Introduccidn a los métodos dpticos

ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION MOLECULAR

UV-VIS
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Electromagnetic spectrum showing representative molecular processes
that occur when light in each region is absorbed. The visible spectrum spans the
wavelength range 380 to 780 nanometers (1 nm = 192 m).
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Figure 10.14

Energy level diagram showing difference
between the absorption of infrared radiation
(left) and ultraviolet—visible radiation (right).

-1 CAGRT Electronic Transitions Involving n,
o, and © Molecular Orbitals

Wavelength Range

Transition (nm) Examples

o—g* < 200 —C C—H

n—a* 160-260 H-0, CH3;OH, CHsCl
m—Tn* 200-500 C=C, C=0, C=N, C=C
n—mn* 250-600 C=0, C=N, N=N, N=0



ctromagnetica
CRsiow «w-t,}i;g Gt oAy

Emision de rayos gamma 0,005-1,4 A - Nuclear

Absorcion, emision, 0,1-100 A — Electrones internos

fluorescencia y difraccidén

de rayos X

Absorcién ultravioleta 10-180 nm 1x10%a 5x10* Electrones de enlace

de vacio

Absorcion, emisién y 180-780 nm 5x10*a 1,3x 104 Electrones de enlace

fluorescencia ultravioleta :

visible

Absorcion y dispersion 0,78-300 um 1L3x10*a 33x 10° Rotacién/vibracion

Raman infrarroja dc moléculas

Absorciéon de microondas 0,75-3,75 mm 13-27 Rotacion de
moléculas

Resonancia de espin Jem 0,33 Espin de los

electronico electrones en un
campo magnético

Resonancia magnética 0,6-10 m 1,7 1072 a I x 103 Espin de los nicleos

nuclear €n un campo
magaetico

*1A=10"nmm = 10"%cm

Inm=10"m=10""cm
lym = 107°m = 107* am




Clases de técnicas espectrométricas

Clase Potencia f(C) Ejemplo de técnica
radiante medida

Emision Emitida, Pe Pe =k.C Emisién atémica ¢
Fluorescencia atomica

Luminiscencia | Luminiscente, PI| Pl=k.C Fluorescencia
molecular |
Fosforescencia

Dispersion Dispersada, Pd Pd=k.C Nefelometria

Absorcidon Incidente, Po log (Po/P)=k.C | Absorcion atémica 3

Transmitida, P

Absorcion molecular ¥




Absorcién de radiacién UV-VIS

por una molécula
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Heat
Fluorescence hy
hv < hv'or hv"




Absorbancia

wvsorcena  ESpectros de absorcion

Espectros de absorcion de atomos: Picos agudos
debido a transiciones electronicas

=
(b Yapor da benceng

Espectros de absorcion de moléculas poliatomicas:
senes de lineas de absorcion muy préximas entre
si asociadas a cada transicion electronica, debido 2
la existencia de numerosos estados vibracionales.
For lo tanto el espectro tiene la forma de una
banda de absorcion.
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I =N° de fotones / (s cm?) =P / cm?

Definiciones T=1/Io

A=-logT

P: potencia radiante
I: flujo fotonico



Lambert, matematico, siglo XVIII:

| = lo exp(- k b)

Beer, fisico aleman, siglo XIX:

| =lo exp(-kK’ b c)
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Ley de Beer
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Curva de calibracion Espectro

A fija, c variable c fija, A variable
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Fe2* + 3ferrocina?- — Fe(ferrocina)$-
complejo de color purpura
X =

| |
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Longitud de onda (nm)

Espectro de absorci6n visi-

~ ble del complejo Fe(ll)(ferrocina); que se

utiliza en el anélisis colorimétrico del hie-

-~ La ley de Beer en anilisis

quimico
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pg de Fe analizado

Curva de calibrado que
muestra el cumplimiento de la ley de Beer
por parte del complejo Fe(II)(ferrocina),
que se utiliza en la determinacién de hierro
en suero. Todas las muestras se diluyen a un
volumen final de 5,00 ml. Por consiguiente,
1,00-ug de hierro equivale a una concentra-
cién de 3,58 x 105 M.



Aditividad de Absorbancias Co(ll), Cr(lll) en agua

AN =eh . b.C,+eM. . b.C,

------ Cr+Co iguales conc.
------- suma Cr+Co

Absorbancia en 1 cm

L 1 Y I
400 500 600
longitud de onda / nm



Desviaciones con respecto a la ley de Beer

.

