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INTRODUCCI1ION



la 1inea de investigacidn del presente trabsjo, se pue-

de describir, en lineas generales, como el estudio de las posibles
aplicaciones de la espectroscopfa molecular en biologfa molecular;
concretamente, el estudio de la estructura molecular y mecanismo
de aceidn de los dcidos ribonucleicos de transferencia t-RNA, La
investigacidn propuestsa consta, por lo tanto, de dos partes funda-
mentales: a) Estudio estructural, que se inicia en este trabajoj; y
b) Estudio cinético, que se abordard en irabsjos posteriores.

Es evidente que una investigacidn bdsica, de cardcter
quimico~ffsico, relativa al mecanismo {ntimo de La si{ntesis de pro-
tefnas, exige ¢l andlisis estructural de las moldculas implicadas,
a une resolucidn efectivamente atémica, es decir, & una resolucidn
de 1 a 2 A, Para macromoléculas, la nica técnica que ha dado este
tipo de informacién, ha sido la difraccién de¢ rayos X, y ello sé-
lo ha sido posible cuando se ha logrado purificar las moeléculas e
inducirlas a formar redes ordenadas, preferiblemente monocristales.
Hasta ¢l momento actual no ha sido posible formar monocristales de
t~RNA, Por analogfa con el estudio de otras macrumoléculas, parece
probable gque esto sea consecuencia de deficiencias en ia técnics
de preparacién, y de la ignorancia de las condiciones fptimas pars
la cristalizacién, mds que & caracteristicas especiales de los
t-KNA, tales como la falta de una estructura bien definida. Este
problema tiene, en nuestro caso, una especial importanmcia, ya que
es diffcil reconciliar la precisién que exigen los procesos de re-
conocimiento molecular de la sfntesis de proteinas con una estruc-~
tura "pobre", poco definida, de los t-KNA., Con esto no quiere de-
cirse que los t-KNA tengan que presentar necesariamente una estruc-
tura dnica, sino que cualquier transicién estructural debe ser re-
lativamente neta y debe tener lugar entre estructuras bien defini-
das., Las consideraciones anteriores sugieren que la estructure o
estructuras biolégicamente importantes de los t~HNA estardn esta-
bilizadas fundamentalmente por interacciones intramoleculares y
con disolventes, y por efectos salinos, mds que por interacciones
aignxficutiv&s con otrt- nscromoltcula-. Pox tsnto. gl_gljndxn_gg

. Rn-tn la obtcneidn do
una rcdiogrsffa de difraccidn de suficiente poder de resolucidn,
seguird siendo objeto de polémica la estructura molecular de los
t-RNA, que actian interpretando la clave genética.

Como base de este amplio estudio, hemos considerado opor-
tuna la investigacién de los componentes de los dcidos nucleicos:
bases pdricas y pirimidfnicas, nucledsidos y nucledtidos. El cono-~
cimiento de su estructura molecular nos permitird examinar con un
criterio riguroso dos aspectos fundamentales de la estructura de
estos biopolimeros: la formacién de puentes de hidrdgenoc entre ba-
ses complementarias, y ¢l fendmeno de "apilamiento” de las mismas,
que constituyen conjuntamente la explicacidén fisico-quimica de la



unién de las dos cadenas que normalmente forman los Lcidos nuclei-
cos y de los "tramos” de apareamiento de bases, presentes en los
t-ENA, Es evidente, por otra parte, que ¢l conocimiento de¢ la es~
tructura molecular constituye la base necesaria para abordar el
problema del meoanismo de acoidn de los €cidos nucleicos, que es-
tudiaremos en préximos trabajos, limitdndones & leos £cidos ribo-
nucleicos.de transferencia i-kNA,

Durante los dltimos afios, se han realizado estudios de
importancia significativa sobre la secuencia de los nucledtidos
en los t-RNA, Es bien conocido ¢l modelo en forma de "hoja de tré-
bol", universalmente aceptado, seg¥n el cual los t-RNA constan
fundanentalmente de cuatro brazos: a) Brazo del aainodcido, que
capta, retiene y transporta el aminodcido. Estd caracterisado por
tener 1a secuencis final C~C-A, b) Brasoc del anticodon, que reco-
noce ¢l correspondiente codon del d€eido ribonudeico mensajero, que
termina en un lazo o "asa" final de siete nucledtideos. ¢) Braso
de pseudourdina, que termina en ¥n "asa” de siete nucledtidos.
d) Brazo DiHu, de dihidrouridins, que termina en un “asa” de ocho
a doce nucledtidos. e) Brazso extrs, de longitud variable, que se
presenta, por ej., en el serina t-RKA, Hace sélo algunos meses se
ha intentado, por primera vez, establecer un esquema de la estruc-
ture tridimensional para el t-ENA de fenilalanina, en el gque se
postulan diversas uniones entre las bases complementarias de los
diversos bruzeos citados. Es obvio que para interpretar el mecanis~
mo de accidn de una molécula, es necesario conocer ne sdlo su es-
tructurs secundaria y terciaria, como sefialamos anteriormente, si-
no también su estructurs cuaternaria, si es que la tiene. Kecientes
trabajos indican que los t—KNA actdan biolégicamente en forma de
tetrdmeros, es decir, en agrupaciones de orden superior, de cuatro
monémexos de t-RNA,

El objeto de nuestro trabajo es estudiar la estructurs
tridimensional de¢ diversos t—HNA por espectroscopf{as infrarroja,
Haman y dispersién de luz. Para ello es necesario disponer, en
primer lugar, de los t-iNA aislados, con el mayor grado de pureza
posible. Aunque algunos trabajos se refieren al aislamiento de al-
gunoes t-KENA puros, hasta el momento actual, sélo la firma Sigma
de E,E.U,U, y Boehringer de Alemania, ofrecen mezclas de todo el
conjunto de dcides ribonucleicos de transferencia. Nosotreos hemos
obtenido dicha mezcla de t-ENA, que comprende de 40 a 60 t-RNA,
siguiendo ¢l método de Holley, como en el espectro de la fig.36
reproducimos. Reciontemente el equipo de Cramer, de Gottingen, ha
deserito la obtancién del t-RNA de fenmilalanina utilisande un mé-
todo cromatogrd{fico, de empleo normeal en nuestros laboratories,
cuys obtencidn vamos & iniciaxr inmediatamente por este procedimiep
to. Asf{ mismo, obtendremus las aminoacilsintetesas por los proce-



dimientos descritos en la bibliograffs, para utilizarlos en la
valoracidn de los t-RNA correspondientes. Teniendo en cuenta gue
el t~ENA es polifuncional, puesto que toma parte en miltiples
reacciones que difieren en su cardecter y espeeffidad: interac~-
¢ién de aminoacilsintetasas, m-HNA, ribosomas y enzimas, que mo-
difican su cadena polinucleot{dica, es rezonable y, por tanto,
resulta de gran interés el estudio estructural propuesto.

La presente memoria resume fundamentalmente 41 trabajo
inicial de espectroscopfa molecular que, como base del estudio
general expuesto anteriormente, hemos dlevado a cabo. kl empleo
de la espectroscopfis infrarrojs para este tipo de estudios, fué
iniciado hace algunos afios, pero su aplicacidn a los problemas
concretos gque plantea la estructure secundaria y terciaria de
los dcidos nucleicos es relativamente reciente. Podriamos citar,
a t{tulo de ejemplo, las investigaciones realizadas en Inglaterra
sobre la aplicacidén de la espectroscopfa infrarroja al estudio
de la estructura del £cido ribonucleico ribosémivo y los trabajos
llevados & cabo en Japdén para estudiar la estructura molecular
de los dcidos ribonucléicos de transferencia,

En el capftulo 1 de la presente memoria se describe,
con detalle el método experimental utilisado para la obtencidén
de 103 espectros infrerrojos, limitado & la técnica de comprimi-
dos de Brk, aunque en trabajos postetiores se obtendran espectros
infrarrojos en disolucién acuosa.

En el capftulo 1l s¢ enumeraron las sustancias cuyos
espectros se han obtenido, y se da as{ mismo una reproduccidén de
todos los espectros infrarrojos registrados, discutiendose final-
mente la asignacidn de algunas de las bandas de vibracién mds im-
portantes de las bases pUricas y pirimidfnicas estudiadas.

°



I, METODO EXPERIMENTAL



1. TECNICA DE COMPRIMIDOS

Hay muchos compuestos que no se disuelven en los
disolventes corrientes pars estudios de ir. Ademds, & menu-
do se desea oxaminar espectros que estén libres de interac-
ciones con disolventes. Ln estos casos una técnica que re-
sulta satisfactoria es la de comprimidos. bl método consis~
te en lo siguiente:

- Se toma una pequefia cantidad de sustancia proble-
ma bien pulverizada.

- Se mezcla en proporcidén conocida con una deter-
minada cantidad, bastante mayor, de polvo fino y bien seco
de haluro alealino,

- Se pukveriza la mezcla en un mortero de dgata
6 en un molino de bolas,

- Se¢ introduce la mezcla en una matris especial,
donde se somete & una presién elevada haciéndose al mismo

tiempe vacfo.

Se obtiene as{ una pastilla, en forma de disco,
transparente, que s¢ coloca luego en el rayo muestra del es~
pectrémetro. kn el rayo de referencia se coloca un comprimi-

do con haluro solamente. 5i la compensacidn no es muy buena



(pues no suelen salir iguales los comprimidos) se puede usar

un atenuador en el rayo de referencia.

Parece ser que la muestra forma una disolucién séli-
da en el haluro.

En una variante del método, el bhaluro alcalino y
la muestra se funden y luego se enfrfan dando también una

pastilla transparente,

La bibliograffa general sobre la técnica de compri-

midos, puede verse en (1).

1.1.-Detalles del comprimido

Las macropastillas tienen alredédor de 1 cm de did-
wetro, y lasmicropastillas de 0,5 a 1 mm, kEstas dltimas re-

quieren un aondensador de rayo en el camino dptico,

Concentraciones de muestra en halufo entre 0,1 a

1% (& lo sumo 3% para algunos compuestos aromd€ticos) produ«~
cen normalmente espectros satisfactorios. Con una sustancias
de espestro desconocido, una buena concentracidén de prueba

es 0,5 %. Dependiendo de la intensidad del espectro obteni-
do, la concentracidén puede ajustarse hacia arriba o hacia aba-
jo, como se requiera, Si es indicado un espectro mds in-
tenso, es preferible incrementar el espesor del disco usan-

do mayor cantidad de mezcla de haluro y muestra, que incre-



mentar la ooncentracidén de muestra en baluro, puesto que, pa-
ra concentraciones mfs altas llega & ser diffcil el producir
discos claros.

Con uns concentracién de 0,33 # 1 mg de muestre
ofs 300 mg de haluro, en una matris de 13 mm de didaetro, se
obtiene un comprimido de 1 mm de espesor aproximadamente.

Las micropastillas suelen llevar 0,01 mg de muestra,

Debido a las cantidad tan pequefia de muestra que
se requiere, la técnica de coaprimidos es muy empleads por

10s investigadores del campo de la Biologfa y la Medicina.

Algunos otros detalles sobre los comprimidos los tra

taremos en 2-%,

1.2.-5ustancie soporte

La mds utilizade es el Brk. Kl polvo de BrKk se pue~
de pensar & cerca de 20 Tm de presidn, pars producir pasti-
llas trensparentes, que tienen una alta transmisidn & tra-
ves de la rama que va desde 4000 hasta 630 ca~!. Lss bandas
del Brk estdn & 83 u y sus perdidas por reflexién a 10n son

de 3,4% para dos superficies.

Adends del Brk se usan como haluro soporte los

siguientes: ClNe, ClK, lK y haluros aménicos. El material



soporte debe reunir las siguientes carscteristioas:

1= Alta transmitancia en todo el rengo espectral

2~ Baja presién de sintesis (lo que supone baja energfes
reticular)

3~ Facilmente utilizable en estado puro y no Rigroscépieco

4~ Alta estabilidad qufmiocs (o solo en cusnto & los cam-
bios sufridos en el proceso, sino también en cuanto a
la tolerencis muestra~haluro)

S- Indice de refraccidén préximo al de la muestrs,
intervalo practico do_}rsnnuiai&n

substancia n & 2u » em
ClNas 1,93 0,2 a 15 %0000 & 666,7
Brk 1,39 0,21 & 28 47619 o 397
C1k 1,48 0,38 & 21 26316 a 476
IK 1,63 0,25 a 31 40000 & 323
BrCg 1,67 0,21 & 40 47619 & 2%

El Brk parece ser el mejor, Kl ClNa, ClK, IK y halu-
ros aménicos dan todos buenos espectros, pero se ha visto que
den una transmitancia inferior a la del Brk, Muchos investi-

gadores prefieren el ClK al Brii).

