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INTRODUCCI~N 
La diferenciación de espectros de absorción presenta 
considerables ventajas para la espectrometría en la zona 
ultravioleta-visible, pues permite extraer información 
tanto cualitativa como cuantitativa de espectros con 
bandas no resueltas. 

La espectroscopía o espectrofotometría de deriva- 
das es una técnica empleada para aumentar la estruc- 
tura fina de las curvas espectrales. Consiste en calcular 
la primera, segunda o derivadas de orden superior 
de la intensidad o absorbancia respectoa la longitud de 
onda. 

Aunque introducida a mediados de la década de los 
que fue cuando se demostraron sus venta- 

jas en la resolución de determinados problemas analíti- 
cos, no fue aceptada sino con dificultad debido al 
elevado precio inicial de los instrumentos y a que se 
limitaba a la obtención de la primera derivada. La intro- 
ducción de la diferenciación electrónica ha hecho posi- 
ble la obtención de derivadas de orden superior y ha 
abierto a la espectrofotometría de derivadas un amplio 
campo de aplicaciones a un precio razonable. 

En esta última década han aparecido numerosos 
trabajos que demuestran las grandes posibilidades de 
esta técnica, pudiendo ser utilizada en todos aquellos 
casos en que el tratamiento cuantitativo de los espec- 
tros de orden cero es difícil o incluso imposible, así como 
para la detección y localización de características espec- 
trales de componentes mal resueltos de espectros com- 
plejos y para la reducción de interferencias debidas a la 
absorción de 

La espectrofotometría de derivadas se ha utilizado 
no solamente para espectros ultravioleta-visible, sino 
también en espectrofotometría infrarroja,g"1° absorción 
atómica y fotometría de y en espectrofluori- 
metría convencional y sin~rónica. '~-'~ 

Esta técnica permite incrementar considerable- 
mente dos aspectos básicos en cualquier técnica analí- 
tica: la sensibilidad y la selectividad; simplificando con 
ello notablemente la metodología analítica para muchos 
problemas, pues permite su resolución de forma directa, 
esto es, sin tener que efectuar separaciones. 

La selectividad se encuentra limitada en espectro- 
fotometría UV-visible debido al inherente solapamiento 
de las bandas vibracionales y rotacionales con las tran- 
siciones electrónicas. Las anchas bandas resultantes 
pueden solaparse fácilmente con las de otros espectros. 
También afecta a la sensibilidad que se encuentra 
limitada por la dispersión de radiación debida al disol- 
vente. 

Una desventaja que presenta esta técnica es que la 
diferenciación disminuye la relación señal/ruido, por lo 
que es necesario un filtrado de la señal resultante.17 

Como indicio del aumento de popularidad de la 
espectrofotometría de derivadas, se puede señalar que 
la revista Analytical Chemistry ha introducido a partir 
de 1984, en sus números dedicados a revisar las publica- 
ciones sobre espectrofotometría de absorción UV-visi- 
ble, un apartado dedicado a espectrofotometría de de- 
r i v a d a ~ . ' ~ ~ ~  Por otra parte, han sido numerosas las 
revisiones bibliográficas aparecidas sobre el tema.21-35 

'l. PROPIEDADES BÁSICAS DE LOS ESPECTROS 
DERIVADOS 

Bajo el nombre de espectro derivado se entiende la 
representación gráfica, en un intervalo determinado de 
longitudes de onda, del cociente diferencial dA/& para 
la primera derivada, @A/& para la segunda y así 
sucesivamente para las derivadas de orden superior. 

Una banda de absorción simple posee dos puntos 
de inflexión y un máximo de absorción a longitudes de 
onda características que son independientes de la con- 
centración. Por consiguiente, la función &/& pasa por 
un máximo y un mínimo en los puntos de inflexión y 
vale cero en el máximo. La distancia vertical entre el 
máximo y el mínimo de la derivada se denomina "ampli- 
tud" y constituye el parámetro analítico que suele 
utilizarse para relacionarlo de forma lineal con la con- 
centración. 

La primera derivada se utiliza mucho para la deter- 
minación exacta del máximo de absorción, especialmen- 
te cuando se trata de picos anchos.3638 

La segunda derivada del espectro simple (gaussia- 
no) presenta dos máximos correspondientes a los pun- 

- -- - - - - - - - 

160 ~ > U C A C I ~ N  QUWCA 4 13) 



tos de inflexión del espectro de primera derivada, mien- 
tras que el máximo de absorción del espectro de orden 
cero aparece ahora como un mínimo. En una curva de 
absorción compleja los puntos de inflexión negativos 
de los picos de absorción coinciden a menudo con los 
máximos de las bandas individuales de los componentes. 
Hay que señalar que debido al proceso de diferencia- 
ción, y según las condiciones del registro, la posición 
del cero en la primera derivada y la del mínimo en la 
segunda derivada, pueden ser desplazados de manera 
más o menos apreciable con respecto a la posición del 
máximo de absorción en el espectro original. No obstan- 
te, ello no representa ningún inconveniente para el 
tratamiento cualitativo y cuantitativo de los espectros 
derivados. En principio, en la segunda derivada, las 
alturas entre los máximos (D) son proporcionales a la 
concentración del analito (figura 1). 