FET Interacciones Entre centros
Limitaciones absorbentes

Reales
\ Alta concentracion de iones
il

no absorbentes

€ # Cte.

Quimicas Se debe a cambios quimicos asociados

Desviaciones a cambios en concentracion

Aparentes
Radiacion policromatica
Instrumentales’
R Luz espurea



‘Desviacion de origen quimico

color 1

Hin —H + In"
color 2

Coeficientes de absorcion molar / M cm™’

430 nm 570 nm
Hin 630 7120
In 20600 961

A, (medida) = Ay (HIn) , A, (In)



Absorbancia
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Absorbance

Al passed by
wavelength selector

Efecto de la radiacion policromatica

Absorbance

Wavelength

N

Concentration

Figure 10.23

Effect of wavelength on the linearity of 3
Beer's law calibration curve.



Efecto de la radiacién policromatica

Longitudes de onda A y A
A=ebc= Log 119 I=I0107¢°°¢
A'=¢" bdc=Log II'—,O . T=Tol0™® "¢

An=Log 10 1° =Log (o +I'0) ~ Log (o 10"+ 10 10 °°)



Supongamos que Io representa una fracciénr de Io: r=Io'/Io

-t-:bC ‘G'bC)

Am = log( Io (1+r))-log (To 10 +r Io 10

Am=log(1+r)+e bC-.Iog(1+r10(8.'£')bc)

rap realmente monocromdtico

Am serd funcién
lineal de C si

' ’ . . '
€  prdcticamente monocromdtico

(92]
|

dA . g - [r(e-¢)10(c-)bC]
d (bC) [1+r10(e-¢)PC]

- 8 Ed dA/d(bC) — ¢
Cuando , -
(bC) > o -

"~ sigre dA/d(bC) — ¢



CUBETAS IDENTICAS PARA MUESTRA Y REFERENCIA

Reflection losses

at interfaces

a Transmittance (T)

:

>

—

-—

v

P
I'=— and %T=Tx100
0
Incident
Where: P, = Power of incident beam,  veun, 7,

P= Power of emergent beam

T = Psolution/ Psolvent

Scattering losses

/ in solution

.. Emergent
beam, P

5

Reflection losses
at interfaces



ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION

Selector
de A

SIMPLE HAZ

Io

L Detector

Proc. Sefial

y Lectura




ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION

DOBLE HAZ

- espejo rotatorio
S{Z\@ espejo semitransparente
Selector | 20 : 4 & ‘,‘ ' Proc. Sefial,
@—A de A TN M ' y Lectura |
espejo \<> R ;/ espejo

A =log (Ir/I)



» Suficiente energia radiante en el intervalo de long. de onda utilizado
> |=cte durante la medicion

Longitud de onda, nm 100 200 400 700 1.000 2.000 4000 7000 10000 20000  40.000
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11| AT Common Sources of Electromagnetic Radiation for Spectroscopy

Source

Wavelength Region

Useful for

H, and D, lamp
tungsten lamp

Xe arc lamp

Nernst glower
globar

nichrome wire
hollow cathode lamp
Hg vapor lamp

laser

continuum source from 160-380 nm
continuum source from 320-2400 nm
continuum source from 200-1000 nm
continuum source from 0.4-20 pm
continuum source from 1-40 um
continuum source from 0.75-20 um
line source in UV/VIis

line source in UV/Vis

line source in UV/VIs

Abbreviations: UV: ultraviclet; Vis: visible; IR: infrared.

log(Relative intensity)

Figure 10.8

Wavelength

Emission spectrum from a typical continuum

source.

UV molecular absorption

Vis molecular absorption

molecular fluorescence

IR molecular absorption

IR molecular absorption

IR molecular absorption

atomic absorption

molecular fluorescence

atomic and molecular absorption, fluorescence and scattering

Intensity

N !

Wavelength

Figure 10.9
Emission spectrum from a typical line source.



Fuentes de radiacion

Fuentes continua: emiten radiacion que varia de forma gradual con la longitud de onda.
Lampara de deuterio, lamparas de arco de Ar, Xe o Hg (region UY). Filamento de W (visible).
Solidos calentados a 1500-2000 K.