1)

por su menor reactividad quimice, su mayor estabilidad al
calor y su menor dispersidn, aunque su rango de transmitancia
es también menor.
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El IK, el mfs blando, funde mfs facilmente durante
la operacidn de prensado., El ClK,el més dure, facilits la
fins molienda de ias particulas de muestra. £l BrK es ¢l ca-
80 intermedio de ambos. La energfa reticular decrece segin
ClK>BykK >lK,

Pueden también usarss como sustancias sdéporte

~Teflén, que no absorbe la humedad
~fapusa de poliestireno de bajs densidad: el sélido
en polvo es prensado simplemente dentro de la espums

soporte,

~Polvo de polietileno submicroscopico; se obtiene una

especic de fina lamina,

1.3.- Apligacidnes spalftices

La posicidn de las bandas cambiard de acuerdo &
la técnica usada pare preparar la muestira. kstas técnicas
afectardn a tantos pardmetros como los que inforasn la mo-~
lécula (conformacién, estado cristalino, orientacidn ete)
Y el medio en que la molécula estd situada (soporte solido
solvatacidn, asociacién con el disolvente, etc). Genersl-
mente la mayor variacidn en la posicién de la bande estard

asociada con l18s grupos o moléculas mds polares.
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En el estado sélido, espectros infrarrojos idénticos
medidos bajo las mismas condiciones, indican normalmente que
las muestras son idénticas. Los métodos sélidos reflejan ge-
neralmente la configuracidn de la molécula y de la red cris-
talina, Pequefias diferencias en la preparacién de la muestra
no afectan apenas al espectro, salvo cuando pueden ocurrir

cambios del estado cristalino (polimorfiamo).

En soluciones el soluto puede presentar bandas de

mds de una especie (conformeras o tautomeras). En estos casos,
los efectos de polaridad del disolvente jugardn un importan-—
te papel en el tipo de banda y posicién., Debido a estos fac~
tores, pequefias diferencias en la estructura guimica pueden
frecuentemente descuidarse, y muestras no identicas pueden dar
espectros muy similares o aun identicos, Por lo tanto, para
propdsitos de identificacién, los espectros de sélidos pro-
porcionan las indicaciones estructurales mds seguras, pese

2 sus muchas desventajas, quz veremos en el apartado 3.2,

Si se emplea la técnica de comprimidos para andli-
sis cuentitativo, la precisién y exactitud no son en general
tan buenas como las técnicas en disolucidén, cuando éstas son

aplicables.

Si todos los discos se hacen con la misma matriz,



-12 -

tendrdn 1s misma seccidén, el producto de concentracidén de la
muestra por el espesor del disco es constante e independiente
del tiempo de ©presién o Ge la técnica, para muestras prepara-—
das con el mismo peso de muestra, Sin embargo, los comprimidos
son generalmente frdgiles, lo que difkculta la medida de su
espesor con exactitud. Hya un método indirecto, sencillo, de
evaluar el espesor de la muestre (longitud de camino dptico).
Si todos los comprimidos tienen el mismo didmetro, y puede de-
cirse que tienen la misma densidad, el espesor de cada muestra
estard en proporcidn directa con su peso total, Pesando cada
pastilla, se obtiene una medida indirecta de wu espesor. As{,
en luger de la relacidn de longitudes de camino, la relacién
de pesos de los comprimidos puede usarse en un simple cdlculo
de la ley de Beer, Por lo tanto, en un comprimido de uns mues-
tra consistente ea una mezcle de diferentes sdlidos, puede,
dentro de ciertcs l{mites, analizarse cuantitativamente por
comparacién con espectros de discos preparados con materiales
puros y por simple aplicacién de la ley de Beer, sin el uso de
ningdn patrdén interno.

Sin embargo este método sdlo da resultados aproxima-
dos y como en todas las técnicas con materiales cristalinos en
polvo, no se tienen las debidas garantfas a causa de:

-~ Dificultad de eliminar la dispersidn de luz por las par-
ticulas grandes, o de hacer reproducible el tamafio de

las mismas,



- Efecto Christiansen, que distordona la foras de las ban~
das en mayor o menor grado, perc siempre en modo no re~
produecible.

-Dificultad en el recubrimiento uniforme del rayo, con lo
que probablemente las medidas de las bandas intensas son
inexactas,

- Polimorfismo y amorfismo, que introduce la duda de a que
forma, cuando hay varias presentes, corresponde el es-
pectro, y esto adn ads con materiales impuros,

~ Las bandas son a menndo muy agudas

Por estas rezones, el andlisis cuantitativo de sustan-
cias polares es mejor hacerlo en solucidn, sunque se requieran di-

solventes polares y métodos de compensacidén de energfa.

Sin embargo, esta téecnica permite somereas estimaciones

cuantitativas,



2.- COMPRIMIDOS DE BROMURO POTASICO

2.1.- Preperecidn de BrK.

Es una operscidn previa & la sfntesis del comprimido.

5u objeto es que este resulte con cualidades dptimas.

El BrK es un cristal cdbico, incoloro, que se rompe
facilmente y ea blando, sus caras se arafian con facilidad. ks

higroscdpico y relativamente barato.

3¢ puede obtener haluro puro dn polvo por precipita-
¢idén cou ClH gaseoso de una disolucién acuosa saturada de Brk,
k1 exceso de ClH se elimina por calefaccién en una mufla, Se se-

ca en horno &« 2002 C durante unas horas.

Otre método pers obtener BrK pure y libre de NOj y
de ﬂ20 e® por oristalizacién de una solucidén acuosa de BrK y pos-

terior secado durante 30 min., & cexs del punto de fusidn.

Algunas imperfecciones que se insinfan en la pastilla
se deben al polvo. ks necesario usar halgros de alta puressa fina-

mente pulverisados.

El grado "Analar” de purezs es usualmente satisfactorio
las partfculas de haluro no necesitan ser tan pequeflas
como las de la muestra (2p), y& que se unen bajo presién, pero

pars que se mesclen bien con las de la muestra deben ser particu~
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las pequefias, El tamafio de partfcula debe ser ial que pase &
través de un tamiz de 200 mellas (200 = 1/m, m= ancho de un ori-
ficio del tamiz). No es necesario hacer el tamizado ya que cada
mestra de polvo queda comprobade si produce una buena pastilla,
La pulverizacidn puede hacerse: & mano en un mortero de vidrio o
agata, por precipitacidén, o, en un molino vibrador (con tubo y
bolas de agata). A medida que el tamafio de partfcula de haluro
disminuye, sumentan las distorsiones espectrales y la absorcién
de HEO Yy las pastillas aparecen escamosas., Baker prefiere comen-
zar con un material de 20 mallas (L=0,30 mm) mejor que con uno

dé 250, sobre la base de gque el haluro absorbe algo de la energfa
de molienda y no permite entrar & la muestra, Utros han sefialado
que 81 se parte de un tamaho grande, aunque sea uniforme, se dis-

persa mucha radiacién con las pastiillas formadas,

Para secar el polvo, lo mejor es met®zlo en un horno
a 1202C a vacfo sobre una bandeja con poco fondo, durante unas
24 horas. Después se puede tener guardado en yn frasco tapado,
en un desecador. De vez en cuando, a intervalos regulares, debe-
rd secarse el BrK a 1102C durante toda la noche pera mantener

el contenido de humeded tan bajo como sea posible.

Algunos investigadores rusos, calctinan BrK libre de
C1K, a 2002 C durante 12 & 18 horas, moliéndolo cada 4 horas.

Luego se deja durante un tiempo ilimitado sobre C1;Ce anhfdro.



2.2.- Holiends

Una ver preparada la sustancia soporte pasamos a
preparar 1a muestra, Para ello hay que considerar que:

La absorbancia observads pare sistemas no homogenecos,
tales como un comprimido conteniendv une muestrs oclufde depen~
derd no solamente de la concentracién de 1ls muestra en la pasti-
lla y del espesor de 1a misma, eino también bastante intensamente
del tamafio de las partfcules de muestra, He han observado, en ex-
perimentos controlados, variaciones por un factor de 2 o mls en

la absorbancia aparents.

La muestra ha de ostar finalente dividide y con tame-
fio de partfoula ten uniforme como sea posible. Se consigue asi:
a) que la pastilla sea perfectamente transparente y
Yy las perdidas por dispersién sean mfnimas
b) que 1a mexcla con el haluro sea uniforme y resulte

un wmayor y mfs homogeneo recubrimiento dsl rayo.

Con todo ello se consiguen bandas de abeorcién homo-

géneas, intensas y sin distorsiones.

Muchos investigadores creen que hay un tamafio de par-
tfoula dptimo y que otro tamafio mayor o menor darf espectros de
calided inferior (menose resolucidn y/o sd€s fondo de absorcién)
As{, Milkey obsexrvd la aparicién de bandas anormales, dietintas

de las del agua, en el espectro de BrK puro que habfa sido some-



tido & una fuerte molienda,

Las partfculas de muestra deben reducirse a un tamafio
menor de 2u si se quiere eliminar 1la dispersidn. Por etra parte,
el valor l1imite del coeficiente de estincién no se alcanza hasta
que ol didmetro de¢ les part{culas ses menorque 0,1 g . Cuande no
se pueden obtoner tamafics tan pequefios hay que contentarse con
un procedimiente ¢gue dé distribuciones reprodusibles del tamafio
de partfeula,

El tiempo de molfenda puede influir significativamente
sobre 18 apariencia del espectro final, Lae bandas de absoreién
(con 1a miema concentrcién e avestra) aumentan de intensided
cuando el tiempo de molienda aumenta, llegando normalmente & un
madximo constante, ya que se aumenta la homogeneided y se disminu-
ye el tamaflo de partfoula. Sin embarge,;moliendo mds de 5 minutos,

puedenobtenerse espectros anormales.

3i no se gquiere hacer un exceso de moliends y trabajo
sobre la muestrs se empleard una sustancia soporte con mayor ener

gfa reticular, le que requerird mayor presién de¢ sf{ntesias.
Molignds panupl.-Es ¢l método que hemos e¢mpleade nuso-
tros para pulverizer la muesira,

8¢ usa un mortero de dgatmde 30 & 33 mau de didmetro

con su maja también de dgata,
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Se deposita, aproximadamert ¢ 0,1 gr de muestira en
el morterxo y se muele con un moviemiento de rotacidn firme y vigo-

Iros80.

Algunas muestras higroscépicas o dificiles de moler,
se manejan mfe facilmente bajo un disolvente voldtil (aleohol,
acetona, C14C, ¢tc) aunque la muestra sea insoluble. kn estos ca-
8cs se ha de procurar restringir en lo posible la dispersidn de
la muestra a un area que sea de 1/3 g 1/2 de la superficie del
moriero hasta que sc¢ haya evaporedo totalwente el disolvente; Yy
se eviterd seguir moliendo después de que la muestrs gquede Seca,
8i 1las muestrés szon particularmente duras, s¢ repite el proceso

de malaxacidn,

Cuando se¢ dispone de poca cantidad de muestra, o pars
sélidos polares muy blandos, se sueie realizer la molienda de la
muestrs Junto ¢on el baluro., Tiene el inconveniente de que se fa~
vorece la abeorcidén de agua por el haluzo, y de que como este es
unos cientos de veces mds sbundante que le muestirs, esta escapa

mejor a la molienda,

Algunos investigadores muelen ¢l LxK con une solucién
de la muestra en un disolvente voldtil (acetona, cxscn, 0140. eter
etc) hasta que este se evapora. Se suele obtener una buena distri-
bucidn de la muestra y en aigunos casos se notan incrementos en
l1a resolucién y la intensidad del espectro. A veces, sin embaryo,

se experimenta uns cierts contaminacién por el disolvente, 4, la
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evaporacidn del disolvente produce partf{culas gruesas,

Una técnica reciente consiste en afladir unas pocas gotas
de benceno (¢ C1,C) al Brk antes de afindir la auestra. Se pulveri-
za esto para formar un barrillo y luego se afiade la aw sira., Se
continua moliendo la mezcla y el benceno se evaporard. Esto se

hace para mejorar la uniformidad de la muestra,

Moliende mecénica.~ Ll uso de molinos tipo vibrador pro-

duce antes y mejor que el método manual, la molienda de la muestra,
Los mds usados son: ¢l solenoide vibrador de Schiadt, y el VWig—l-

Bug, accesorio comercial usado por los dentistas.