La espectrofotometría de derivadas aumenta gene- 
ralmente la resolución, pues es habitual que una banda 
del espectro de absorción sea el resultado de la super- 
posición de varias bandas que, bien por las característi- 
cas del espectrofotómetro, o bien, porque se trata de 
una estructura fina, no es posible resolverla en sus 
bandas individuales. Éste es el caso del óxido de holmio 
cuyo espectro de absorción presenta dos pequenos 
máximos muy próximos entre 475.0 y 500.0 nm. La 
obtención de la segunda derivada permite su correcta 
separación y medida.39 

La diferenciación discrimina bandas estrechas fren- 
te a bandas anchas. La amplitud Dn de la derivada de 
orden n, está relacionada con la n-ésima potencia de la 
inversa del ancho de banda W del espectro de orden 
cero? 

Dn - ($1 
. . 

Lo cual significa que para dos bandas coincidentes 
de igual intensidad, la amplitud de la n-ésima derivada 
de una banda estrecha X e s  mayor que la de una banda 
ancha y en un factor (W,/WJn. Esto hace posible la 
determinación de un componente que presente una 
banda estrecha en presencia de otro que se encuentra 
en exceso (matriz), lo que originará, por tanto, un 
espectro a n ~ h o . ~ " - ~ l  

2. ~IÁL.IsIs CUALITATIVO Y CUANTITATIVO POR 
UTILIZACI~N DE ESPECTROS DERIVADOS 
La utilización de espectros derivados tiene gran utilidad 
tanto con fines cualitativos como cuantitativos. Una 
banda de absorción de un espectro de orden cero, 
permite la identificación de la sustancia sólo a través de 
la posición del máximo de absorción como único punto 
de referencia; máximo que, en bandas de absorción 
anchas, sólo puede ser fijado de una manera aproxima- 
da. Ese punto de referencia único que posee un pico de 
absorción normal, contrasta con los tres puntos de re- 

% 
S 1 

X 

Figura 1. Espectros de absorción de orden cero y derivados de 
primero, segundo, tercero y cuarto orden, donde la D indica la posible 
señal analítica a utilizar. 

ferencia de un espectro de primera derivada (máximo, 
mínimo y corte con abscisas), o bien, con los cinco 
puntos de referencia de un espectro de segunda deriva- 
da. Por otra parte, para una especie absorbente dada, 
la relación entre los valores de los extremos (máximo y 
mínimo consecutivos) es una magnitud característica de 
la sustancia e independiente de la concentración, dispo- 
niendo en consecuencia de más datos para las identifi- 
caciones cualtitativas. 

Para una sustancia absorbente y para una longitud 
de onda dada, la ley de Lambert-Beer establece que 
la absorbancia es proporcional a la concentración 
( A  = e 6 . C ) .  En cambio, si se fija la concentración en 
un valor constante, la absorbancia A de la disolución es 
función de la longitud de onda utilizada, puesto que 
E = qh). Si se deriva la ecuación anterior con respecto 
a la longitud de onda, obteniendo la primera derivada 
del espectro de absorción, se tiene: 

-- 1 dI dE dA - - 0 . 4 3 4 . - . - = b . C -  
dA I dA dh. 

suponiendo dI Jdh. = O 
Ahora bien, para una longitud de onda dada, el 

término ddúA es una constante característica del sis- 
tema en estudio, por lo que la expresión puede ser 
escrita como dA/dh. = K.C. Es decir, para una longitud 
de onda dada, la pendiente del espectro de absorción es 
función lineal de la concentración. La sensibilidad por 
su parte, no depende en términos absolutos del valor 
de E, como ocurre en espectrofotometria clásica, sino de 
la variación de E con la longitud de onda. 
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Análogamente será constante &&/a2 para una 
longitud de onda dada. En ese espectro de segunda 
derivada que presenta dos máximos adyacentes y un 
mínimo correspondiente al máximo de absorción del 
espectro cero, serán proporcionales a la concentración 
de analito, tanto ambas amplitudes de máximo a mínimo 
como la distancia de Iínea de cero a mínimo. 