10 ] Arco de xenon
. Arco de carbdn
104 = Lampara de tungsteno

/' Emisor de Nernst

A

Energia relativa

2000 K

I [

504 1000 1500 2000 2500 3000
Longitud de onda, nm

Fuentes de lineas: emiten un namero limitado de lineas o bandas cada una abarca un
intervalo limitado de longitudes de onda. Lamparas de vapor de Hg v Na brindan pocas lineas
agudas en el UV-visible. Las lamparas de catodo hueco vy las lamparas de descarga sin
electrodos son las fuentes de lineas mas importantes para los métodos de absorcién atomica
y fluorescencia. Los laseres tienen elevada intensidad, ancho de banda muy angosto (<01
nm), sefial coherente y se los utiliza en las regiones infrarrojo UV, visible



LAMPARAS DE DEUTERIO (UV) gas a baja presion

D2 + E(e) _)DZ*_) D, + D” + hV

E(e) = E(D,") = E(D’) + E(D”) +E(hv)
(E cinética) (entre 160 y 360 nm)



Longitud de onda, nm 100

Recipientes para muestras

200

400

700 1.000 2.000 4.000 7.000 10000 20,000 20.000
Region | EIV de vaclo U\’" Visible IR cercano IR IR lejano
(a) Materinles para } L 4
cubetas, ventanas, I '
lentes y prismas . Silice fundida o cuarzo .
1 [ ' 1
A Vidrio corex
. Vidnio silicatado
NaCl
KBr
) TiBro T
ZnSe y
l 1

Al igual que los elementos Opticos de los monocromadores, las celdas que contienen
las muestras se deben fabricar de un material que sea transparente a la radiacion de

la reqgion espectral de interés.






Volumen reducido

g4

& 5mm Smim 10 Z0mm Amim 1003w

Camino optico variable




Selectores de longitud de onda

Longitud de onda, nm 100 200 400 700 1.000 2.000 4.000 7.000 10,000  20.000 40.00

Regién espectral UV de vaclo| UV Visible | IR cercano IR | IR lejano

(b) Selectoresde [ | Prisma de fluorita
longitud de onda | |

Prisma de silice fundida o cuarzo

Prisma de vidno

L
'

Prisma de KBr

Continuos ﬁ Prisma de NaCl

J
1

3.000 lineas/mm Redes 50 lincas/mm

Cuia de interferencia

Filtros de interferencia

i Filtros de vidrio




Transmitancii, %

100

=0

Selectores de longitud de onda

Banda: grupo continuo y limitado de longitudes de onda.

Menores Ancho de Banda proporcionan selectividad en los métodos de absorcion y

emision
ESE representa el porcentaje de radiacion de determinada longitud de onda,

incidente en el selector que es transmitida en funcion de la longitud de onda.

Lonzitud de onda nominal

L Anchura il
~ handu afectiva

Ly de la
altwra

del pico

i

- = % de transmitancia |

Longitud de onda e

La anchura de banda efectiva es
una medida inversa de la calidad
del selector de longitudes de onda

Dos clases de selectores:

1. Filtros
1.1 Filtros de interferencia (operan
en el UV, visible & infrarrojo)
1.2 Filtro de absorcion (operan en
el visible)

2 Monocromadores
a. Prisma
b. Red



Filtros de interferencia espesor del material

Luz blanca 2 central
!f.
| L] ni=——

Palicula metalica

G=0—->nA'=2t
Capa del dieléctrico

Frrsy ."".-"' A L ey .".-"" Ly
A A A 21 I}
F,CaoF,Mg Ll l : l] j ,-?.:/1'!}'—3’,1:::—\
1

100 — indice de
| Anchura de banda refraccion del

efoctiva = 45 A dieléctrico
BO -

Banda estrecha de radiacion

(a)

| Archura de banda
afactiva = 48 A&
Anchura Anchura de bande
de banda efactiva = 15 A

i~
|
I ;" f llllr,:‘ f f-f ’ afactiva )
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Tanto por ciento de transmitancia
[

W 1™ s
S 5110 G215 G225 6840 EEQ
Longiud de onda, A

nA'= 2d



Tanta por ciento de transmitancia

Filtros de absorcion

Absorcidon: Construidos con un material que posee una banda de absorcion
(vidrio coloreado). Funcionan absorbiendo ciertas zonas del espectro. Tienen
anchuras entre 30 y 250 nm vy pueden tener una transmitancia de ~ 10% o
menos.