Una técnica que parece dar buenos resultados, da una mo-
lienda uniforme y es generalmente aplicable, e¢s la molienda de am-
bos, muestra y haluro en un molino de bolas vibrador mecdnico, co-
mo el samalgamador Big-L-Bug. Consiste este en un motor escéntrico
gue mueve una pequefia capsula cilfndrica que ¢s sacudide vigorosa-
mente varios miles de veces por misuto., kn la capsula se ponen 1
mg de muestra y unos 320 mg de BrKk y dos bolas de acero onpldstico
acrilico (de unos 3 mm), La mejor molienda se obtiene cuando la
cefsula estd liena a 1/3. Después de unos % minutos (segdn la
dureza de la muestra) la mezcla estd lista para sercomprimida. ks~

te método proporcions un contacto minimo con el aire.

Para pol{meros que son diffciles de moler, disolver o

fundir, se puede colocar el polfmero y una cantided de Brk, con



una o dos bolas én la capsula metdlica del VWig-L-Bug. Se sierras
con cinte sdhesiva y se sumerge en aire l{quido. Cuando cess el
burbujeo, se saca la capsula y se c¢oloca e¢n el vibrador, Como los
polimeros duros se hacen quebradizos & bajas T, cuando se alcanza
ia teamperstura ambiente la muestra ya estd molidea, y mezclada eon

el haluro,

Idcnices eapecislea.~ Cusndo la pulverizacidén de la

auestra es diffcil, esta se disuelve en un disolvente voldtil, que

&l evaporarse deja Ia muestira en polvo.

Los materiales duros e insolubles pueden reducirse a2 fi-
no polve o visutas, respando su superficie con una Koja de afei-

tar o mejor adn con una espatula de dismante.

Una técnica pura reducir el tamaflo de partfcula de la
muestra y distribuirla por todo el Brk, consiste en disolver el
sélido polar en un disolvente polar voldtil (como acetona) y ro~
ciarlo sobre el polvo de BrKk finamente tamizado. Después de eva-
porarse el disolvente, ya puede comprimirse la mezcla en polvo,
ibsta técnica no da siempre buenos resultedos a causa de la for~
macién de partf{culas gruesas de muestra tras la evaporacidn del

disolvente,

Liofilizagidn:

También llamade secado por congelacidn. Produce una

buena distribucidn y tamaiios de partfcula submicroscdpicos (UG,0%).
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El BrK se disuwelve en HZO’ y la solucidén se coloca en
un pequefio tubo cuya abertura tiene una junta de vidrio poroso.
El tubo se sumerge en nitrégeno lf{quido, y la solucidn se congela
rapidamente extendiéndose sobre las paredes. Se afiade al tubo una
solucidn de muestra en un disolvente voldtil (320, dioxano, aceti-
¢co glacial, alcohol, texbutilico, alcohol terc. amilico
benceno, etc) que se hiela rapidamente sobre el lecho agua-halu-~
ro. E1 tubo se conecta a un sistema de alto vacfo y el agua y el
disolvente son bombeados fuera, mientras el tubo se mantiene en
el bafio de N, l1f{quido. La eliminacidn de H,0 y disolvente de es-
ta manera, deja el halurc y la muestra en forma finamente dividi-
da y bien mezclados. A continuacién se seca sobre P05 8 50¢C y

10 mm Hg.

Esta tégnica es aconsejable para micromuestras solamen-
te,.pues el tiempo reguerido para eliminar BZO Y el disolvente es
muy grande (normalmente varias horas). En el caso de micromuestras

se puede hacer en 90 minutos.

Comparacidn de las distintes técnicas.- La molienda ma-

nual es el método mds cémodo y sencillo, pero es inferiir a la mo-~
lienda mecdnica, porque es mds diffcil de controlar su intensidad
Y uniformidad y no resulta adecuada para obtener resulteados cuan-

titativos reproducibles.

Los molinos vibradores son mds efectivos, pero su ac-
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cién de molienda extremadamente fina no es deseable para algunas

muestras cristalinas,

En la actualided parece que ¢l mejor procedimiento
(aunque también ¢l mds incowmodo y largo) para preparacién de mues~
tras para determinmciones cuantitativas es el de liofilizacién,
£l secado por congelacidén da mayor homogeneidad que el moline
vibrador. Los espectros que se obtiemen tienen menos dispersidn.
las intensidades son mayores (que con las otras técnicas) y se

obtienen normalaente una buena concordancia con la ley de beer,

Hansdorff hizo un eatudio sobre el efecto de varios
tipos de molienda y mezcla sobre la concerdancia con la ley de

Beer de la bande del £cido benzoico en BrK a 14,13 u

absobancia / concentracidn en %

molienda y en amalgamador wmolino tipo selenoide
Concentrac, % meszcla en

mortero ¥ig—-L-Bug vibrador de Schiedt
U,u3 1,93% 2,67 3,07
0,10 2,67 3,3 35,03
0,20 3,84 3,36 5,08

Kirklaud ha comparedo cuatro técnicas de molienda empleando la

banda de 3-(p-clorofenil)-1-1 dimetil urea a 9,9 u.
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técnica de molienda y meszcla absorptividad desviacidn media

Molienda en mortero accionado

por motor durante 3V min, mex~

cia con BrK por molienda a 1,12 10,2 #
mano durante 5 min,

Premolido como antes,
mezcla con BrK por moliends 1,27 5,1 %
en modero con motor 1% min.

Como antes, pero 39U min., de
mezcla, 1,43 1,8 %

Mezcla de cristales grandes
de muestra y molide con BrK en 1,57 1,2 %
un Wig-lL-Bug durante 15 min.

20 30“ m.

Una vez molida la muestra hasta un tamafio aproximado
de unas 5 micras se agrega el Brk (pasado por un tamiz de 200 ma-

l1las), y se procede a la mezcla por un método manual o mecdnico.

Se ha de evitar el moler durmm te la mezcla, pues el
haluro finemente dividido absorbe la humedad atmosférica. Cuando
la mezcla se hace en un ¥Wig-L-Bug el tiempo de vibracidén serd
de 20 sg. i se tiepne un tiempo excesivo aparecen en el espec-—
tro picos de H,0 muy altos (por el BrK extremadamente fino que

se obtiene).

Para la mezcla manual, se pesa | mg de muestra molide
Yy se pone en un mortero de agata junto con 10 mg de Brk (ya mo-~
lido y seco). La mezcla se hace con un movimiento suave de rota-

cién y de vaiven. Luego se van afadiendo centidades de S8rK de
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15, 30, 60, etc, repitiendo elpproceso, hasta que se hayan agre-

gado los 300 mg de haluro,

Si la muestra es estable 8l galor, conviene secar la

mezcla en una estufa durante 1 hora a 1102C,

2.4.- Prensado

Una vez que tenemos la mezcla en polvo de muestra y
sustancia soporte, en la concentracidn debide; procederemos al
prensado. Esta operacidn se realiza en una matriz que se descri-

be a continuacidn,

Matriz,- Aunque se han empleado muchos tipos de matri-
ces, todas ellas suelen ser esencialmente iguales, con la sola
diferencia de la comodidad en la operacidn de ajuste y de extrac

cién del comprimido.

La muestra, descrita en la fig. 1, es similar a la

empleada por la R,.I1,.I,C,

No hay riesgo de corrosién del molde., Sin embargo con-
viene limpiar perfectamente las partes B,D,E, y F (para B vale
une escobilla de tubos de ensayo), especialmente las caras puli-
das de E y F. k1l molde se limpia normalmente frotando con un pa-
fio fino y limpio. Si no se va a usar durante mucho tiempo puede

darse una capa muy delgada de algun aceite bueno a todas las par-
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te¢s no plateadas, pero antes de volverlo a usar debe lavarse

cuidadosamente con un disolvente apropiado. Pero no es necesa-
rio engrager para periodos de dos semanas o menores, basta con
enjuagar con agua y después con alcohol (antes de frotar con el
paio) las partes que han estado en contacto con el BrK, después

se guarda en up buen desecador.

La matriz se deteriora si el c¢cilindro b se distorsiona
por descender sobre una superficie dura o si no estd perfectemen-

te horizontal en el cilindro B,

La matriz ea muy dura, pero bajo altas presiones, peque-
flas motas de polvo pueden causar arafiazos, que arruinarfan la

precisién de las piezas.

Rey matrices de varias capacidades y tamafics, incluyen-~

do micromdtrices.

Las matrices de pldstico son mds baratas que las metdlj
cas, pero normalmente no son evacuables y tienen un cierto rieago

de pérdide de muestras,

Para introducir la mezcla en polvo en la matriz opera-
remos del modo siguiente.
- 1. Manteniendo derecho B, taponar la parte superior con F ,
- 2. Coger A invertido y meterle B y F. Apoyarlo boca arriba so-
bre 1a mesa.

- 3, Tranferir totalmente la mezcla del mortero al interior de
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B usando un pincel (de pelo de camello).

-~ 4, Dar en el molde unos golpes ligeros para gque la superficie
del polvo sea plana,

- 5, ksto se completa introduciendo lentamente el cilindro D,
después se gira unas cuantas vueltas mientras se aprieta
suavemente contra el fondo. Lsta operacidn previene perdi-
das de mezcla cuando se conecta el vacfo.

- 6. Sacar muy suavemente el cilindro D (si se quita bruscamente
puede llevarse consigo algo de polvo). La superficie del
polvo debe ser prefectamente lisa sin grietas ni irregula-
ridades.

- 7. introducir cuidadosamente dentro de B el pequefio cilindro
& (con la superficie pulida hacia abajo), colocar el anillo
de goma negra e introducir el cilindro D y la cubierta C,

El conjunto #sta ya listo para hacer vacfo y presidén.

Para la técnica de gigcropestiliss se dispone de micro-
soportes., kKl microsoporte consiste en un disco circular de papel
con una abertura alargada perforada en ¢l centro. kn este caso
sdlo se llena con polvo el orificio del papel de modo que des-
pues de aplicar la presién la pastilla aparece como una especie
de ventana alargada en el centro del microsoporte., Cuaando se usa

el microsoporte, puede ser ventajoso llenar la matriz del modo
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siguiente: (figurs 2).

a)

b)

c)

d)

e)

Meter el cilindrido E, con la cara pulide hacia abajo,
deatro del cilindro huebo B y a continuacidn el cilindro
largo D,

Invertir el conjunto y apoyarlo, segun se ve en la figurs

(2~-a) sobre el anillo de pldstico transparente.

Colocar sobre k£ el microsoporte, llenar su abertura con

polve y oprimir uniformemente (figura 2-b)
Introducir en el orificio ei tapén F (figura 2-c)

Coger A invertido y deslizarlo sobre B, oprimiendo hacia
abajo sobre el cilindrxo D para que la cara de F toque en
el microsoporte, (figurs d). lnvertir con ouidado el con-

junto.

Yuiter el anillo de pldstico transparente, c¢olocar el ani-

1lo de goma negra E y la cubierta C,

El conjunto estf ya listo para hacer vacfo y presién.

k1 uso de nicro-opdrto permite obtener pastillas de

U,5 mm de didmetro, que Son usadas con microscopio.

sigue:

Vegfo.~ Pare hacer vacio ¢n la matriz se opera como



a) Se coloca la matriz en la prensa hidreulica y se aplics
una lipera presidn para esegurar el conveniente estanca-

miento del interior de la matriz por la arandela de goma.

L) Se¢ conecta la boguilla de A a‘une lfnea de vacfo que dé
una presidén menor de 2 cm de Hg, Es suficiente una buene

trompa de agua, pero es mejor una bomba rotatoria,

¢) e hace vacf{o de 1 a 3 minutos (normailmente 2 minutos).
Con polvo muy seco, puede ser suficiente con 15 seg., Un

vacf{o mds prolongado ayuda a secar polvos h¥medos.

31 queda vapor de agua aitrapado en el disco se produce
la roturs de este. El vacfo elimina a la vesz: la poca agua que
pueda estar condensada en el Brk, y, ¢l aire que esté entre las

partfculas.

E1 vac{o es necesario para obtener discos persistentemepn
te claros y reproducibles pues sino la presién sobre el polvo esta-
rfa amortiguada y al tratar de escapar el aire cuando se guita la

presidn originarfia pastillas de ®specto Lechoso.