Para derivadas de orden superior la situación es 
más compleja, pero habitualmente se mantiene la pro- 
porcionalidad de la señal derivada con la concentración 
de analito. 

Figura 2. Diferentes métodos para la obtención de la setial analítica 
en los espectros derivados. 

La señal analítica corresponderá a una amplitud 
determinada y la elegida será aquella que sea directa- 
mente proporcional a la concentración de analito, e 
intercepte el cero, esto es, no tenga ordenada en el 
origen y no se afecte por la presencia de bandas inter- 
ferentes, o por cambios en los parámetros (altura, 
anchura, etcétera) de la banda interferente. Se eligirá, 
por tanto, aquella amplitud que menos se afecte por la 
variación de la matriz y dé lugar a la mejor calibración. 
Sin embargo, no es necesario generalmenmte obtener 
la intensidad absoluta de la banda de analito, sino sólo 
que ésta sea proporcional. 

Los procedimientos más usados para obtener el 
parámetro analítico son: 

a) Método de la tangente. Se traza la tangente 
entre dos máximos vecinos y se mide, en la dirección 
paralela al eje de ordenadas, la distancia entre la tan- 
gente y el mínimo situado entre los dos máximos. Con 
este método se elimina, o al menos se mantiene en unos 
limites pequeños, la influencia no específica de la absor- 
ción de fondo. 

b) ~ e d i d a  de la separación entre picos. Se mide 
la separación entre un máximo y un mínimo vecinos, 
que sean característicos de la sustancia que se deter- 
mina. Este método es especialmente adecuado para 
la determinación cuantitativa en presencia de turbidez, 
o cuando haya una absorción de fondo poco defi- 
nida. 

c) Medida de la altura hasta la línea base. Se mide 
la separación entre el máximo y la Iínea de cero 
(figura 2). 

Si se calcula ahora la segunda derivada, de la ley 
de Lambert-Beer, resulta: 

3. EFECTO DE LA DERNACI~N SOBRE LOS PICOS 
DE ABSORCI~N SOLAPADOS 
Las ventajas de la derivación en un espectro simple y la 
forma en la que se representa, ya han quedado enmar- 
cadas anteriormente; sin embargo, la forma de las 
derivadas cambia radicalmente, si la banda de un com- 
ponente está solapada con el espectro de absorción 
principal en el espectro de orden cero. A pesar de ello, 
pueden ser identificadas características espectrales o 
pequeños hombros en el espectro principal e incluso se 
pueden distinguir espectros similares. Lo que sí cambia 
en presencia de pequeñas concentraciones de compo- 
nentes acompañantes que absorben en la misma zona, 
es el número, posición y forma de los máximos y 
mínimos de los espectros derivados. En la figura 3, se 
muestra un ejemplo del argumento anterior. 

Se puede determinar, por tanto, la concentración 
de un analito cuyo espectro esté fuertemente solapado 
con otro pico. De hecho, el empleo de la primera 
derivada para la determinación de la concentración de 
un analito en presencia de considerable concentración 
de una especie interferente con la que solapa fuertemen- 
te el espectro, es más adecuada y está menos sujeta a 
errores  sistemático^.^ 

4. FACTORES QUE AFECTAN AL cÁLcUL,O DE DERIVADAS 
Cuando se calcula una derivada a partir del espectro 
original, se debe buscar siempre un compromiso entre 
la fidelidad con que se calcula la derivada y la relación 
señal/ruido. 

La ecuación antes señalada, indica que el ruido 
aumentará conforme lo haga el orden de la derivada. 
Esta disminución de la relación señal/ruido, se puede 
obviar promediando el cálculo de la derivada sobre una 
zona de longitudes de onda que sea grande comparada 
con la estructura del ruido, esto es empleando un AA 
(incremento de longitud de onda) mayor para calcular 
la derivada. Sin embargo, al aumentar el intervalo de 
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longitudes de onda la derivada estará cada vez más 
distorsionada. A continuación, se comentarán estos dos 
aspectos, la distorsión y la relación señal/ruido. 

4.1. Distorsión 
Una curva derivada calculada con un incremento de 
longitud de onda finito, se distorsiona debido a una 
disminución en la señal derivada y a una disminución 
en la resolución. 

Hay una medida cuantitativa de la disminución en la 
señal derivada que se obtiene definiendo el factor de 
distorsión Fn,*, como la máxima altura medida de máximo 
a mínimo calculada con una longitud de onda finita (Ah) 
dividida por la calculada exactamente (A): 

FnA = 2 dx 
Es importante señalar que la distorsión no afecta 

a la linealidad de la señal derivada con la concentración, 
pues h" es un operador lineal. 