Corte: Los filtros de corte tiene transmitancias del 100% en una zona del
espectro visible que decae a cero en el resto. El acoplamiento de un filtro de corte
y uno de absorcion genera una banda esnectral estrecha

80—
100 —
s 0o - B Filtro de
absorcidn d:m”:n e 60 n interferencia
core = —
naranja E
| =
Filtroy g
verde n Anehura de
S0 -E 40— banda
3 E - Bfectiva Anchura de
I' Combinacién e | ~10 nm banda
II de los dos = 20 b 1/2 Filtro de absorcian  efectiva
filtras E Altura de mﬁﬂ e
" pico
0 [ —_ -
400 500 600 700 | |

Longitud de onda, nm 400 450 500 550
Longited de onda, nm



Elemento dispersor: red de difraccion

Monocromadores de red

Perpendicular
a la red Haz de difraccion con un
| i angulo de reflexion r
Haz monocromatico I — . . T
con un dngulo de 3 | e 2 nA d(EEIl I+ Sell F")
incidencia f | -

+ .1y rdeigual lado
delal alared




Monocromadores

Monocromador de red

Montaje Czerny-Turner

g
z
g-
u:
o
2

Randija de Rendija de

antrada saleda

Monocromador de prisma

E<|O 2}/%

Rendija die Lanta de
antrada colimacidn e .
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anfogqua SASES
A
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Dispersion de los monocromadores de prisma y red

Red
200 300 400 500 600 F00 S0
A, Am }_ - l _t_ { I : JI
(a)
Prisma de vidrio
200 360 400 450 500 600 BOO
) T, G AR T L TR L | ] | R I
AoAmo e Absorcién | | ! | T T
Prisma de cuarzo
200 250 300 350 400 S00600 800
) | i 1 | } | | I
aonm o} i | | f 11
(b}
A g
| 1 ] I | vl
0 50 10,0 15,0 20,0 25,0
Distancia y a lo largo del plano focal, cm
(c}

D = dispersion lineal (mm/nm)
mm de plano focal ocupado por
1 nm de radiacion



ruadiante P

Ancho de banda efectivo: AA

s o Rendijas del monocromador
| I |
| e | |
| { -
| r
| |
I [ oo it
w | mm— i i 2 controlar el diametro del orificio

: : : de salida se controla
| | | directamente el ancho de banda
| : | efectivo y por lo tanto el ancho de
| : | la banda espectral
|
| /—}h/l : _Anchura de banda efectiva
| |/
| A

Potencia l
|
|
|
l
|

T i, A, My4=D1.w (SBW)

“A *i"]‘ D = dispersion lineal (mm/nm)
Juste de
monacromdor, A mm de plano focal ocupado por

. .,
Figura 7-22. lluminacién de una rendija de salida por una ra- 1 nm de radIaCIC)n
diacion monocromdtica A, para distintos ajustes del monocro-

mador. Las rendijas de entrada y de salida son idénticas.

Resolucion (separacion completa sobre linea de base) AA=2 SBW
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KMnO, en agua

sw0.2nm
sw8nm

o
o
T

absorbancia

500 550
long. de onda / nm



Detectores de Radiacion

Longitud de onda, am 100 200 400 700 1.000 2.000 4.000 7.000 10000 20,000 40000
Rogién espectral Ve vaclo| UV Visible | IR cercano IR IR Icjano
(b) Detectores [ Placa fotogrifica
T |
) Tubo fotomultiplicador )
| [ L)
Fototubo .
Detectores < Fotocélula “
‘k rmoms 4 1
Diodo de silicio 7
L} j L
Detector de transferencia de carga
. Fotoconductor :
: ' ’ ;

Termopar (tensién) o bolémetro (resistencia)
Célula neumdtica de Golay

! ]

1
Célula piroeléctrica (capacitancia)




-1 A [\WA Characteristics of Transducers for Optical
Spectroscopy

Detector Class Wavelength Range Qutput Signal
phototube photon 200-1000 nm current

photomultiplier photon 110-1000 nm current

Si photodiode photon 250-1100 nm current

photoconductor photon 7506000 nm change in resistance
photovoltaic cell photon 400-5000 nm current or voltage
thermocouple thermal 0.8-40 pm voltage

thermistor thermal 0.8-40 um change in resistance
pneumatic thermal 0.8-1000 um membrane displacement

pyroelectric thermal 0.3-1000 um current




Celda fotovoltaica

Vidrio Capa delgada de plata

Semiconductor Selenio _
__~Caja de

plastico

Hierro

Uso: Region Visible

Senal: corriente del orden de 10 a 100 pA

Ventajas: Sencillo, robusto, bajo costo, no requiere fuente eléctrica externa
Desventajas: Respuesta varia con la longitud de onda, experimenta fatiga

a niveles de iluminacion altos y no responde bien a niveles de iluminacion
bajos



Fototubo de vacio

Alambre anddico 80

Haz de fotones

o
=1

Catodo
™ Electrones

| |-

Amplificador de

corriente continual 128

-
o

Senszibilidad, majw

— .
%:n

B

=

Flggtﬂﬂﬂ.ﬁiﬁﬁmﬂﬂ.‘f
ion de corrienta
~| continusde 80V | 200 400 600 800 1000

Longitud de onda, nm

Superficies fotoemisoras: K/Cs/Sb (117) Ag/Q/Cs (S-11) GalAs (128)