Prensedo.~ Se hace actuar la prensa sobre la matriz sin
quitar el vacfo, La prensa hidraulica de 30 Tm de 1a R,I,1.C, se
ha diseflado especialmente para cubrir todos los tipos de matrices

comerciales,



Se¢ aplica sobre la matriz durante 1 minuto hasta una

fuerza de aproximadamente:

1,23 toneladas para pastillas de 5 ma

8 " . “ " 13 mm
12 " " " 15 e
135 " " " " 16 om
20 " " " 20 mm
24 " " "% 22 mm

Se¢ deben usar fuerzas iguales o mua)yores, nunca menores,
aunque muy pocas muestres requériran mayor presidn de la indica-
da, Se tendr{ cuidado de¢ no exceder el limite de sobrepresidén
pare la matriz, estipulado por el constiructor. Por otra parte
conviene usar 1a presidn ads baja que permita, no obstante, la
buepe formacidn del comprimido ( para evitar las alteraciones

que puede ocasionar la compresién).

Pars micropestilhs se necesita mucha menos presidn.
Para los micromoldes de Perkin-Elmer se emplean unos 275 Kg para
los de 1,5 mm., La presién pars los de 0,5 mm es suministrade por

el mismo vac{o usado pars evacuar la matriz.

El tiempo de presidn depende del didmetrc de la pasti-
lla, de la sustencia muestra, del tiempo de vacfo y del grado

de este vacfo.
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Al pabo de 1 & 2 minutos, se relaja la presidén lentemen~
te (conviene tardar por lo menos 1 minuto en la operacidén), para
prevenir roturas de la pastilla, y se retire la matriz de la
prensa, A continuacidn se retira la goma de vac{o y se apaga la
bomba.

Si al hacer el comprimido, la presién baja, es que C
no ajuste bien; apretarlo,apretando mds la valvula lateral de la

prensa y volver & subir haste la presidn deseadsa.

Otres técnices de prensado.- Un método, mds simple y

barato que el anterior, consiste en usar dos discos,de metal du-
ro,como matris, Con un taladrador de corchos se corta un orificio
de alrededor de 1 cm de didmetro en un trozo de popel de filtro
o cartdn., kLl espesor del comprimido puede variarse por el nime~

ro trogos de¢ pppel de filtro. Ver figura 3.

Se coloca e#to en uno de los discos (como se muestra
en la figura) y se¢ afiade la mezcla de BrK y muestra(en polvo).
Cuando esto se comprime, se formard una pastilla del tamafio del
agujero. bl comprimido puede desencajarse delpapel de filtro por
una facil operacién manual. De hecho puede montarse directemente,
con el papei, dentro de un portamuestiras. Aunque este no es un
procedimiento cuantitativo, ciertamente es una técnica cualita-

tiva muy rdpida.
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2,5.- Separacidn del cemprimido.

Vespués de retirar la matriz de la prensa: se invierte

A con lo que sale el resto de la matriz,

Se coloca el conjunto en la prensa (con F hacia arriba)

y se pone el anillo de pldstico sobre B, Figura 4

Se aplica una ligera presién a U hasta que F y la pas-
tilla salgan fuera de B, Se relaja la presién abriendo la valvu-

la lateral y se retira con cuidado el anillo de pldstico y F.

Se coge el comprimido con pinzas (nunca son los dedos)
para que no tome humedad) y se instala en un portamuestras adecua-

do .

ks muy diffcil obtener buenas pastillas en una ataésfe-~
ra con una humedad mayor de 70%®, Si la pastilla estd por debajo
de le temperatura ambiente, se humedecerd inmedistamente. L1 calep
tarla ayuda también a quitarle al polvo la humedad residual duran-
te el vac{o. Puede usarse un horno para secar y almacenar los com=-

primidos,

Si la pastille es visualmente transparente, se evidencia
una buena preparacién., Un buen comprimido deberd temer 80-90% de
transmitencia en regiones donde la muestra no absorba, Sin embar-
go, es diffcil preparer un comprimido de alta temnsparencia con

un didmetro mayor de 20 mm, los discos de mayor didmetro son a
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& menudo nubosos(con muche perdida de luz). Por otra parte, cuan-

do un disco de menos de 13 mm de difdmetro se introduce en un

espectrdémetro cuyo rayo tiene un arca grande serdn inevitables

algunas perdidas de radiacidén, de ese modo se anula la ventaja

del gran camino optico. De todos modos es probablemente mejor

el trabajar con comprimidos pequefos,

Los defectos mds corrientes son debidos & polvos malos

0 & usar incorrectamente el molde o matris., A continuacidn se in-

D _
dican una serie de defoctoa(o% los comprimidos, sus causas (C),

y sus remedios (B).

12)

28)

32)

(D)

(¢’
(R)
(D)
(€)
(k)
(D)

(C)

(R)

Dispersa un pequefio porcenteje de ia radiacidn in-
cidente.

Tomao medio del gramo demasiado grueso

Volver a moler la pastills con mds intensidaed
Tiene unas zonas blancas y otras claras

Unos pocos gremos gruesos eantre polvo fino

Moler a¥n més el polvo

Marcade dispersién de la luz que atraviesa la pas-
tilla, Pobre visibilidad de objetos distantes.
lapurezas. Yue incluso pueden ser de otro alcali
si este presente como mfnimo en un 35%.

Usar haluros puros. Si es necesario purificar por
precipitacién de la solucién saturade de BrK en

ClH concentrado,
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42) (D) Con manchas irregulares, con aspecto parecido a
cuando el polvo es gmuesc (combinacidn de 12 y 280)
(C) Polvo himedo o aglomerado
(k) Secar y desmenuzar el polvo
52) (D) Tendencia a descamarse
(C) Polvo demasiado fino
(K) Moler nueva substancia menos tiempo que antes.
62) (D) Parcialmente opaca
(C) Presidén insuficiente unido posiblemente & mala dis-
tribucidén
(k) Volverla & someter & presién., Tener mfs cuidado al
introducir y distribuir el polvo.
79) (D) Perfectamente clara cuando se la saca del molde,
se¢ hace visualmente opaca en un corto tiempo (des-
de 1 minuto & varias horas) aun cuando esté en at~
wésfers seca. No se puede usar,pues la absorcién
y dispersién de rediacién serd una funcidén del tiep
po pasado entre el prensado y el registro del espec-
tro.
(C) Vacfo insuficiente para eliminar el aire atrapado
que reaparece lentamente al relajar la presidn.

(k) Comprobar el vacfo. Hacerlo durante mds tiempo.
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igtos defectos se refieren & comprimidos de BrK puro,
sin muestrs. Con la concentracién normal de 0,1 a 1,0 % de mues~
tra, las pastillas serdn a menudo solo transl¥cidas, dependiendo

de la naturalesza de la muestra,

g2) (D) El espectro indica que el contenido de muestra en
el comprimido es excesivo.
(R)-Empezar con una nueve muestra todc el proceso.
~Nueva molienda del comprimido afiadiendo BrkK, para
hacer un nuevo compuestio con ¢l total ¢ parte de
la mezcla,
~Lijar la pastilla con papel nf 320-A y luego con
pepel especial n? 4/0
92) (D) Poca intensidad de las bandas
{C) insuficiente concentracidn de muestra
(K) Si el tamafio del comprimido es al menas el doble
del area del rayo, se puede cortear em dos y regis-
trar con espesor doble, evitando asf{ la preparacién
de un nuevo comprimido,
-Hacer un nuevo comprimido con mayor espesor, mejor
que aumentsr la concentrecidn lo que puede produ~

cir curbosidades en la pastilla,

16¢) (D) Las bandas fuertes no se observan con absorcidén

completa,



11¢)

- 3% -

(C) Las particulas de una dada centidad de muestra
son gruesas, con 10 que cubren estadfsticamente
la supsrfidie del rayo muestra menos que si son
fines} y habrs huecos por donde pase la radia-
c¢ién libremente.

(R) Moler #e nuevo el comprimido o hacer une nuevo
con molienda mds intensa de la muestrs

(D) E1 espectro auestrs distorsiones de bandas

(C) Molido defectuoso

(R) Moler una nueva cantidad de muestrs y hacer

otro comprimido



3.~VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA TECNICA DE
COMPRIMIDOS

J.1.-Yentajes

En soluciones, ¢l solutc puede eshidbir bandas de
ands de una especie (conformeras o tantomeras). En estos casos
los efectos de polaridad del disolvente jugardn un importante
pepel en el tipo de banda y posicién de 1la misma, Debido a estos
factores, pequefias diferencias en la estructurs quimics pueden
frecuentemente descuidarse, y suestras no ideaticas pueden dar
espectros muy similares o a¥n idénticos. Por lo tanto, se dedu-~
ce, que para propositos de identificacidn, los espectros de so-~
lidos den indicaciones estructurales mds seguras, pese a sus va-

rias desventajas.

Kespecto de otras técnicas en estado sdlido, la de
comprimidos presenta las siguientes ventajas.
a) Se obtienen espectros libres de bandas de interferencis
Y la absorcidn del fondo es pequefia y no selectiva,
b) Se disperss menos luz, por incluirse la muestrs em un
material de parecido indice de refraccidn.
¢) Pars algunos materiales se puede obtener mayor resolucidn

que la obtenida con determinados espectros en otros me-~



d)

e)

£)
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dios.

La téonica de comprimidos requiere muy pocs cantidad de
muestra. De ah{ eu interds en el campo de la Biologis y
la Medicina.

La técnica se puede reducir a la escsla micro sin que se

sumenten las dificultades manuales.

Las pastillas se puoden almacenar durante largos periodos

de tiempo.

Respecte de la técnica de suspensidnes, la tésnica

de comprimidos presenta las siguientes ventajasi

s)

b)

c)

a)

E]l anflisis cusntitativo puede hacerse directamente sobre
el disco ys que su espesor es facilmente medible. Ahnquo
la exactitud no es tan alta como en el trabajo em solu-
ciones, es satisfactoris para muchos propdsitos.

El BrK, IK y C1K no tienen absorcién en la regidn de 2

s 2% (5000 & 400 ca~1),

Un gran ndmero de materiales tales como muchos elastome~
ros o pl€sticos pueden pulverisarse junto con haluros al-
calinos, pero dificilmente phodon hacerse suspensiones
con ellos.

Posibilidad de obtener una ideatificacidn de uns sustan-

cia totalmente desconocida desde menos de 1 mg o 20,?‘
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de muestra. La suspensidn de tan pequefia cantidad de mues-
tre es prdécticamente imposible.

o) La técnica de comprimidos requiere menos esfuerzo y destre-
za,y puede seguirse mejor pars exdaenes de rutina de mate-
riales cuya identidad es esencialmente conocida.

Como normalmente los factores negativos para suspen-
siones no son los mismos Qque para pastillas esta justifi-
c¢ado sl uso de ambas técnicas, pues ambas producen exce-

lentes espectros cuando se emplean de modo apropiado.

3.2.-Daavsntaies

Dispersidn de luk.~ Con el fin de sapreciar algunas

de las dificultades encontradas en el trabajo con sélidos cris-
talinos, es neceserio examinsr c¢con algo de detalle el mecanismo
por el que la luz se transmite por partfculas pequefias de edli-
do.

La figure es un disgrama de la transmisidn y reflexién
' : | de un rayo de luz arbitra-
. rio por una pequefia partf-

cula. No s0lo se perderd

algo de luz por reflexidn

en la superficie exterior
woes TRt N de la particuls, sino que

el rayo refractado y trans-
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mitido por la pertf{cula emergerd, lo mds probable, con un £ngulo
tal que no penetrard en la rendijs de entrade del espectrdmetro
Yy los pocos rayos que puedan posiblemente atravesar la partfcula
con un dngulo apropiado serdn indudablemente difundidos al pasar
@& través de otras particulas. Por lo tento una coleccidn de par-
tfculas es essncialmente opaca a la radiacidn de longitud de on-
de menor que sus didaetros ya que no se puede ® rmar un frente
de ondas coherente por reflexidn o refraccién si la superficie

es menor que la A de dicho frente.

Del grdtico se comprende que cusndo n;-n; las parti-
das de luz por dispersidn (reflexién y refraccidn) serdn muy pe-~
quefias. Por eso se produra que el medio (1) no sea aire, sino
algdn materdal que rodee & las partfculas y con n,-m, j pero, ses
solido o 1fquido, ha de ser bastante transparente & la radiacidn

infrarroja.

Las partfculas de sdl1ido se reducen & un tamafio tan
bajo (menor de 3/y) cono ¢l de las mds cortas longitudes de onda
de 1a lus empleada, de modo que las reflexiones y refracciones
en las caras de las partfculas (y por tanto la luz dispersads)

sean mfnimas.