4.2. Relación señal/ruido 
La relación señal/ruido (S/N) va disminuyendo al au- 
mentar el orden de la derivada. El ruido de un espectro 
normal se puede expresar como la desviación estándar de 
la absorbancia del blanco, o,. Para una n-ésima deriva- 
da, la desviación estándar, o,, se calcula a partir de 
o, empleando las reglas de propagación de errores. 

La relación señal/ruido de una señal derivada 
depende de la forma del espectro. Si la banda es 
gaussiana y se supone que la relación S/N es 1 en el 
espectro de orden cero, para la primera derivada seria 
2.02/M, para la segunda 3.26/@, para la tercera 
8.10/M3, para la cuarta 17.8/M', etcétera, donde M es 
el número de puntos del pico a mitad de altura. 

Debido a esta disminución de la relación S/N, los 
métodos de derivación utilizados emplean técnicas de 
suavizado o filtrado para controlar el incremento del 
ruido. El proceso de suavizado supone la convulación 
de la serie de datos mediante una función de filtrado, 
función que consiste en un conjunto de coeficientes de 
peso. Los diferentes métodos de suavizado o filtrado 
existentes difieren en la forma de cálculo de los coefi- 
cientes. 

El efecto de suavizado depende de dos variables: 
a) la razón de suavizado, que es el cociente de la 
anchura del pico suavizado con el número M de puntos 
de anchura a mitad de altura, y b) del número de veces 
que se efectúa el suavizado. 

El cociente de la relación S / N  de nésima derivada 
no suavizada, (RSN),, a la relación S/N normal no 
suavizada (RSN), viene dado por: 

-- (RSN), A a, . C, . p + " 5 '  . * 
(RSN), 

donde C, es una constante que aumenta con el orden 

Figura 3. Observación de las setiales analíticas de dos espectros 
totalmente solapados, utilizando el método de derivación. 

de la derivada y a, es el factor de atenuación de la 
nésima derivada para un cociente de suavizado r. 

Los cocientes de la relación S/N se incrementan 
con el valor de r, pero tienden a converger a altos 
valores. En consecuencia la disminución de la relación 
S/N habitualmente observada al diferenciar, se puede 
obviar si se suaviza suficientemente. 

5. VENTAJAS DE LA ESPECTROSCOP~A DE DERIVADAS 

5.1. Medida exacta de la longitud de onda del 
máximo 
La primera derivada del espectro es muy útil para 
determinar la posición exacta de los máximos de absor- 
ción del espectro normal. Si el espectro se presenta 
como una banda ancha, la posición del máximo sólo se 
fija de manera aproximada; sin embargo, en el espectro 
derivado, el máximo viene determinado exactamente 
por el corte con el eje de abcisas. En la práctica, puede 
ser necesario corregir un pequeño desplazamiento 
de longitud de onda dependiendo de las condicio- 
nes de registro utilizadas. 

5.2. Mejor resolución de los espectros 
La estructura fina de un espectro, que normalmente es 
difícil de ver en un espectro de orden cero, suele 
resolverse mejor en espectros derivados. Suele ser más 
conveniente emplear la segunda derivada ya que los 
máximos y mínimos del espectro normal y los de la 
segunda derivada aparecen casi a las mismas longitudes 
de onda y la estructura fina del espectro se pone mejor 
de manifiesto que en la primera derivada. 
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5.3. Análisis de una muestra turbia 
Las disoluciones turbias presentan habitualmente un 
aumento continuo de absorbancia hacia longitudes de 
onda más cortas y no originan ninguna variación espec- 
tral apreciable en la primera y segunda derivada. Al 
operar con espectros derivados de muestras turbias, se 
elimina el efecto de la absorción de fondo debido a la 
turbidez, aunque hay que mantener ésta a un nivel 
razonable. 

5.4. Determinaciones cuantitativas en sistemas de 
dos o más componentes 
Es su aplicación más importante y generalizada, como 
se pondrá de manifiesto posteriormente. La aplicación 
cuantitativa de máximos solapados es difícil sobre todo 
si son pequeños en relación con el espectro total. Sin 
embargo, la espectroscopía derivada permite su análisis 
con errores sistemáticos aceptables. 

La espectroscopía de derivadas permite determinar 
sustancias con bandas de absorción relativamente estre- 
chas que estén solapadas con una banda ancha de un 
segundo componente. Se supone que el componente 
que se desea determinar sólo sea visible en el espectro 
de la mezcla por un pequeño pico o un hombro. La 
determinación de un componente por espectroscopía 
convencional en estas condiciones sólo puede efectuar- 
se aceptando grandes errores sistemáticos. La utiliza- 
ción de la derivada de un espectro permite, bajo ciertas 
condiciones, hacer determinaciones cuantitativas con 
errores  pequeño^.^' 

Se han empleado diversos métodos con objeto de 
resolver mezclas. En unos casos se ha propuesto medir 

a una longitud de onda a la cual no contribuya el 
compuesto interferente. En otros, se resuelve el proble- 
ma planteando un conjunto de ecuaciones de cuya 
solución se obtengan las concentraciones deseadas. 

