravioleta (UV, 185­
400nm) y visible (400, 700nm) y en las ultimos afios en el infrarrojo. EI mayor uso que se Ie da ala espectrometrfa es en 

. la determinaci6n de especies absorbentes (crom6foros), denominada mas especfficamente como espectrofotometrfa [1]. 
Todos los metodos espectrofotometricos que miden absorci6n se basan en la ley de Beer-Lambert: . 

(1) 

donde 10 es la intensidad de la luz incidente e I es la intensidad de la luz transmitida, d es el espesor recorrido por la luz 
en la muestra y k una constante que depende del medio. La ley de Beer describe que Ia constante es proporcional al 
numero de moleculas del crom6foro a traves del cual pasa la luz. En otras palabras la constante k es proporcional a Ia 
concentraci6n (c) del crom6foro: k =ce, donde 6 es el coeficiente de absorci6n molar. 

El. termino 10glO(/'/1) se llama la absorbancia (A). Algunas veces el paso de Ia luz a traves de la muestra se puede 
expresar con la transmitancia, T = 111o, como un porcentaje, pero hay que notar que unicamente la absorbancia es 
proporcional a Ia concentraci6n del crom6foro. La relaci6n entre la transmitancia y absorbancia esta dada por: 

(2) 

Se han propuesto diferentes configuraciones 6pticas para realizar las medidas de absorbancia pero todas elIas tienen 
como base los espectrofot6metros de un haz, de doble haz y de doble longitud de onda [2). La complejidad, resoluci6n y 

gvargas@unalmed.edu.co; telefono: 574 430 9329; fax: 57 4 26044 89 



costo, de los espectrofot6metros comerciales de doble haz y doble longitud de onda es mayor que el de cualquier otro 
tipo. La propuesta_p!.:~~ntada aquf se basa en esta ultima configuraci6n. 

En 1951.Britton.Chance[3], propuso la tecnica de "espectrometrfa de dos longitudes de onda" para mediciones de 
muestras turbias en analisis bioqufmicos y des de entonces se han reportado muchos metodos basados en esta tecnica 

'Entre las, mayores ventajas que presenta este metoda estan, la independencia de Ia absorbancia de la turbidez de la 
muesirayJa posibilidad de determinaci6n de dos componentes simultaneamente en una soluci6n gracias a la presencia 

'.' deiiridoblehaz y una doble longitud de onda obtenidas de un rrionocromador que luego son enviadas a una sola muestra. 
"La absorb~cia a una longitud de onda j..l en una muestra se relaciona con la de otra longitud de onda de referencia 1..2 de 
la misma muestra.En uno de los casos tfpicos, la longitud de onda de referencia se coloca en un punto del espectro en el 
cual no se espera ningun cambio de absorbancia en una medici6n particular, denominado punto isosbestico [4]. En 
particular los cambios de absorbancia debido a la turbiedad que se presenta son relativamente independientes de la 
longitud de onda, de los cambios de conformacion de la molecula y de las fluctuaciones que ocurran en la fuentede luz 
[5]. ' , 

2. COMPONENTES YMETODO DE DISENO 
'. .. ", 

Parala constnicci6n de este espectrofot6metro ,de dos haces y dos longitudes de onda se usa solo un monocromador, 
metodo este; que nose ha reportado en la Iiteratura. EI monocromador se form6 del sistema 6ptico y mecanico original 
de un espectr6grafo marca Carl Zeiss Jena del cual no se modifica ni su cavidad ni la disposici6n 6ptica 0 mecanica 
interior. 

,2.1 Descripci6n del monocromador 
'2.1.1. Sistema de iluminaci6n y colimador de entrada 

Se diseii6 y construyo un sistema de iIuminaci6n para sustituir el sistema original (figura. 1). EI sistema de iluminaci6n 
esta compuesto de una Iampara de filamento de tungsteno de 150w (intercambiable para obtener las potencias deseadas) 
con sistemade -regulaci6nde-retroalimentaci6n 6ptica de corriente de Ifnea para evitar variaciones de intensidad y un 
sistema condeusador acromatico con enfoque graduable. EI filamento de la lampara ha16gena se coloca vertical y 
paralelo ala ranura graduable de entrada del haz al sistema dispersor de luz. 