No ocurre dispersidn en cristales simples o en fi-~
bras amorfas,aunque si hay un cambio en el medio se dispersard

algunae radiacidn. Se da bastante dispersidn si la muestra tiene
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partfculas de distinto tamafio]l

Por otra parte, cuando las partfculas son muy peque=-
fins comparadas con la A incidente, también hay perdidas, de la
lus transmitide, por dispersiém Rayleigh, fendémeno que ocourre en
algun punto de la interfase, y que se da casi siempre pues sobre
las partfculas llegan & incidir A bastante gmndes; por ejem.
si las partfculas son algo menores de 3 p y registramos hasta

=30 o 40 p, estas A son ya bastante grandes pars las partfculas.

El coeficiente de dispersién %l’ anologo al coeficien

te extincién en absorcidn, viene dado por:

(n,-n,)?
€, = %—:L- 4N,

siendo N=n? de partfculas por n.

Con 10 cual si se hacen las partfculas muy pequefias
sumenta ¥ y &. Pars un mismo temafio de partfculas las A peque-
fias dardn un 4 B8YOr que las largas. Igual que antes, todo pare-
ce ponerse en contra de las A cortas. Afotunsdsmente la disper-
sidén Bayleigh es pequefia y se puede obtener buena transmisidén
con psrticulas menores de 2 u. Como es diffcil reducir todas
las part{culas » tamafios menores de 2 i @s por lo que o1 % T es
bastante bajo al principio del espectro. Esto disminuye al redu-

cir el n? de partfculas grendes por molienda mfs rigurosa.
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En ambos fendmenos de perdida de radiscidn, esta

es proporcional a (n1-n2)2, luego interesa hacer n,=na.

Adends, 1a 1inea base (0 mes un trazo horizontal
sin ruido con T%=const) que surge muy nets en el espectro de
un solido en la zona de 3 & 6n,indica particulas de muestra no
suficientemente finas. Si la 1{nes base se eleva por emcima de
1008 T en las proximidades y antes (lado de mayor v) de uns ban-
da de absorcidn es que acurre el efecto Christiansen. Este efec-
to puede no desaparecer aunque se haga el espectro en Nujol u

otra suspensidn en lugar de pastilla,

El efecto Christiansen es causado por el rdpido cam-
bio en el § que ocurre en las proximidades de una bands de ab-
sorcidén; y se manifiests en que la forma de la banda es asimé-
trica y cambia la v del mdximo aparente de absorcidn respecto
al que sale con otros haluros y en suspensién. kn efecto, por
el cambio de n, £d disminuye mucho en las proximidades de una
banda ds absorcién, sumentando T%#; pero a continuacién p, sumep
ta bruscamente y con el id, disminuyendo T%, todo lo ecual prody
ce que 1a A y la v medidas para esta banda no sean las verdade~

ras, Ver figu“ S.

Parece ser que ol fendmeno presenta un comportamien-

to selectivo para las vibraciones y parece ser diferente para
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cristales idnicos y covalentes.

El efecto nunca es completamente eliminado salvo si
D =0,y peroe si se puede reducir grandemente moliendo la muestra
hasta que el tamafio de particula (menor de 2‘p) es pequefio com~
parado con la A usada. El efecto es afs pronuncisdo & A cortas,

donde el didmetro de partfculas es comparable a | y el factor

1/14 os grande, no anulando al (21-n2)2.

Tampoco es un fendmeno reproducible, 1o que dificul-

ta los andlisis cuantitativos.

Se han dado varias ecusciones que nos relacionan la

variacidén de p con ¥

B «+
Canchy: B=n, + Xi %; + ceeen
H C
arztmannt n=n +
(4 /1""’/}°
N‘z/a /12

donde la sumacién es sobre el ndmero de bandas de
absorcidn en la regidn
- ﬂ‘ es 1a longitud de onda del maximo de absorcidén en ca-

da banda

« N es el n? de electrones por cc

- YW 8£Y & tienen el significado usual.
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En resumen:
Conviene a) que n,>m,

b) reducir el tamafioc de partfculas basta
unas 2 u, Do @as pers que la dispersidén
Eayleigh no sea muy grande.

¢} distribucidn uniforme de las partfculas
en el material sopeorte y del tamafio de
las mismas, peara 1o que hay que vigilar
le molienda y la mezels (es muy dtil la
liofilisacidn). Es ads importante obtener
reprodustibilidad del tampiio y forma que

uniformided de distribueidn

§i no es posible compensar la dispersidén de lus median-
te el uso de pantallas, se emples una baja concentracidn de mues-

tra y se utiliza expansién de escala,

Bandas esp¥ress.~ Durante las operaciones de molienda

Yy mescla la muestrs puede contsainmarse con impuresas, gque dardn
luger & la aparicién de bandas sspureas o falsas. Los consaminan-
tes principales son H 0 y HO; » E1 12 se puede eliminar presecan~
do la sal muy molids, aunque es diffcil y casi siempre se presen~
ta algo de HZO como impureze, Kkl NO; no suele interaccionar con

el soluto e incluso puede no observarse smpleando compensacidn.



Mayores fuentes de impuresas son los componentes de 10s morteros

Y los metodos de limpiesa.

El haluro puede hidratarse, y con é1 la sustancia, o
por el contrario, si la sustancis tiene agua de hidratacidn pue-
de perderla si 1s wmescls se prepars en atmdsfera muy seca.

Asf, sunque el Brk no debe tener ninguna banda en el
espectzro de 2 & 13 j, la mescla y pulverizacidn a la ves de BxKk
Yy agus contenida en sustancias como hidratos inorgénicos produce
falsas bandas muy intensas a 2,993, 4,90 y 6,12}p. En genexal,
debido a la higroscopicidad del Brk, todss las muestras prepara-
das presentan picos débiles de absorecién & 2,9 p (3448 en~1) y
s 6,1 u (1639,3 cw~!), correspondientes & 1a tensién y flexidn
del OH del agua absorbida. Lstas bandas oscurecen respectivamen~
te las zonas de tensidén de OH y N y las C=C y C=N, Se¢ necesita-
rfa una sustancia soporte con les propiedades del Brk pero sin
su higroscopicidad, y aun no se ha encontrado. Bs todoas modos,
el BrX no es tan higroscdpico como se supone; 100 gr de Brk en
aire saturado de humedad toman & lo ads 0,007 grs de 320. La
principal perturbacidn experimentadsa con los comprimidos de Brk no
es debido al uzo incluids en ¢l BrK mismo. 8e ha adaitido que se
puede dejar sobre uns mesa de laboratorio Brk durente dfas sin
que tome suficiente humedad pars casusar un incremento apreciable
en H,0 en el especiro de absorcién del comprimido. 8in embargo,

pulverizando el BrK se produce intensa absorcidén de 320 en los
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comprimidos resultantes. 3¢ ha visto que las bandas que interfie-

Ten son mucho menos intensas si se usa BrKk brute.

En el espectro de polve de P04N33.12320 la banda de
agus estd a 3,13 p. Luego las tres falsas bandas, citadas nds
arriba, son sin duda debidas al H,0, pero sezdn referidas s
bandas de Brk-nzo. ia intensidad de e¢stas bandas crece casi di~

rectamente con el tiempo de moliendas,

Un comprimido con solo Brk ds una pequefia banda de
H,0 & 3,0 pj por moliends superior & 1 minuto la banda de H,0

se increwenta al sextuplo y se centrs a 2,99 en lugar de & 3,U‘y.

Hemos tratado de ver la posible influencia de los dis-
tintos factores, que intervienen en la preparacién del comprimi-
do, sobre la banda de H,U (8 2,9 p) de comprimidos de Brk sola-
mente

(1) Comprimidos con Brk (alts pureza) scoado a 3U0RC duran-
te una semans y molido. Con 13' de vacfo previo y 8' a
10 Tms
Intpnsidad de la banda 15% de absorbancia

(2) Brk secado & 4002C dos dfas; 15' vacfo previo,8's 10Tm

10,13%

BrK scceado & 400% C dos dfas; molido con 0140, 1%' va-
cfo, 8' &« 10 Tm 11%
Dos comprimidos de (1) y (2) no compensan bien mi aun

con atenunador,
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Dos comprimidos de (2) compensan perfectamente con y
sin atenuador (la comprensacién se obtiene situando un
comprimido en cada rayo del espectrémetro de doble ra-
yo P.E.621)

(3) Brk secado a 3009C durante una semena, sin moler,
15' vacio, 3' a iC Tp: banda de 6% muy ancha, La trans-
misidn ere muy pequeia pues el comprimido sale muy opa-
to.

(4) BrK a medio fundir, molido, 15' vacio, 8' a 10 Tm 13%

(%) Brk fundido, molidc, 15' vacfc, 3' a 10 Tm  18%

(6) Se¢ empleo Br¥K monoeristalino

cristal 0% no da banda de H20

~ cristales molidos, 15' vacfo, 8' & 10 Ta 12%

!

cristeles molidos, 2' vacfo, 8' & 10 Ta 168

cristales molidos, 2' vacfo, 2' & 10 %n 9%
-cristales molidos, 2' vacfo, 2' & & T &%
- cristales molidcs, 2' wvacio, 2' & 8 Tn %

- cristales molidos bejo lampara de infrarrojo, 2'vacfo,

2' a 8 Tn: 5

Conclusidn: parece ser que la absorcién de agua se produce
en la molienda, y que dicho agua procede de la humedad atmosfé-

rica, Por eso, cuanto meyor es el tiempo que transcurre desde



que se inicia 1a molienda hasts que se forma el comprimido mnds
intenso es la banda de uzo. le gren influencia del tiempo de
moliends sobre la banda de H,0 ya se vid ads arriba. Se intentd
evitar 1a absorcién de H,0 moliendo el Brk dajo C1 C y moliendo
en seco, pero bajo una lampars de infrarrojo que ealiente ol
polvo de Brk, perc las mejoras no son considersbles. La presidn
de sinterisacifn no parece influir gran cosa. 5i influye el gra-
do de seguedad del ByXk,

La conteminacidn por agua es generslmente mayor pars
una pastilla en la que el BrK se ha molido con la auestra gque

poers otro comprimido preparado sin nuestre.

Se ha hecho un estudio exhaustivo de las bandas espu-
ress de Brk-H 0 an suestras de BrK y carbén. Un cuidsdoso y
extonso 2e¢cado de las muestras, aef cowmo la preparacidn de la
meacla por molienda en stmcsfers inerte, no parece evitar el ore-

¢imiento de estas bandas con =molisnda prolongads.

kKl sfsgto de 1a presidn en 1a prepsracidn de comprisi-~
dos fué investigeds por compsaracidn de espectros ds comprimidos
de BrK, de ocarbén y de mescla de BrKk carbén en polvo, No ee ob-
servaba diferenocis. 8e hicieron tambien comprimidos de ClK-car-
bén, aparecisn algunas bandss espuress, de las cuales 18 nds in-

tense estaba desplasada a 2.9T‘p.
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Se pensd que la produccién de bandas de BrK-320 es
atribuible a la interaccién entre el BrK y el H20 inclufdo en
la muestra. El HZO estd presente en el carbén como tal, aun si
el carbén se ha secado a 1052C y bajo vac{o. Roberts informé
del encuentro de algunas bandas en pastillas de esteroides y
las ha atribufdo a trazas de agua en la muestra. Durie denun-
cif algunas bandas en la preparacién de comprimidos de BrK y

compuestos aromdticos polinucleares.

En el espectro de un comprimido de 0,5 mm de una par-
te de carbén, con 2% de humedad, en 200 de BrK con molienda ex#
tremadamente larga, se puede notar la presencia de bandas a
2,95, 4,90 y 6,12 u, siendo la intensidad de la banda a 2,95 u
muy grande, Considerando que el contenido de agua serfa de
0,04% en total, el noeficiente de extincién espec{fico que re-
suita es K 4,0 lit/gr.cm. La presencia de la banda aguda a
2,93 u con muy corta molienda, puede suponwerse debida a la
orientacidén de las moléculas de agua sobre la superficie de
los cristalésos de BrK recientemente fracturedos.Asf, pues, las
bandas de BrK-ﬁzo son probablemente producidas por trazmas de
320 de la muestra o del BrK, que se orientan convenientemente.
Se hizo una investigacidén con rayos X de estas mezclas, y no
se encontrd hinguna lfnea que pudiera asignarse & una nueva es-
truttura cristalina,

A causa de la supuesta orientacién de las moléculas de

H20, se hizo un intento ldgico para eliminarla por tratamiento



calor{fico de los comprimidos. Semejante treotamiento dismimufe
la intensidad de las bandas pero no las eliminaba, EHoberts, sin
exbargo, encontrd en el caso de aomprimidos de estercides que
estas bandas se podfan eliminar completamente por obtencidn del
espectro en células calimtes trabajando & 1758 C, Aungue estas
bandas se eliminan & estas temperaturas, se ha encontrado que
con el enfriamiento de la muestra las bdandas reaparecen otra

vez, aunque ¢on intensidad reduecida,

Ls eliminacidn de las bandas de agus del espectro por
sedio de 6dlulas térmicas es satisfectoria si bien un poco incon~
veniente. 8¢ han hecho intentos para preparsr comprimidos que
no tengsn estas bandas. La pulveriszacién del srbén y el Brk
separadazente, seguids de la mezcla sin moliends, no did resul-
tado., E£s necesaria la molienda de los dos coamponentes juantos
para la disminucidén de la dispersidn a cortas longitudes de on-
da. La técnice de secade por congelacidén (liofilisacidn) no es
por otra parte aplicable a los carbones puesto que son smuy Sn-

solubles en vuslquier disolvente.