5.4.1. Técnica de medida de zerocrossing 
Esta técnica de medida utiliza el valor absoluto del 
espectro derivado del orden que se esté utilizando, a un 
valor de abscisa correspondiente a una longitud de onda 
a la que presente valor cero el espectro derivado del 
componente cuya interferencia se desee evitar. Las 
medidas realizadas a esa longitud de onda en el espectro 
mezcla podrán ser función solamente de la concentra- 
ción del componente que se analiza.4344 

Si se considera una mezcla de dos componentes 
1 y 2 que se encuentran en concentración C, y C,. Como 
la absorbancia es una propiedad aditiva, se cumplirá: 

Al = E, . Cl Y Az = E~ . Cz 

A = . C1 + E, . C,, s i b = l  

siendo E, y E, las absortividades molares de las sustan- 
cias respectivas. Si se derivan respecto a la longitud de 
onda, se obtiene la primera derivada del espectro suma, 
es decir: 

dA -- de 
-c,.-'+c,. 4 

dh dh. dh 

Es decir, la pendiente de la curva espectral de la 
mezcla, es la suma de las pendientes individuales de 
cada componente. 

Si se opera a una longitud de onda tal que se 
verifique que dq/& = O, es decir, a la longitud de onda 
correspondiente al máximo de absorción del componen- 
te 1, se podrá determinar la concentración del compo- 
nente 2. En efecto, en este caso se cumplirá que: 

dA -=c,. -z 
dh dh. 

t 1 

Figura 4. Aplicación de la técnica del zero crossing para la obtención 
de la señal analítica utilizable en la cuantificación. 

El único requisito para la determinación, es que las 
longitudes de onda correspondientes a los máximos de 
absorción de los dos componentes estén sufucientemen- 
te diferenciadas (figura 4). 

Operando a la longitud de onda A,, la medida de la 
distancia AB permite determinar la concentración C,. 
Un razonamiento análogo, permite determinar la con- 
centración C,, o bien, utilizar la segunda derivada del 
espectro suma. 

La exactitud conseguida en la mezcla de compo- 
nentes, depende de los parámetros siguientes: 

a) Relación de la altura de la banda que interfiere 
y de la banda de interés analítico. 

b) Lo mismo respecto a la anchura medida. 
c) Separación entre los máximos de absorción de 

los componentes. 

- -- -- - - 
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5.4.2. Método de regresión lineal a múltiples longitu- 
des de onda 
Para cada longitud de onda, la absorbancia de una 
mezcla de dos componentes puede expresarse por: 

donde E ,  y C, ( i = 1 ó 2) son las absortividades y las 
concentraciones de los analitos respectivamente. 

Las absortividades E ,  se calculan a partir de los 
valores de la absorbancia de una disolución patrón; así 
para cada componente: 

A,, = E, - b . Cpi 

donde C,, es la concentración del patrón. 
Operando con las ecuaciones anteriores y si 

Cpl = Cp, = 1, se obtiene: 

Representando A1/ApI frente a Ap2/ApI, para cada 
longitud de onda, se obtiene una recta cuya ecuación 
se ajusta por mínimos cuadrados y en la que las concen- 
traciones de los dos analitos se deducen de los valores 
de la ordenada en el origen y de la pendiente. 

Los coeficientes de correlación, r, de la recta y la 
desviación estandar, o,, son los parámetros que indica- 
rán el grado de ajuste del espectro experimental frente 
al calculado. Este método sirve además, como criterio 
de selección del intervalo de longitudes de onda más 
apropiado para la determina~ión,~~ puesto que sólo se 
obtendrán líneas rectas para las longitudes de onda 
donde se cumpla la aditividad de las abs~rbanc ias .~~  

5.4.3. Método de derivadas de espectros divididos 
Una posibilidad nueva de cálculo ha sido desarrollada 
recientemente por Salinas, Berzas y Espinosa-Mansi- 
lla,47 operando sobre cocientes de esp-tros de absor- 
ción. Si se consideran dos componentes 1 y 2, y si se 
cumple la ley de Lambert-Beer (b = l), el espectro de 
absorción vendrá definido por: 

donde A,,, es la absorbancia de la mezcla a la longitud 
de onda h, E,,,, y E,, , ,  son las absortividades molares a 
esa misma longitud de onda h .  