L!mparade ·~miti" 
cOncavo, 'tunsteno" 

,Rendijade 
entrada 

Figura 1. Sistema de i1uminaci6n 

2.1.2 Componentes 6pticos del sistema dispersivo 
La entrada al sistema dispersivo esta compuesto de una lente de distancia focal 340 mm para enfocar el filamento sobre 
una ranura graduable mecanicamente hasta 3 mm de ancho. Dispone ademas de varios atenuadores que se seleccionan 

" mediante perillas. De esta manera se obtiene las condiciones adecuadas del haz para el espectro dispersivo. Cuando la luz 
emerge de la ranura se desvfa a 90° con un espejo plano y se colima por un espejo esferico donde se refleja hasta la 
rejiJla de difracci6n. La figura 2 muestra este detalle del monocromador. 

2.1.3' Rejilla.!!e,cl.!fra,cci6n 
La rejilla plana de difracci6n es de reflexion y esta colocada sobre un sistema rot ante que permite ajustar la iluminaci6n 
en sus diferentes ordenes con una resoluci6n hasta de 1 nm por cada mm en plano de sensado. Rayada mecanicamente 
tiene una estructura peri6dica en la direcci6n de dispersion. La red de la rejilla es tipo blaze plana a 500 nm y cubriendo 
uria longitud de onda (pri!'ller orden de difracci6n) de 333 a 750 nm 



2.2 Descripcion del espectrofotometro. 
El espectrofot6metro consiste de Ja fuente de luz, el conjunto de lentes para coli mar el haz de luz de la lampara, una 
ranura graduable, la unidad del monocromador, un complejo mecanico adaptado al monocromador sin alterar ninguna 
partes del espectr6grafo original y un sistema de adquisici6n y control DAQ manejado por computador. Un esquema de 
todo el equipo completo se presenta en la figura 3. 

f - 2075 

f - 340 

Gb---
Figura 2. Detalle de iluminaci6n de la rej ill a de difracci6n . 

2.2.1 Complejo mecanico 

Monocromador 

Lampe.ra 
\ rejille. r-.,. 1\ 2 1\ 1 

[::::E~!I~"""'~"~afJI/~Portecubeta 

L ~~~~~~~ II DAO II 
Motores LLr__-...L__...:s:.:e.::.n:so::r_---._-=::::.;;;;::~~- - -:.-..:~ 

Figura 3. Montaje del espectrofot6metro 

El complejo de partes mecanicas agregadas al monocromador consiste de un sistema de sujeci6n que so porta los ejes 
para desplazarniento, la celda porta muestras, el so porte para espejo m6vil y su motor y la caja que cubre todo el sistema. 
Adicionalmente sobre el sistema original de rotaci6n de la rejilla se sujeta el motor para automatizar el movimiento de la 
rejilla. La figura 4 es una fotografia de la posici6n del sistema 6ptico-mecanico de selecci6n de los dos haces. 

Figura 4. DetaJles de sistema mecanico 

Sensor Ilenado 

Fotodiodo ....... ­

Motor Agitador 

- Motor chopper 

~Haz 

Sensor de 
control de lase 

Figura 5. Vista en cone de celda pona muestras y sus partes 

La celda porta muestras consiste de lm bloque donde se aloja la cavidad para cubetas estandares que contienen las 
muestras con su respectivo motor agitador y laberinto de agujeros para refrigeraci6n. Tambien se encuentra alii el motor 
chopper que hace rotar una pieza y que con un juego de ranura y espejos, tiene como funci6n intenumpir 
intermitentemente un haz de una longitud de onda y a la vez pennitir el paso del otro haz can la otra longitud de onda. 



En este bloque tambien se dispone de un interruptor que detecta si la cubeta se encuentra en su lugar y un fotodiodo 
sensor del instante en que los haces pasa hacia la muestra. La tarjeta que contiene el fotodiodo y la respectiva electronica 
que sensa loscambios de densidad optica esta sujeta a este bloque. La vista en corte de figura 5 muestra los detalles. 

