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Aguascalientes, Ags. México
Junio del 2005

INTRODUCCION

La Espectrofotometria es una de las técnicas experimentales més utilizadas para‘la
deteccion especifica de compuestos. Se caracteriza por su precision, sensibilidad y su
aplicabilidad a moléculas‘de distinta naturaleza (contaminantes, biomoléculas, etc) y
estado de agregacion (sélido, liquido, gas). Se refiere a la medida de cantidades de luz
absorbida por una muestra, en funcion de la longitud de onda. Cada componente de una
solucién tiene su patrdn de absorcion de luz caracteristica.

Los fundamentos fisico-quimicos de la
espectrofotometria son relativamente sencillos.

Las técnicas espectroscopicas se empezaron a utilizar en el siglo XI1X y no tardaron en
dar sus primeros frutos. Asi en 1868 el astronomo francés P.J.C. Janssen se traslado a la
India con el objeto de observar un eclipse de sol y utilizar el espectroscopio,
desarrollado ocho afios antes, para hacer un estudio de la cromésfera solar.

Como resultado de sus observaciones anuncié que habia detectado una nueva linea
espectroscopica, de tono amarillo, que no pertenecia a ninguno de los elementos conocidos
hasta ese momento. En el mismo afio, el quimico Frankland y el astrbnomo Lockyer dedujeron
que la citada linea correspondia a un nuevo elemento al que llamaron Helio (del griego helios
que significa Sol) por encontrarse en el espectro solar.

Durante més de veinticinco afos se penso.que el helio sélo existia en el Sol, hasta que, en
1895 W. Ramsay lo descubriera en nuestro planeta.

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia
interna. Esto permite que se inicien ciclos vitales de muchos organismos, entre ellos el
de la fotosintesis en plantas y bacterias. La Mecanica Cuéantica nos dice que la luz esta
compuesta de fotones cada uno de los cuéles tiene una energia:

Efoton = M.... . = 1.... C/. ,

donde.c es la velocidad de la luz, . es su frecuencia, . su longitud de onda y h= 6.6.10 .34
9.... ses la constante de Planck. Cuando decimos que una sustancia quimica absorbe luz
de longitud de onda . , esto significa que las moléculas de esa sustancia absorben
fotones de esa longitud de onda.

En esta practica estudiaremos la absorcion de luz en el ultravioleta cercano (325-420
nm) y en el visible (420-700 nm)."Cuando. una molécula absorbe un foton en este
intervalo espectral, se excita pasando un electron de un orbital del estado fundamental a
un orbital excitado de energia superior. De esta manera la molécula almacena la energia
del foton:

A+n.... A~

E(A *) = E(A) + Efotén
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Como la energia se conserva, la diferencia de energia entre el estado fundamental de la
molécula (A) y su estado excitado (A =) debe ser exactamente igual a la energia del
foton. Es decir, una molécula s6lo puede absorber fotones cuya energia n.... . sea igual a
la energia de un estado molecular excitado. Cada molécula tiene una serie de
estadosexcitados discretos (0 bandas) que dependen de su estructura electrénica y que la
distinguen del resto de moléculas. Como consecuencia, el espectro de absorcidn, es
decir, la luz absorbida.en funcion de-la longitud de onda, constituye una verdadera sefia
de identidad de cada sustancia 0 molécula.

ESPECTROFOTOMETRIA

Los modelos explicativos de la estructura de la materia que tienen como fundamento las
caracteristicas ondulatorias de las particulas que la constituyen proporcionan un marco de
referencia conveniente para describir las interacciones entre la radiacion electromagnética
y la materia. Estas interacciones a su vez son el fundamento de las aplicaciones
espectroscopicas.

La energia radiante se encuentra constituida por fotones cada uno de los cuales tiene
como caracteristica una longitud de onda . Toda la radiacion electromagnética se mueve a
la misma velocidad en el vacio y esa velocidad de desplazamiento-en-el vacio es la
méaxima observada en el universo. En algin medio material la interaccion entre los campos
eléctricos y magnéticos que existen en la materia y los correspondientes de la radiacién
pueden llegara a reducir esa velocidad de propagacion; por esta razon es solamente en el
vacio en donde se observa esa velocidad maxima.

Si asignamos como ya se dijo una longitud de onda caracteristica a cada tipo de radiacion,
la propagacion de esa onda se hara con una frecuencia tal que al multiplicarla por su
longitud debe darnos la velocidad de propagacion. Esto es:

e=dy

la letra griega lambda mindscula representa la longitud de onda y la letra griega nu
mindscula representa la frecuencia de esa onda. c= 2,99792458x10° m-s™ es la velocidad
de laluz en el vacio.

La radiacion electromagnética que constituyen las ondas de radio de banda AM, digamos
de la frecuencia 1000 kHz (kilohercios) tiene, en consecuencia, una longitud de
2,99792458x10% m-s%/1,0x10° s' = 299,8 m. Esta onda se convierte en sefial que
interpretamos, mediante el uso de un circuito apropiado que se encuentra en el‘aparato
receptor de radio.