Si la anterior ecuación se divide por la ecuación del 
espectro de una disolución patrón de 1, de concentra- 
ción q, se puede escribir: 

Al,  - Cl E2 * . C2 - - + L  

~1.k .G G' E1A.G 
que se puede simplificar en: 

Representando A,, , , /E, ,  A, en función de E,, , , /E, ,  A se 
obtiene una línea recta. La ordenada en el origen da el 
valor de C, y la pendiente, C,. 

También se puede calcular la concentración del 
componente 2 en presencia de 1, utilizando la primera 
derivada de la ecuación anterior: 

CZ d % . A  $(*]=(c) Z[G] 
Ecuación que señala que la derivada del cociente 

de espectros para la mezcla sólo depende de los valores de 
C, y Cp y es independiente del valor de C1 en la mezcla. 
Para establecer la curva de calibración, se registran y 
almacenan espectros de disoluciones de diferentes con- 
centraciones de 2 y el espectro de una disolución de 1 
pura, de concentración Cp. Las amplitudes para 2 serán 
entonces divididas por las correspondientes de 1 para 
cada longitud de onda, operando como antes se ha 
dicho; esto es, diferenciando el cociente de espectros así 
obtenidos, y representando para una determinada lon- 
gitud de onda frente a C,. Análogamente se puede 
calcular el componente 1. 

5.4.4. Análisis de multicomponentes 
En este apartado, se hace referencia a la resolución de 
espectros complejos correspondientes a mezclas de más 
de dos componentes. 

La aplicación de la aditividad de la ley de Lambert- 
Beer a la mezcla de los distintos componentes se puede 
expresar para las distintas longitudes de onda y de la 
siguiente manera: 

y,  = b, + b, x,, + b, . x,, + + bk . xkl + e ,  

Y2 = b, + bl . X12 + b2 . X2, + + bk . Xk2 + e2 

donde y, representa la absorbancia de la mezcla a las 
distintas longitudes de onda j ( j  = 1,2,3 ,...., n), b, es un 
término de correción de la absorbancia (atribuible a 
un ajuste de línea base); b, representa los valores de 
concentración de cada uno de los k componentes de la 
mezcla i ( i  = l,2,3, ...., k); x, representa los valores de 
la absortividad de los diferentes componentes i a las j 
longitudes de onda y ej es el error del ajuste, es decir, 
la diferencia entre las absorbancias experimental y la 
calculada a cada longitud de onda j. 

Para que la solución de este sistema sea única es 
necesario que n > k + 1. 

Una forma de resolución de este sistema es utilizar 
el método de mínimos cuadrados que minimiza la suma 
de cuadrados de los errores (SCE) y que se puede definir 
como: 

JULIO de 1993 165 



j = n  j= n i=k 

S C E = C ~ ~ " ~  
j= 1 j =  1 

donde en términos de notación matricial se expresa 
como: 

SCE = ( Y - m ) '  (Y-xp) 

donde la prima (') de un vector o una matriz indica su 
traspuesta. 

Para determinar los parámetros por mínimos cua. 
drados que minimizan la suma cuadrática de errores, se 
deriva con respecto a cada elemento de B y se iguala a 
cero. 

GSCE &Y-m) ' (Y-m)  -- - =X(Y-xp)  = 
66 w 

X Y - Y X ~ = O  

en donde b es el vector de los valores estimados de 
concentraciones. De la ecuación anterior se obtiene: 

El modelo de regresión estimado es B= X .  8 y la 
diferencia entre la observación Y,  y el valor Bes el error; 

o sea, el vector de residuales se expresa por e = Y - $? 
El grado de ajuste entre el espectro experimental 

y el calculado con las concentraciones halladas, se 
expresa con los siguientes parámetros: 

- valor del término independiente, b, 
- desviación estandar, o, 
- coeficiente de correlación. r. 

Por la aplicación de la ecuación (*), se calcula la 
concentración de cada uno de los componentes de la 
mezcla conociendo el espectro de la misma y los espec- 
tros de cada uno de los componentes. El espectro 
completo puede ser sustituido por medidas a un cierto 
número de longitudes de onda, pero la exactitud del 
resultado aumenta con el número de medidas rea- 
lizadas?' 

Como ya puede suponerse, la bondad de los resul- 
tados depende de la calidad de los espectros de los 
patrones, por lo que es necesario asegurarla promedian- 
do los espectros obtenidos de disoluciones distintas. 
Aunque esto supone un mayor esfuerzo y tiempo, hay 
que tener en cuenta que sólo es necesario efectuarlo 
una sola vez. 