Un nétodo interesante es el desarrollado por Durie.
54 1a moliends de la muestra con Brk se hacfa bajo una envoltu-
ra 1fquida, C1,C, mo aparecfan las bandas de agus en el comprie-
mido resultante. (uisds esto indique que el H, 0 proven{s de 1a

atmdsfers. Una experiencia con H,0 sfiadids sl BrK confirma que



que ol 820 eR si misme no ere molesta., Lo que se demmestra por
1a preparscién de un coaprimido usando la téemica de Durie, con
un liquido que éontenfa 3% de H O y 99% dv etamol, el comprimido
de BiK y oarbén resultante ne presentabs bandas falsas de sbsor-
¢idn de Brk-B,0. luege 1a mers presencis de agus no es responsa-
ble de estas bandas. Ello sugiere que el exito de la tdonices de
Durie puede ser debido ol heeho de que la envolturs 1{quids pro-
vee un medio de conduccidn del saler de moliends fuers de la su-
perficie de Brk, ¢ impide 1la adsoroidn sotivada de les moléculas
de 320 sobre la superficie del BrEk, Es iguslmente posible, ain
eabargo, que el proceso de sdsocidn requiers H,0 en el estedo

de vapor. La dificultad de este método cumndo se aplica al car-
bdn, estd en que una sustancia tal como el C1,C sparenteasnte no
puede eliminarse del carbén completamente a tempersturas inferio-
res & la descomposicidn térmica del carbdn, De eSte modo uno se
enfrenta con la perspectiva de reemplasar una serie de bandas
con otra, Otros 1fquidos, tsles como hidrocarburos, pueden ser
mejores. £l uso del H,0 misaa como 1fquido envolvente ofrece al-
gunas eaperansas, aunque las intentos inicisles se frustraran por
l1s necesidad de moler la muestrs después de la evaporacién del
agus & causs de la recristalizacidn del BrK, 5i este proceso se

realiss en un sistems de Riofilisacidn puede gar resultado.
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Teadbidén se ha intentado ls molienda a temperatura del
nitrogeno 1{quido con la espersnsa de que las propiedsdes del
carbén serfan slterades suficientemente como para que 1la moliep

da ocurriera afs rapidamente. Desgraciadamente no did resultado.

Ea la preparscidn rutinaria de muestras pars medidas
especirales, las bandas de Bri-H,0 se evitan nds fadilmente y se
ahorre tieapo haociendo une moliends muy repida, & pesar de la dig
persidn & cortas longitudee de onda,

¥alis ds rsproductibilidad.- Bspectiros obtemidos bajo
distintas condiciones ¢ en Adiastinta téonica, no son siempre ideg

ticos, En algunos casos 103 cembioe especirales son auy pequelios:
varisciones insignificantes en la frecumncia o en la intenaidad
relativa de las bandae. En otros casos, los espectros de dos
coaprimidos de Brk preparados del mismo mode y con la misme aues~
tra eran tan diferentes que parecf{a se tratars de dos sustancias
distintas,

Para coaparar los espectros de sustancias conocidas
Yy descenocidas, los espectros deben estar hechos en condiciones
comnparsbles y en 1a misus fase, HEspectros de la misme sustancie
registrados como suspensidn en aceite minersl y como camprimido
de ByK, aon a veces difereates. Perc lo impeortante no es que
el espectro en Bri pueds diferir del de Nujol o disolueidn, la

dificultad real estd en muestra falta de control sobre el proce-
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so de prensado en ¢l nivel microsedpiec, que lleve a la falta

de reproductibilidad,

Con eastes dificultades en mente, es aconsejable tener
precaucidn en la interpretacidn de los datos espectrales cuando
se usa esta téonics, y convendrd observar cuidsdosamente el es-
pectro entero para evidenciar cambios en la mueetra debides a

la operacién de prensado.

La téonice parece eer ineatisfectoria em sayor o me-
nor grado pars 10s aélidos siguientes: compuestos inorgdmicos,
muchos feidos orgduicos, imidas, algunos earbohidratos, algunas

amides, fenoles, aainas y aminas hidrocioradas,

Las euusas de la falta de reproductibilidad son las
siguientes.

A)e distribucidén no uniforme de las partfoulss y del
tamafio de partfouls

B)e cambios f{sicos en la muestra debidos & las muy
altas temperaturas y presiones locsales desarrolle~
das durante la formacidn de la pastills

C)= cambios quimicos en la muestrs por descomposicidn

o por rescdfdn con el haluro.

A) El recubrimiento estad{stico del ares del rayc por partfculas

de muestrs nuncea es total y uniforme y habrd pequefias aress



8)

por donde el rayo pase libremente., Es algo siunilar a uns
célula de absorcién que tuviese burbujas. Nunca se podrd

observar ls absorcidén completa de bandas intensas.

Por otrs parte, a medida que disminuye ¢l tamailo
de partfoula de la sustancia soporte auzentan las distor-
siones espectrales, y si es grande, aunque sea uniforme,

se dispersa msucha radiscidn.
Cambios fisicos-FPolimorfismo:

Debe prosentarse atencidn & la forms cristalina de
l1a auestra. Un espectro de absorcién de infrarrojo depende
no solo de la identidad de las moléculas gque lo producen,
8in0 que cuando se ha obtenido en el estado cristelino de-
pende también de 1a exscta nsturaleza de la disposicidén de
ias moléculas en la red del eristal., 4As{ pues la posible
wodificacidn de la forma cristalina durante el procesc de
preparacién de la muestra originar{ cambios en el espectre

de la sustencia.

Los factores que influyen en los cambios observados
en los espectros son lee siguientes: )
a) baergfa del cristal (fase de la muestrs)
Compuestos con elevada energfa reticular tienen

el mismo espectro en comprimidos o en suspensién,

& menos que ocurréan transiciones polimorficas.



Normalaente, compuestos con punto de fusién por
encina de 2000C son estables si la moliends no
es demasiado vigoross., Compuestos con PF bajo
{89 = 9U8C) generalmente muestran ensanchambn-
tos de las bandas y deaplazamiento del pico.

b) Energfs de molienda de 1a muestra y de la sus-
tancia soporte. 3i una sustancia presents un en-
sanchamiento de las bandas y un cambio de posi~
cién del pico, una moliends vigoross dard un es~-
pectro casi ideftico al del 1fquido, mostrande
as{ que la molienda desorienta totalmente al
ezar la ordenacién molecular.

¢) tnergfa reticuler de la sustancia soporte
Cuanto mds baja sea ests, nmds intense serd la
moliends que requiere la muestra. Cuanto mds al-
ta mayor babrd de ser la presidn de sinteriza-
¢idn.

s que la suestra esta inicialmente no disuelta en
el Brk, un efecto de disolucién parcial puede cambiar la posi-

cidn ¢ intensidad de la banda.

Adends 1@ recristalisacién de la pastilla puede du-

rar desde unos ainutos pera compuestos con energ{s cristalina
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elevadas hasta meses si el compuesto tiene energfa cristalinas
baja, Luego no es del todo exacto el que los comprimidos se pue-
dan considerar como material de referencia gque no cambia, kLl
efecto puede reducirse calentando la pastillia gor debajo del
punto de fusidn del sdélido y ssf permitir la relajacién de ten-
siones y la recristalizacidn. Talk ha demestrado que vl enveje-
cimiento de pastilias en una stuésfera huimeda conduce al mismo
resul tado.

En al gunos casos, las anomalias espectrales son de-
bides al feanémeno de adsorcién de una especie monomerica del

soluto sobre la superficie de las partficulas de haluro .
Polinorfismo:

A menudo uns especie quimica simple puede exsstir
en mis de una forma cristalina (polimorfismo), y los espectros
de las diferentes formas pueden ser bastante diferentes. ks
posible pasar de una forma polimorfica a otra o de una forma
amorfa a otra, por destruccidn de los cristales. Aunque esto
se da raramente en la técnica de suspensiones, parede ser nfs
usual en la tdenice de comprimidos, pues las operacibnes de
moliendas y prensado son realmente violentas. Adends esta alte~
recién no es controlable ni reproducible pues no es posible
vigilar un material mientras se muele en um molino o mientras

se comprime en unt matriz., Si es posible observar que sucede
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durente une moliends manual, y as{ hacer correcciones antes

de que ¢l material llegue a degmdarse,

As{ pues, si el compuesto tiene un eatado oristali-
no wds estable durante las condiciones de¢ wolisnda y presidn
podrd isomerizarse f{aicamente al hacer la pstille. £n muchas
preparaciones orgdnicas resultan estructuras cristalinas que
por ser inestables & tempers turas ambiente, pasaran, al wlver
4 las condiciones noramles, & formas ads estables, con lo que
el espectro cambiard con eltiempo. A lo peor, todas estas
transformaciones no son coapletas, y puede resul tar una mesdéds
de dos o mds formas oristalinas en la muestra. Con ello el fe~

ndmeno es aun menos reproducibdle.

Desde luego, la posibilidad de diferentes formas oris~
talinas para el mismo compuesto, es algo que debe considerarse

cuando se interpretan especiros de solidos cristalinos.

Parece ser que el polimorfismo es la regla y no la
excepcién ocon materiales sélidos, especialmente con moldculas

altamente polares.

La cantidad de formas polimorfices o amorfas parece

sumentar con las iapureszas dei msterial sdlido,
C) Transforsaciones qufmicas:

Las altas temperaturas locales gque se producen en

la molienda seca y las elevadas presiones durante el prensa-



do pueden causar facilmente alguna descoaposicidén parcial
de la musstre, Incluso se puede dar la oxidacidén del Brk

cuando se le mescla oon un fuerte agente oxidants.

Uiversos investigadores sefialan que la dificultad
mds seria radics en el intercambio anidnico entre el comm
puesto (especinlmente sales inorgdnicas) y el baluro alca~-
lino, bsto origins la aparicién de nuevas bandas (sl apa-
recer nuevas especies quimicas) y el desplasamiento de
otras. cl tendmeno se observo al emplear distintos haluros
alcalinos con un misao coumpuesto. La magnisud del efecto
total depende de la cantided de cambiocs, y la posicidén de
las nuevas bandas varfe con el X~ (anidn). Kl H,U adsorbi-
de sobre 1la superficie de la muestra y del haluro promueve
y acelere el intercambio. Todos los comprimidos presenten
este fondmeno en mayor o menor gredo, segdn el sgua rete-
nida y la presidn requerida pars asinterisar. Una posidbili-
dad de eliminar este efecto en algunos casos consisten en
hacer vac{o al molde (antes de preassr) durante un largoe
periodo y manteniendo um bajo contenido en 320 y humedad.
Tambien se obvia la dificultad con el empleo de ATk, Perec
de todos modos no se ha wmoontrado une solucidn definitivae
al problesa,

Un ejemplo de intercambio anidnico entre auestrs

Yy Brk es el Qque nos suministra la moliends de Ccﬂ,CGOH Jun~-
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to con Brk durante un largo periodo de tiempo.

06H’C503 + Brk C6H’COOK + Bri

lo que se compruebs porque el espectiro resul tante denota

l1a presencia de benzoato potdsico.

Tambidn puede darse el intercambio del potasio

y otros cationes formados sobre superficies catalfticas.

Resventajes Lrents o las suspensiones.-

aj La téonice de comprimidos requiers mds tiempo y también
mds accesorios para la preparacidn della muestrs

b) La preparacién de una suspensidén puede ajustarse en un
punte de la operacidn; o puede ajustarse la densidad des-
pues de haber registrado una poroidn de espectro. in cam-
bio el resultado final de la preparacidn de un disco no
se conoce haste que el comprimido se ha secado de la ma-
triz o hasta que se ha registrado el espectro.