Ondas mas cortas que la referida antes son las interpretamos en nuestros 0jos, sin ayuda
de ningun traductor construido artificialmente . La radiacion electromagnética que se
percibe como color. rojo tiene una longitud' del orden de los 700 nm, por lo tanto su
frecuencia debe ser 2,99792458x10% m-s%7,0x10”" m = 4,28x10" s™. Es decir 428 THz
(terahercios).

La energia asociada con cada una de esas ondas, se obtiene mediante la ecuacién de
Planck:
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E = by

Para las dos ondas descritas antes las energias respectivas seran: Ege = 6,6260755%107>*
J-sx1,0x10°% s = 6,626x10%° J [0,0006626 yJ (yoctodulios)]; y Eja = 6,6260755x10°%*
J-5x4,28x10™ s = 2,836x10™° J [0,2836 aJ (attodulios)]

A

Absorcion y Emision de Radiacion por Parte de la Materia

Una descripcion simplificada de la estructura de la materia permite explicar los enlaces
entre los 4&tomos para formar moléculas en términos de la localizacion de ciertas particulas
subatomicas, los electrones, entre esos atomos. Esas. “particulas” evidencian sus
caracteristicas ondulatorias ya que interactian con la radiacion electromagnética. La
molécula en su forma estable bajo las condiciones ambientales corrientes se encuentra en
un determinado nivel energético. Si se logra hacer incidir sobre esa molécula un fotdn de
radiacion electromagnética con la energia apropiada, la molécula incrementa su contenido
energético absorbiendo ese fotdn. Se dice entonces que la molécula paso-a un estado
excitado.

La molécula energizada se encuentra en un estado que no es estable en las condiciones
ambientales corrientes; por lo tanto tiende a regresar a la condicion estable y para lograrlo
emite un fotdn con la energia que logré excitarla antes.

La ferrocina es un compuesto policiclico que forma un complejo de color purpura con el i6n
ferroso el color de ese compuesto se debe a la absorcion de radiacion en la region visible
del espectro electromagnético con un maximo a la longitud de onda de 562 nm. ¢En
cuanto se incrementa la energia del compuesto por absorcion de un mol de esos fotones?
Cada uno de los fotones con esa longitud de onda tiene una energia de 6,6260755x10%*
J-5%(2,99792458x10° m-s'/562x10° m) = 3,535x10*° J y en consecuencia un mol de esos
fotones tendran una energia de 6,0221367x10°* mol 'x3,535x10"° J = 212858 J-mol™;
212,858 kJ-mol™

La materia absorbe radiacion ‘de diversas regiones del espectro electromagnético
originadas, esas absorciones, en diferentes tipos de interacciones entre la materia y la
radiacion electromagnética. Dependiendo del tipo de interaccién se pueden analizar las
transiciones electronicas que se pueden causar con la radiacion ultravioleta o visible. La
radiacion infrarroja interactia con los estados rotacionales y vibracidonales de las
moléculas. Si el foton que llega a afectar a una molécula tiene un alto contenido de
energia, por ejemplo de la region de rayos X o de los rayos gamma, no se produce
absorcion gue se pueda emitir luego, sino que se modifica la estructura de la sustancia.

ESPECTROFOTOMETRIA

Se refiere a la medida de cantidades relativas de luz absorbida por una muestra, en
funcion de la longitud de onda.
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Cada componente de la solucién tiene su patrén de absorcion de luz caracteristico.
Comparando la longitud de onda y la intensidad del maximo de absorciéon de luz de
una muestra versus soluciones standard, es posible determinar la identidad y la
concentracion de componentes disueltos en la muestra (solucién incognita).

Las ventajas de la espectrofotometria sobre otros métodos analiticos de laboratorio
son varias: es rapida, precisa, versatil, facil de usar.y eficiente en costo. Los
espectrofotobmetros-se han mejorado en precisién y versatilidad en los ultimos afios
con los avances de tecnologia, y hoy se consideran indispensables.en un laboratorio
de quimica analitica.

La espectrofotometria se usa para diversas aplicaciones, como :

andlisis cuantitativo y cualitativo de soluciones desconocidas en un laboratorio de
investigacion,

estandarizaciéon de colores de diversos materiales, como plésticos y pinturas,
deteccion de niveles de contaminacidon en aire y agua,
y determinacién de trazas de impurezas en alimentos y en reactivos.

Un espectrometro tipico posee cuatro componentes basicos: una fuente de
radiacion que tiene intensidad constante en el rango de longitud de onda que cubre
( usualmente es lAmpara de tungsteno para luz visible,y deuterio para ultravioleta),
un compartimiento para la muestra, un monocromador que separa la banda de
longitud de onda deseada del resto del espectro y la dispersa al compartimiento de
la muestra, y un fotodetector, que mide cuantitativamente la radiacion que pasa
por la muestra.