6. INSTRUMENTACI~N 
Los sistemas experimentales utilizados para obtener 
derivadas de un espectro se pueden dividir en dos clases 
generales: 

1. Los que utilizan la señal de salida de un espectro- 
fotómetro 
- Diferenciación electrónica. 
- Tacómetros mecánicos. 
- Diferenciación digital. 

2. Los que operan sobre el haz de radiación en la 
parte óptica de un espectrofotómetro. 
- Espectrofotometría de doble longitud de onda. 
- Modulación de la longitud de onda. 
- Sustracción de espectros desplazados. 

A. Diferenciación electrónica 
Supone la diferenciación del voltaje de salida del espec- 
trofotómetro respecto al tiempo, originando la señal 
dI/dt. Si la velocidad de variación de la longitud de onda 
se mantiene constante, U d t  = cte., la derivada respec- 
to a la longitud de onda sera 

dI dI di -= 'dZ 
di 71ix'cte*a 

Para ello, será necesario combinar un condensador 
(C,) y una resistencia (R,) con un amplificador operacio- 
nal. La constante de tiempo de diferenciación T será 
z = C, . R, y se puede ajustar variando tanto la compo- 
nente capacitiva como óhmica. La resolución práctica 
del espectro derivado depende no sólo de la anchura de 
rendija sino también de la velocidad de registro y de la 
constante T. 

Este método presenta ventajas sobre otros;l pues 
se pueden obtener derivadas de orden alto de forma 
relativamente simple y sin modificación del sistema 
óptico; por otra parte, las variables instrumentales se 
pueden optimizar fácilmente y los costos son relativa- 
mente bajos. La principal desventaja de la diferenciación 
electrónica es que a menudo el espectro derivado se 
retarda con respecto al espectro fundamental. Este 
desplazamiento de fase depende de la constante de 
tiempo de diferenciación y de la velocidad de registro. 
También presenta el inconveniente de no ser capaz de 
obtener derivadas a longitudes de onda fijas, así como 
de que ocurran disminuciones en la relación señal/ruido 
debido a cambios temporales en la intensidad espectral 
no acompañadas de cambios de pendiente reales. 

Con el uso de espectrofotómetros de "arreglo de 
diodos" o "diodos en fila" (diode-array), donde se cal- 
culan fácilmente las derivadas, se ha facilitado la utili- 
zación de la técnica?' 

B. Tacómetros mecánicos 
Se basan en utilizar el voltaje de salida de un tacómetro 
conectado al registrador, puesto que la señal proceden- 
te del tacómetro es proporcional a la velocidad angular 
de la plumilla del registro y por tanto, a la pendiente 
instantánea del espectro. Un simple suavizado y filtrado 
proporciona el valor absoluto de la derivada. Si la señal 
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es sincrónicamente rectificada, se obtendrá el signo y 
la magnitud de la pendiente.50s2 

C. Diferenciación digital 
En este caso, las derivadas se calculan numéricamente 
mediante el uso de computadoras a partir de los datos 
espectroscópicos que se hacen llegar al mismo mediante 
el uso de la interfase Se han utilizado 
numerosos algoritmos para la diferenciación de datos 
originales como el de transformada de Fourier o el de 
Savitzky y Golay. 

D. Espectrometría de doble longitud de onda 
Consiste esta técnica en medir a dos longitudes de onda 
diferentes de forma alternativa, radiaciones que proce- 
den de dos monocromadores diferentes. Estas radiacio- 
nes pasan a través de la muestra y alcanzan el detector. 

Las señales, tras la etapa de amplificación, pasan a 
una unidad de sustracción cuya salida se conecta a la 
salida Y de un registrador. El eje X se mueve sincróni- 
camente con la longitud de onda. Los espectrofotóme- 
tros de doble longitud de onda obtienen la derivada del 
espectro variando los dos monocromadores simultánea- 
mente con una pequeña diferencia de longitudes de 
onda. Si esta diferencia es suficientemente pequeña se 
obtiene &/a. La constante de tiempo se puede ajustar 
modificando la diferencia entre las longitudes de onda 
de los monocromadores.5861 Presenta el inconveniente de 
que no se pueden obtener derivadas de orden alto. 

E. Sistemas de modulación 
La modulación de la longitud de onda induce una 
modificación sincrónica de la señal. Si se modula la 
longitud de onda de medida, por ejemplo, sinusoidal- 
mente, con un intervalo de modulación h, que sea 
pequeño comparado con la anchura de la banda espec- 
tral, la amplitud de la intensidad resultante modulada 
será proporcional a la pendiente del espectro en el 
intervalo de modulación y, por tanto, a la primera 
derivada del espectro en esta zona. La modificación de 
la posición del intervalo de modulación permitirá regis- 
trar el espectro. Para medir la intensidad modulada se 
utiliza un amplificador de corriente alterna; amplifica- 
dor selectivo sintonizado a la frecuencia de la longitud 
de onda modulada. De la misma manera que el primer 
armónico de la señal del fotodetector es proporcional 
a la primera derivada de la intensidad respecto a la 
longitud de onda, el segundo armónico, esto es, el doble 
de la frecuencia de modulación, será proporcional a la 
segunda derivada. 