2.2.2 Sistema de adquisici6n y control 

En todo espectrofotometro debido a1 "stray light"y demasruidos presentes en la medicion, la relacion senal ruido (NSR) 
suele'sermtichomenor,que uno. Para aumentar la:NSRtecnicasde modulaci6n no son suficientes, pues no siempre 

" , ajustil; lasenal en elanchode banda minimo del filtro pasobajo' que se,pueden implementar en la pnktica [5]. Por esto se 
utilizantecnicasde tipo amplificacion 10ck~in.Las componentes basicas del sistema de detecci6n utilizado para el 
aumentode la relaci6nseiial ruido puede verse en la figura 6. ' 

10/4 

lOn, 

D· 

LrLr,,:\l fa 
SLSl-:\2 Circuito Electr6nico 1--<---' 

Figura 6. Sistema tipo lock-in 

----­- ... -­----­

La tecnica de modulacion "optical chopper" utiliza un motor a 8000 RPM Y sistema fotodiodo sensor de fase para 
generar una- onda sincronizada a la frecuencia del choppeLya la entrada de los haces que entran en la muestra. As! el 
sistema se coloca para empezar a adquirir datos en un perfodo. es decir desde cuando el fotodiodo sensor de fase recibe 
luz (ON) hasta cuando deja de recibir luz (OFF). EI sistema de adquisici6n empieza la coleccion de datos cuando la senal 
de referencia hace una'transici6n del bajo 'a alto a traves del fotodiodo Hamamastu S5591 que posee amplificacion 
integrada y resolucion de nanovatios. El sistema de adquisicion se coloca a una velocidad de conversion que permita 
unos 500 datos por periodo los cuales se promedian, con oscuridad y luego se restan para cada longitud de onda. De estas 

, dosseiiales se obtienela absorbancia por programa. 

, ; ~~ele~cion de las dos' haces de longitudes de onda A.J y ~ se hace posicionando la region del espectro de interes rotando 
con un motor de paso la rejilla de difraccion hasta la ranura de entrada del haz de la celda porta muestra reciba la luz 

, correspondiente a la menor longitud de onda. Desplazando el espejo movil automaticamente se posiciona en el lugar 
. ' .. donde recibe en su centro el segundo haz con la mayor longitud de onda. el cual es redireccionado hasta el espejo que 

,tiene el motor chopper que en su rotacion hace llegar este haz hasta la muestra y luego a fotodiodo sensor. 
.' , . . 

'EI an~ho delosespejos de 3 mm y el maximo, acercarniento entre el espejo movil y la pieza ranurada con espejo del 
motor chopper determina la resoluci6n del espectrofotometro, 5 nm, mas que apropiado para la aplicaci6n para la que se 

, diseii6. La resolucionesp~ctral del espectrofot6metro se puede lograr gracias a que la resolucion que se alcanza en el 
espectr6grafo de 1 nm por cada mm del ancho sobre la ventana de salida de 30x2 cm, mientras el enfoque del sistema de 

, iluminaci6n use I.l.Q ancho de ranura maxima ala entrada del monocromador. 

,Un circuito para el manejo y alimentaci6n de los, motores de selecci6n de las longitudes de onda se fija al 
,espe6irofot6metro e interconecta una tarjeta de adquisici6n DAQ NI PCI 6013 de la companfa National Instruments 
, inserta en un computador personal 

3. RESULTADOS OBTENIDOS 

Para verificar el rango del espectro generado por el monocromador se diseno y construy6 un posicionador x-yen el plano 
vertical donde debe quedar, en la celda de la,figura 5, el LED Hamamatsu. Sobre este plano se coloco la ventana del foto 



sensor-de un radio metro calibrado de la compafifa International Light referencia IL1700. En la posicion horizontal de 
'maxima intensidadse busco la posicion vertical tambien de mayor intensidad. Los datos se muestran en la figura 7. La 
curva obtenida esta en muy buena concordancia a su vez con la respuesta del sensor dada por el fabricante. EI sensor de 
fotodiodo usado cubre este rango efectivamente y aunque no linealmente se ajusta por software a partir de Ia curva 
caracterfstica sUministridapor el fabricante. 

0.06 

01J2 

°0 50 '100 1:50 200 250 
Posicion (mm) 

Figura 7. Respuesta espectral en la ventana de salida del monocromador. La distancia se mide desde el extremo rojo del 
espectro (posici6n 0) hasta el otro extrema del espectro visible 

esta '. manera se 'Iogra tener un espectrofotometro automatizado de caracterfsticas similares a los ofrecidos 
comerciidmente. 

Se;desarrolla eneste momento un software amigable para el control del instrumento, la adquisicion de datos, el 
procesarnientoy~erdespliegue-de los datos usando LabView v 7.1 (Nacional Instruments, USA) para medir la corriente 
electr6nica entre membranas mitocondriales con la implementacion de un protocolo conocido [6,7]. 
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