En general, los espectrometros miden en % de transmitancia (T) y absorbancia (A).
El porciento de transmitancia se refiere a la cantidad de radiacion que pasa a traves
de la muestra y alcanza el detector. Una solucion limpida, no absorbente, mostrara
una lectura de 100% de transmitancia en.un espectrofotometro calibrado. Las
unidades de absorbancia van de 0 a 2. La absorbancia se relaciona con la
transmitancia como

A =-log 1/T, (logaritmo decimal).

Esta es una traduccion del catalogo de Cole-Parmer.

infrarrojo

El espectro_infrarrojo de un compuesto proporciona gran informacién sobre sus
propiedades internas (composicion quimica, impurezas, interaccion entre sustituyentes,
andlisis de grupos funcionales, etc.), por lo que es de gran.importancia en analisis
cualitativo.

La técnica también es Gtil para analisis cuantitativo, dado que por su gran selectividad se
puede cuantificar una sustancia en una mezcla compleja sin la realizacion de mucho trabajo
previo de preparacion.
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Las aplicaciones son multiples: andlisis de polimeros, aditivos, estudios forenses,
identificacion de contaminantes ambientales, medicina, diversas &reas de la quimica
(organometalica, orgéanica, inorgéanica, agricola, industrial), etc.
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¢, Cudl es la naturaleza de la luz?

Algunas veces la luz se manifiesta como onda. Otras veces se manifiesta como
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. Todo depende de las circunstancias.

LA LUZ COMO ONDA

Sabemos que la luz se comporta como onda cuando se producen les efectos
de interferencia y difraccion. Esto ocurre por ejemplo cuando dos ondas se
encuentran en el mismo lugar y como resultado se anulan en unas partes y se
refuerzan en otras, formando asi un patrén caracteristico de interferencia.

¢, Cémo medimos una onda?

En una , por ejemplo, el campo eléctrico cambia en
intensidad de manera ciclica asi:

INTENSIDAD

LONGITUD DE QMDA

o Cada ciclo de la onda se repite en intervalos separados por una

e La mide el nimero de estos ciclos que ocurren cada
segundo.
e Enlaluz, lalongitud de onda determina el de la luz (por ejemplo la

longitud de onda correspondiente al color verde es de 550 nanometros)

EL ESPECTRO OPTICO
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La luz blanca estd compuesta de ondas de diversas frecuencias. Cuando un
rayo de luz blanca pasa por un prisma se separa en sus componentes de
acuerdo a la longitud de onda asi:

600 950
Longitud de onda en nandmetros

EL FOTON: LA LUZ COMO PARTICULA

A muy altas energias, por ejemplo cuando la luz puede interactuar con.un
atomo se observan comportamientos muy diferentes. La luz se comporta.como
una particula golpeando electrones fuera del &tomo. A esta

se le llama

El foton se puede entender-como un paquete de energia electromagnética, o

luz. Este fue propuesto por Albert Einstein para explicar el efecto fotoeléctrico
(cuando la luz golpea con un electron de un atomo y lo saca fuera del atomo).
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Tipos de ondas
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Ya sabemos que cuando hacemos pasar la luz a través de un prisma éptico se produce el
efecto llamado dispersion que consiste en la separacion de las distintas longitudes de onda
gue forman el rayo incidente.

La luz blanca produce al descomponerla lo que llamamos un espectro continuo, que
contiene el conjunto de colores'que corresponde a la gama de longitudes de onda que la
integran.

odo-argentina.net

Sin.embargo, los elementos quimicos en estado gaseoso y sometidos a temperaturas
elevadas producen espectros discontinuos en los que se aprecia un conjunto de lineas que
corresponden a emisiones de solo algunas longitudes de onda. El siguiente grafico
muestra el espectro de emision del Na (sodio):

wu todo-argenting. net (i)

El conjunto de lineas espectrales que se obtiene para un elemento concreto es siempre el
mismo, incluso si el elemento forma parte de un compuesto complejo y cada elemento
produce su propio espectro diferente al de cualquier otro elemento. Esto significa que cada
elemento tiene su propia firma espectral.

Si hacemos pasar la luz blanca por una sustancia antes de atravesar el prisma s6lo
pasaran aquellas longitudes de onda que no hayan sido absorbidas por dicha sustancia y
obtendremos el espectro de absorcién de dicha sustancia. El grafico siguiente muestra el
espectro de absorcién del sodio:

wuw todo-angenting . net

Observéa que el sodio absorbe las mismas longitudes de onda que es capaz de emitir.

La regularidad encontrada en los espectros discontinuos supone un apoyo muy importante
para comprender la estructura de los &tomos.

En el siguiente gréfico podés ver los espectros de emision de algunos elementos:

Como habréas deducido las ondas producidas por la piedra en el estanque son ondas
transversales.

El sonido es'un ejemplo de onda longitudinal. Cuando hacemos vibrar un objeto, éste
transmite la vibracion a las moléculas de los gases que componen el aire que se
encuentran proximas a él. A su vez las moléculas que han sufrido la perturbacion se la
transmiten a sus moléculas vecinas, de forma que la onda se va alejando del foco sonoro.

Observa las siguientes imagenes, en las que representamos las zonas de compresién y de
dilatacion tipicas de una onda sonora:
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CONCLUSIONES
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