¢} Aunque ambas tdonicas dardn en general espectros muy pa-
recidos, & veces les comprimidos producirdn espectros de
peor calidad, sobre todo cuando ee prepara un mmterial
0o familiar, Puede vbtenerse un buen espectro pero gene-
ralmente despues deo una clierta cantidad de experimenta-
cidn sobre el vigor y duracidn de la molienda, mezcla y

prensado,




d) Las regiones de tensidn OH y NH y ls de C=xC y C=N sue=
len estar oscurecidas por las bandas del sgua absorbids,

¢} Los cambios polimorficos son uds frecuentes en ls prepa~
reacién de comprimidos.

f) Los haluros alcalinos soen quimicamente mds reactivos que
los agentes de suspensidn y pueden reaccionar con 1ls mues—

tra,
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t.~ REGISTRO DE LOS ESPECTROS

1.’."‘ Sulmcill

Azucares
1) D-Bibosa
2) 2-Desoxi-d-~Kibosa

Bases

3) Uracilo

4) Timina

5) Citoxzina

6) S-Metil-citosina-ClH
7) Adenina

8) Guanina

9) Hipoxantina

10) Xantina

Nucleosidos

11) Uridina

12) Citidins
13) Adenosins
14) Guanosina

Nucleotidos

15) Acido uridina 5'-monofosfdrico(disodico)U.M.P
16) Uridina 5'-difosfato(trisddico)U.D,P.

17) Uridina 9'-trifosfato(trisodico)U,T,P

18) Uridina 3'~difosfoglucosa(sal sdédica)UDPG

19) Citidina 3'—monofosfdérico(disddico) C.M.P
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20) Citidina 3'-difesfato(trisddico) C.D,P,
21) Citidina 3'=trifosfato(disddico) C.T.P.
22) Citidine $'-difosfocolina(menosédice)

23) Adenosina S‘monofosférico(tipo V): A.M.P.

24) Adenosins 3'-monofosfdrico(sal sddica)(tipo 11):
A MNP,

2%) Adenosina $'~difosfato (sal sdédica): A.D.P.

26) Adenosina S5'~difosfato (sal bdrica): A.D.P.

27) Adenosine 3'-trifosfato (disddico)(4H,0): A.T.P.
28) Adenosina S'-trifosfato (disdédico)(3H,0): A.T.P.
29) Adenosina 5'-tetrafosfato(tetrasddico)

30) Guanosina $'-monofosfdrico(sal sddica): G.M.P.
31) Guanosina 3'-difosfato (trisddice)s G,D.P,
32) Guanosina S'-difosfato d-mannosa (disddico)

Acidos ribonucleicos

34) Acido ribonuclsico soluble(fRNA)de levadurs de
panaderfa; N#Catdlogo 13363 RkAC-Boehringer (Man-
AMeim)

33) Acido ribonucleico soluble (tRkNA), tipo III, de
levadura,~ S1GHA,

Preparado por Holley y otros; J.B.C,,238,200(61).

36) Acido ribonucleico soluble (tHNA) de levadura de
pasnaderfa, Preparado en el laboratorio de Infra-
rrojo segdn método de Holley.

1.2.~ Condiciones de registro,

La mayorfia de los espectros corresponden & una ¢on-
centracién de 1 mg de sustancia en 300 mg, excepto pa-
I« algunas sustancias en que se han empleado concentra~
ciones mayores para obtener bandas de intensidad satis-
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factaria, Bstas excepciones son!

C.D.P, 2,) mg en 300 my,
C.T.P, 2,% mg en 300 my.
C.D.P.colina 2,5 mg en 300 mg.
U,D.P.G, 2,9 mg en 300 mg.

A M. P,.(tipoll)2,9 mg en 3UG0 mg.
A.D.,P.(barico)2,3 mg en 300 =g,
A.T.P.(3320) 2,5 mg en 3UL mg.
A,Tetra P, 2 ng en 300 ag.

G.M.P. 2 @mg en 300 mg,
G.D.P. 1,95 mg en 300 ag
G, T.P. 1,8 mg en 300 mg
G, D.P .M, 2 wmg en 300 ag
t.R.N.4A, 1,8 mag en 300 mg
(Boehringer)

El aparato usado para ¢l registro de los espectiros es
un "espectrofotdmetro Perkin-klmer 621 " de doble rayo, cu-~
yo rango es 200-400 on~!, Las condiciones de registro son
las correspondientes a la obtencién de un espectro de "ruti-

na®

Papel nt 221-1614
- CHANGE GEARG ~ yuedas de 43 dientes
- SCALE CHANGE-LINEAR - eon CHANGE
- POVERE -~ ON
- SCAN CLUTGH - 1IN
- SCAN TIME -~ 16
- SUPPRESSION - 6
« EXPANSION - 1X
- ATTENUATOR SPEED - 1100
- AMPLIPIER GAIN - 4
« SLIT PROGRAM - 1000



~ SCAN PKOBRAM - IN

~ PILTER - AUTO

- SLITS < PROGRAM

- MOTORS ~ ON

~ SOURCE INTENSITY - 0,8 Aap

- ENERGY -~ AGG OFF

- TEST SIGNAL - OFF

- FRWCUBNCY COUNTEE - 4000

-~ RUM BACK - AUTO

- GAIN, BALANCE, 0% y 100% debidamente ajustados

- kEn el rayo de refereoncia se ha puesto un comprimido de
BrKk solamente. Cuando la compessacidn no ers satisfactorias
(mucha absorcidén de fondo) se intercalaba ademds, en dicho

rayo, un atenuador mecénico.

1el.~ Bapectros
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2.~ LISCUS10N DE LOs ESPECTRUS
kn este capftulo se ha hecho uso de la Bibliograffe (2)

2.1.,~ Agzvcares

Lo mds importante es que no presentan la banda corres-
pondiente & la vibracidén de tensién del C=0 hacia 1720, luego

ambos estdn en forma hemiacetalica y por tanto ciclica

O i ¥ o o

LN e
¢ . . ¢ C ,C
Tyt R ‘11 Y

Y | N \. é' v
[ i \—I{ jl“

Ambos dan una banda anchu & 3360 cm~1(f) que correspon-
de & vibrecién de tensidn O-H con asociecidén intermolecular.

Los dos azdcares dan una banda fuerte a 103% cn™! que

corresponde & la flexidn del U-H de un alcohol primario,

La Kibosa da una baenda a 1076 om™'(f) y la Desoki~Kibo~-
sa da otro & 1033 cea~1(f) nds eguda , ambas atribufbles a la
flexién de UH gecundario. Esta parece ser la dnica banda que pue-~
de servir psra diferenciar ribosidos de degoxri-ribosidos.

Espectros de referencia: nuestro espectro de b-Kibosa
en ByK no coincide con el de B-U-Kibose en nujol del M5 (de la
Collection of the University of Birmingham"), ni con el de D=Hi-

bosa en polvo del "J.Urg.Chem., 26, 2463 {(1961).

2.2.~ Bases

A) Bases pirimidinicas: uracile, timine y citozina
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Los espectros de estos compuestos son altemente carac-
terdaticos, ya que la seyorfa de sus bandss son agudss. Pueden
por v¢llo eaplearse para aodlisis ¢ identificacidn de sstus pa-
5¢s Quuv respecto & otras propiedades ffsicas (punto de fusidn,
solubilidad, absorcidn YV ) apenas presentan diferencias. No
obatante las correlaciones estructurales precisas son oscurses,

£En les amino ¢ hidroxi-pirimidines (como son estas ba-
ses), las principales regiones de interés, con miras & las po~-
sibles tantomerfas ceto-enclica y smino-imino son las de 0 u
(regién de 1700 cm=1) y 3 u (regidn de los 320U ca~'), Desgracia-
damente en ambas regiones hay mucha aambiglieiad en la usignacidn
de¢ bandas. bn 1a regidn de 1700 cabe esperar bandas debidas .
vibreciones de flexidn de enlaces K-M,

" de tensidn de enlaces: U=0, L=(Q,C=N

" del ciwlo.

Las variaciones de frecuencia de estus bandas, segin
el diferente carsoter polar de los enlaces y agydn las posibles
interacciones como formacidn de puentes de hidrdgeno, ason tales
que tesulta imposible el bacer muchas asignaciones definitives,
Adeands, la intensidad de las vidreciones del ciclo es descono-
cida, tapnto gue para derivados simples del benceno, por ejemplo,
lss veriaciones de un compuesto & otro son impredecibles. Eq

la regidén de 330U cm=! cabe esperar bandas debidas as
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vibraciones de tensidn de enlace N-ii
] [ "

de enlace U=l

de enlace C-Hi

Por todas e¢stas razones serfa absurdo ¢l ser dogmdtico

en la asigoacidn de frecuencias.

Yracile:
Hay dos forwmas tantomericas posibles:
ol v
. i |
i [ 0‘
{ - —
AR TN —
Ho M//’ U N
]

bapectro de referoncia: Nuestro especiro en BrK coineide con el
de ursgilo en IK del UM5 de la "Collection of the lnstitute for

Chemica! and Applied Speciroscopy, Dortmund’, Lite espectro de

referencie presenta mds resolucidn en la regidn de 1TUU o1

por ser menor 1a concentrecidn empleada.
Asignaeidn de bandas:

banda & 1630 (m f) - tensién C=C
bande & 1730 {m f) ~ tensidn C=0
bande & 166V (m £) -~ vibracién del grupe = NH-CO-NH
banda & 1700 (m f) ~ vibracidn del grupo = CU=NH-CO

kstes dos Yltimas bandas 1660 y t1TUU son caracter{sticas
de! grupo =NH=-CU=NH~(CU~ en un anillo de 6 con un doble enlace
Catl
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bands & 1500 (f) - vibracién de flexién del enlace N-H en
el plano

banda a 3100 (m f)- tensién N-H del grupo ~CO~NH-CO- aun-
que probablemente ¢l otro NH también
contribuye

bandas anchas a 800(f) y 850(f) - dos vibreciones de fle-
xién N-H, fuera del plano, de los dos
NH del ciclo

banda a 1225(f)- vibraciones C-N

banda a 2800 (f) - tensién C-H parece ser que la de 1445
corresponde a flexidén C-H

bandas a 1410 (f) y 1445(f) - vibraciones del anillo, pero
emparejadas parcialmente con alguna vi-
bracién NH

bandas a 755 y 815 - vibraciones C-H fuera del plano carac-
ter{sticas de estructura de tetrahidro
2, 6~ dioxipirimidina.

Todo parece pues indicar que el uracilo en estado
s6lido se encuentra en forma dicetdénica,
Iiminas

Hay dos formas tautoméricas posibles

o :
i
=7 N N
%1 b CH3 | HN Jl CKB
B

Espectro de referencia: Nuestro espectro en BxK coincide con
el de timina en BrK del DMS de la "Collection of the Max-Plankk

~-Institut fiir Biochemie, Minchen'



Asignacidn de bandas:

bandas & 1720 Cmf) y 166U Cnf) - son las carscteristicas del
g§Tupo «Nf-CU-NH-CU « on un clélo de 6 con un deble
enlace

bands & 1480 €m) - vibrecidén de flexidn del enlace N«H en sl
plano

banda & 3060 (mf) - tensidn NH del grupo ~CU=NH-COw

banda anche & 83% (f) - vibrecidn de flexidn N~H fuers del
Plano

bande & 1240 (f) y 1205(f) vibracidnes C-N

bandes s 1440 (f) y 1420 (f)~ vibrsciones del anillo, parece
ser que la de 1440 corresponde & flexién C-H

bands & 310 (f) y 795(f)~ vibmciones C-H fuera del plano ca-
ragterfaticas de estructura de tetrahidro 2,6 dioxi~-
pirimidina

banda & 2800 (f) - vibrecidn deltensién C-H (del eiclo)

bandas & 1373 (f) = vibreecidn 6-083
Este dtins bande e¢s la ¥nica gque no apurece en el

uracilo. Todo parece indicar que las timina en vetado sdlido

se encuentra en la forma dicetdnica

Todo parece indicar que la timina en estado sdlido

estd en forma dicetdnica.
Citepins:

Hay dos formas tantomericas posibles

/1“32 }\mz
NF RN
L [
w” g’ 0*~ N7
"

bspectro de referencia: Nueetro sspectro en Brk coineide con

el de citomina en PFK del M3 del "J.Chem. Soc (1932),168-57"
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Hay dos criterioa en la aasignacidn de fwecuenciasi
1.~8lout, que estudia sl espeotro en pelfcula sublimads, lle-
g% & la conclusidn de qus el Ltomo de oxfgeno de la citomina
eh estado sélido sstd completamente asociado con hidrégeno,
Yo por enclisacidén o ya por foremcidn de enlace de hidrégeno
intermolecular, Asf se explicarfa el que is citosias presente:
una sole bande en ia regién de 1700 § no dos como urssilo y
timina) y tres bandas en la regién de 3200 (tensidnes N~H, CH
y C=H

banda & 3I7U(f) - tensién N-H de ﬂﬂz de amina arondtica
banda & 31%0(f) - tensién OH(con asociacién intermcleculsr)

estes dos bandas estdn desplazadas hacia las menores frecuencias
por efecto de los puentes de hidrdgeno interwoleculares.

banda a 3750(f) = tensidén C-H
banda & 1630(mf) - tensidn C=C y C=N
banda & 1230(f) ~ tensidn C-0

2,= C,L.angell, que estudis el espectro en suspensién en nujol,
considers que la citosina estd en la formsa aminocetdnica y ha-
ce la siguiente asignacidn de bandas

banda & 16%0 (mf) - resulta de la superposicidn de las vi-
breciones de deformecién del -Ni, con ia
vibrecidn de tensién del CxU conjugado
(U=Cudi=C)

banda & 160U3(f) = vibracidn del ciclo (modos de tensidn
(C=N) carscterfstica de la pirimidons
como conjunto, por eso no estd presente
en uracilo y timina,
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bandas & 1330(f) ~ vibmmoidn de flexidn del B-#l en ¢l plane

bande ancha a 810 (2) - vibrecién de flexidn N=H fuers del pleno

bandas & 3153(f) y 3370(f) - vibraciones del grupo -Ki, en sai-
nes primsries aroafticas,

bandas & 1270(f) = tensién C-N de anins arosftica primaria

banda & 2780 (f) ~ tensidn C-l

bands & 1433 (f) - flexién C-H en el plano

banda & 783 (f)=flexidén C-H fuera del plancg

| .
/ff? 2
N — CH | AN
Lo 3 ] ] 3
HO~ N7 DN T

Tiene todas las bandas de citosina, Presenta la par-
ticularided de que la bands de 16%0 ca~! so ha desdoblado en
Je

bands & 1720 £f) - tensidn C=0

bands & 16%0 (f) - flexidn i

banda & 1620 (f) = tensidn C=C y CoN de compuestos conjugedos
cfeliaos.

Conclusiones genersloes aobre las bases pirimidimioss:

1.~ kn el estado sélido, la informsecidn espectral parcece confir-
mar la hipétesds de que las bases estdn en foram ceténice y smf-
nica (para el caso de la citozina),

2.~ Los efectos electrénicos de diferentes grupos sustituyentes
pueden influir en ls tantomerfa y también, el grado de interao-
¢idn mediante puentes de hidrdgeno.

3.~ Son comunes y caracterfaticas las bandas

benda v 80U «m' de flexién C-H fuers del plano
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banda -~ 1445.n'de flexién C-H en el plano
banda ~ 2800<n’'de tensién C-H
banda ~ 1500-m'de flexién N-~H en el plano

La banda a 1603 de la citosina (caracterfstica de
ciclo de pirimidona) no se da en las otras dos bases que no

tienen C=N,

B) Bages purices

Los espectros de este grupo de purinas (adenina, gua-
nina, hipoxantina y xantina) se caracterizan por el hecho de
que los de adenina y guanina presentan una gran semejanza, asi
como los de hipoxantina y xantina, pero solo unas pocas bandas

son comunes & los cuairo compuestos,

Adenigs:

NH
N
NN
Y

I~
SN T

Espectro de referencia: Nuestrv espectro en BxK coincide, salvo
algunos matices de la banda ancha a 3000 cm~!, con el de adeni-
na en BrK del DMS de la "Collection of the Max-Planck-Institut

fiir Biochemie, M3nchen'
Asignacién de bandas:

banda a 3300 (mf) y 3100(mf) - vibreciones de tensién N-H del
grupo -NH, de amina aromdtica primaria.

banda a 1660(mf) - vibracién de flexidén del NH,

banda & 1590(mf) - vibracién de tensidn C=C y C=N en compues-
tos conjugados ciclicos.



bands anche & 870 (m) ~ flexién N(g)~8 fuera del plano

banda a 1500 (m) - flexién N-H en el plano

banda & 1230 (f) - vibracién C-N

bandas & 2970(mf) y 2680 (mf) -~ tensidn C-H

banda & 1443(f) - flexién C-H en el planc

bands & 79% (m) ~ flexién C-H fuera del planc

bandas & 1363(f) y 1465(m) -~ vibraciones caracterfsticas del
sistema cfclico,

. ioa s

Hay dos formas tautomericas posibles:

OH 0
! o
5 SN
TS wm Ty
BN SN~~~ N H N SN TSN
2 H 2 H

Agignacidn de bandas:

bandes & 3320(f) y 3100(f) - tensién N-H delgrupo -NH, de ami-
na aromftica primaris
banda a 1688(mf) ~ vibracidn de tensién C=V
banda & 1660faf) - flexién N,
banda & 1623(f) -~ +tensidn C=C y C=N en compuestos
conjugados cfclicos
bende & 15%0(m) ~ flexién NH en el planc
bande ancha a 870 (m) - flexién NH fuers del planc
bands a 123%5(m) -~ vibraciones C-H
bandas & 2680(f) y 2900(f)=-tensidn C-H
bande & 1495 (f) - flexidén C-H en el plano
bande & 770 {=)} - flexidn c(g)-u fuera del plano
bandas a 1470(f) y 1365 (f) - vibreciones del sistema cfclico
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Todo parece indicar que 1a guanina en estado sélido

se encusntra en la forme ceto-aminica

Hipozsntine

Hay dos formes tautomericas posibles:

OH 0

I N ) b —N
=T o S
T N,

H B

Kspectro de referencia: Nuestro espectro en Brk coincide (sal~
vo unsa bandea a 34350, que aquf no sale, y que puede ser debida

& que la sustancia del espectro de referencia tenfa humedad)

con el de hipoxantina en BrK del DMS del "Madical HLesearch Coun~

¢il Laboratories, Holly Hill, London!

Asignacidn de bandas:

Besulta diffecil el asignar bandas en la regidn de
2800 donde aparecen superpuestas en uni xoné amplie

Comparando con guanina se pueden asignar las siguien-
tes bandas importantes:

banda & 1660 (mf) -~ vibraciénes de tensién C=0

bande & 1570 (f) - vibraciones de tensidn C=C y C=N
bandas & 1500 (m) -~ flexién NH en el plane

bande anche a 38% (f)= flexidn N(g)=H fuers del planc
banda & 785(m)-flexién C,-H fuers del planc

banda a 1460(m y 1360 (m) ~ vibraciénes del ciclo.
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As{ pues la hipoxantina en estudo sélido estd en la
forma cetdnica.

dantips

Hay dos formas tantoméricas posibles

o8 ;
q‘“‘a*'nik HN/’\T(/u\
i / :
HOSN —~ N 0 ~N—"N
H H H

Espectro de referencia: Coincide con el d9 xantina en 1K del
M8 de la "Collection of the E.Merck AG, Darmstadt’, Al igual
que en el caso de la hipoxantina, muestro espectiro no presen-
ta la bands & 3450 cn”! que tiene el de reforencis. Este Wl-
timo presenta mds resolucién en las regiones de 2800 om™! por

haber empleado menor concentrscidn.

Asignacién de bandas:

Como es muy similar al de hipoxantina presentan las
mismas dandas de flexidn NH,CH, etc
La banda a 1560 (f) - corresponde & vibraciones de tensidn

C=C y C=N
$ las bandas a 1700 (mf) y 1660 (f) son las caractorfsticas

del grupo =NH=CO~NH~CO~ en un ciclo de 6 eslabones con un
Cmc'

Asf{ pues la xantina en estado sélédoe estd en for-~ -

ma diceténica.,
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Conclusiones gepsgeles gobre las beses piricas
Presentan las bandes caracter{sticas del ciclo de
pitrimidine.
Las cuatro bases dan dos bandas intensas hacia 1660
y 2560 cm“.
La ¥nica banda que encontramos caracterfstica del
ciclo de purina es la correspondiente a la vibracidn de fle-

xién, fuera del plano, del enlace 8(9)-3.

2.3.- Nygleosides

La adicidn del grupo ribosa al adcleo de pirimidi-
na o purina trae consigo la aparicidn de un cierto mdmero
de bandas intensas en la regidn de 90U=1200 cm~1,
La presencia del grupo azucar apenas si influye
en la estructura de la base. As{:
- la citidine conservs las bandes & 3155 y 3370¢ em~! carac-
teristicas del grupo ~Naz de ia citosine
~ la adenosina presenta la banda 1800 ca~! caracterfsti-
ca de nicleo de purina de la adeninaj y tawbién
se conservan las bandes a £66U, 3100 y 3300 em~!
carscter{sticas del grupo ~N82.
- ba benda a 1330 ca~! de la flexidn N )-8 en el plano,
3e conserva en la yguanosina al igual que la banda

8 770 cu=1 de la flexidn C(,)~H fuera del plan,
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Algunos de los cambios que introduce el grupe asu~
car, en ¢l espectro de la base son los siguientes:
~ la:banda de citosine anchs a 810 ca~! al pasar a citidi-
na desaparece en tanto que la de 1330 se intensi-
fica. La explicacidn estd en la sustitugién del H
del N(g) por ¢l restuv de ribosa,
- - la banda & 144% ca~! caracteristica del ciclo de uraci-
10 se deaplesas a 1470 ca~! en le uridina,
- las bandas & 1665 y 1660 cm~! de guenina se desplazan
& 172% y 1635 cu~! en la guanosins, lo que puede
explicerse por diferencias on l10s enlaces de hidré-

geno intermoleculares.

2.4.- Nugledtidos

En el paso de nucleosido & nucledtido se eviden~
cian importantes cambios en el espectro, Se ha comprobado
en le bibliograffa que esos cambios en los dcidos citidfli-
cos y adenilfcos son los mismos que las que presente el
clorhidrato de la base o del nucleosido. Puekto que los clkor-
hidratos afiaden un proton al dtomo N(‘), esto mismo debe
ocurrir en los dcidos citidflicos y adenf{licoa. As{ gpues,
eatos dcidos existen en forma de zvitterion en el estado

38lido, y uno de los protones del grupo fosfato habrd pasa-

do al k(,)n
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bn el dcido uridilico se observan muy pocos cam~
bios respecto a la uridina, Esto era de prever pues aquf la
formacidn de swilterion es menos probable.

Cabrfe pensar, no obstante, que en los dcidos ci~
tidilicos y uridflicos, el protén pasa al grupo Kﬂz.ﬁin om~
barge la banda dol -Nﬂz e 1660 ca~! ¢n ls adeneésina se tras-
lada a la regidn de 1690-1710 ca~! on el dcido adenilico.

Y ¢ste desplazamiento no corresponde & un ‘NB; 8ino & un gru-
po “NH, con unas cerga positiva préxima.

kn cssi todos los nucleotidos de adenina, se conser-
ve la banda a 1300 em~! (también presente en la adenosina) ;
pero aparecen cambios importantes en la regién de 1300~1500
cm"1 lo que parece indicer alteraciones importantes en la dig
tribucién electrénica dentro del ndcleo de adenina,

Es probable que la asignacién de banda siguiente
sea cierta

benda en 1300 = 1200 cu~! asociada con el grupo B=0

banda en 1150 - 909 cm~' asociada con el grupo P-~0-C

2.5.~ Acidos puclelicos

Los espectros regiatiados de tres tRNA de dietin-
tas fuentes son practicamente coincidentes.

Parece ser que los £cidos nucleicos en estado sé-
lido estdn en forme de mwitterion.

Ls banda hacia 1087 cm~! puede ser debide al ani-



- 113 -

110 de azucar y las de 1070 y 1052 cu™' o los grupos fosia-
to.

Tsuboi ha demosttado que, en espectros de la sal
sédica de £cidos nucldicos, la bands en la regidén de 1220~

~1240 ca™! puede asignarse &l grupo PO2

NOTA:

En las asignaciones de¢ bandas hechas en este ca-
pitulo de conclusiones se ha observado que las bandas de
anuestro espectro en BrKk estdn algo desviadas hacia menores
frecuencias que las de 108 espectros realizados en otrc me-
dio u obdra fase, empecialmente se aprecia esto en la regidén

de 1700 ¢m~!
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