Como ventaja más importante de la técnica, se 
puede citar la buena relación señal/ruido que normal- 
mente proporciona. 

unidad de sustracción y la otra, se retarda previamente 
en el tiempo o en el espectro mediante un circuito 
electrónico o electro óptico. La señal de salida de la 
sustracción se lleva al registrador y es directamente 
proporcional a la primera derivada del espectro.68 Por 
este método no se pueden obtener derivadas de orden 
alto. 

7. APLICACIONES EN QU~MICA ANAL~TICA DE LA 
ESPECTROSCOP~A DE DERIVADAS 
La espectroscopía de derivadas ha sido aplicada exten- 
samente al análisis de mezclas orgánicas e inorgánicas, 
existiendo algunas revisiones bibliográfi~as,6~.'~ citándo- 
se aquí sólo algunos artículos en donde han aplicado con 
éxito esta técnica espectrofotométrica de análi~is. '~ 

Además, se muestran a manera de ejemplo algunas 
experiencias realizadas por los autores en donde se 
muestran algunas de las bondades de la espectrofoto- 
metría de derivadas. 

Ejemplo 1.86 
En la determinación indirecta de cianuros en aguas de 
río utilizando el complejo tiosemicarbazona del 2car- 
boxibenzaldehído-Ag como reactivo analítico, la turbi- 
dez del agua provocaba errores por arriba del 30 % en 
la determinación, aun después de tratar ésta por un 
procedimiento de clarificación. Al utilizar los espectros 
derivados la señal de fondo debida a la turbidez del agua 
es eliminada, pudiéndose determinar los cianuros aún 
en agua sin tratamiento previo como se observa en la 
figura 5. 

Ejemplo 2.87 
Resolución de mezclas de cationes cuando sus espec- 
tros están solapados. A manera de ejemplo, se muestran 
los espectros de los complejos formados con un ácido 
hidróxamico cíclico y los iones Mo(V1) y Fe(III), en 
donde se observa un casi total solapamiento del espec- 
tro del Mo(V1) con el de Fe(II1) en los espectros de orden 
cero, mientras que en los espectros derivados y aplican- 
do la técnica de medida del zero crossing, se tienen 
señales analíticas en las cuales no contribuye un com- 
plejo con respecto al otro (figura 6). 

Ejemplo 3.88 
Determinación de los nitrofuranos furazolidona (FZ), 
furaltadona (FD) y nitrofurantoina (NF) en mezclas 
binarias NF-FZ y NF-FD, cuyos espectros de absorción 
de orden cero se encuentran solapados. Al obtener los 
espectros derivados de primero y segundo orden de 
mezclas de estos compuestos, es posible su cuantifica- 
ción en las mezclas con una relación molar hasta de 
1 a 10 (figura 7). 

i? Sustracción de espectros desplazados 
Para ello, se divide la señal de la salida del fotomultipli- 
cador en dos partes iguales. Una pasa directamente a la 

Ejemplo 4.8' 
Determinación de los nitrofuranos FZ, FD y NF en 
muestras de piensos. En este trabajo la espectrofotome- 
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Figura 5. Espectros de absorción de orden cero y de primer orden de derivada, del complejo de Ag-tiosemicarbazona preparado con agua desionizada (A) sin CN-; 
(C) con CK. Del complejo preparado con agua de río (B) sin CK; (D) con CK; (E) de una muestra de agua de río. 
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Figura 6. Espectros de absorción de los complejos de Mo(V1) y Fe(lI1) con el derivado cíclico del ácido hidroxámico y espectros derivados de primer orden de los 
mismos complejos donde se observan las longitudes de onda utilizadas para la obtención de la sefial analítica utilizando la técnica del zero crossing. 

tría de derivadas dio excelentes resultados, pues debido 
a la complejidad de la matriz de las muestras se obtiene 
una absorción de fondo que enmascara completamente 
las absorciones de los fármacos, la cual es eliminada al 
obtener los espectros derivados de primero y segundo 
orden, pudiéndose de esta manera cuantificar a estos 
compuestos con porcentajes de error entre 0.3 y 1.0 
porciento para la primera derivada y entre 0.2 y 
2.0 porciento para la segunda derivada, para limites de 
determinación en el intervalo de 0.1 a 1.6 ppm 
(figura 8). e0 
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