Efecto fotoeléctrico: h c/A =E+ ¢ (Einstein, 1905)



Tubos fotomultiplicadores

Varios electrones
por cada alectrén
incidenta

Momerosos electrones
por cada fotdn

Rajilla

" = Radiacian,

fre
Catodo
fotoemisor
Anodo, ~10°
electrones por cada
fotan

Ventajas: Altamente sensible (pueden detectar un solo foton). Tiempo de
respuesta extremadamente rapido.

Desventajas: Corriente oscura (debido a electrones emitidos térmicamente,
entonces enfriar por debajo de -30 °C).



Silicio tipo n: dopado con P (que reemplaza a 1 Si), exceso de e- libres
Silicio tipo p: dopado con Al, exceso de huecos

Diodos de Si

Unién pn polarizada inversamente diodos de Sien serie
U iC hvy Ay
G) @ / metalico @Agujgm Sitipop
@
Alambro © Electron , Zona de
Rogién p Roglén n de plomo despoblacion
(a)
Sitipo n
= 7 s {a)

2 Los fotones aumentan la conductancia a través de una

union pn polarizada inversamente.
Capa
de deplecion

Ay

&

Regién p Region n

Polarizacion inversa

(1025 mm

Son mas sensibles que el fototubo de vacio pero menos que el fotomultiplicador
190 a 1100 nm



SPECTRONIC 20

Cell

compartment

de 340 a 625 nm
(fototubo accesorio hasta 950 nm)

Ancho de banda: 20nm

Field lens

]' Entrance slit Objective lens

Tungsten lamp Grating

Occluder

Sample l'/l

\ Exit slit

Measuring

Wavelength
phototube

Light control cam

Filter
(b)



UV-VIS DOBLE HAZ

mirror @ F1It¢r @ Dpnc al® \ Reference
! assembly chﬂpper SUFERE I rnnqducer
~ 7 Deuterium U [ Chopper
é':». __________ ?J T % back-up Beam"

| Monochromator -

i /| /| Collimating

i f;” L;’ | mirror

| /o | I

] /o | l :

i /o I

! ' A

I re by

- 2 e S R

| 4 | : '_ Double—beam photometer |

| f:rf i | | Reference |

: v | | Reference compensator

! f% | | toroid mirror |

| Rotatable \" Entrance | | Exit, mirror C—  Reference |

i grating slit_ | | slit | f —————— S EI—— e y spherical |

Selector "= ——r—: EIEB: ' Y "F mirror |

l
l

e ~ Gratmg Entrance  Exit - MmIrror CDmhll‘lET \ |
0 dperture toroid tu:rrmd] N |

Tungsten mirror mm‘ur[ J_ \ jy Sample '

f _____________ j spherical |

I Sample » Sample Sample mirror |

| toroid compensator oo J

1

|. mirror mirror



Detector de arreglo de diodos

» Un arreglo de diodos (DAD) es una dispositivo con una distribucion lineal
de fotodiodos, sobre un circuito integrado.

» Se coloca en el plano focal de un espectrémetro para permitir la
deteccion simultdnea de un dmbito de longitudes de onda. En este aspecto,
puede pensarse como una version electronica de una placa fotogréfica.
» Los DAD son especialmente (tiles para registrar rdpidamente el
espectro de absorcion UV-Vis, ya que realiza un espectro completo en
aproximadamente un sequndo (promediando unos 10 espectros).

> Esta caracteristica los hace especialmente (tiles para la deteccién de

especies en aplicaciones cinéticas y en celdas de flujo de HPLC.



ESPECTROFOTOMETRO MULTICANAL HP8452A

 Barrido en aprox. 0,1 s
* de 200 a 820 nm

Transductor: arreglo de diodo
- Ancho de banda: 2 nm sau g iodos

Photodiode array

Lamp
Lens
Shutter

Debido a sus pocos componentes
apticos, el total de la radiacién es mucho mayor
que la de los espectrofotémetros tradicionales.
Como resultado, una Gnica ldmpara de deuterio
puede servir como fuente, no sélo para la region
ultravioleta sino también para la visible (hasta
820 nm)

Grating
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1= RGNS Selected Examples of the Application of UV/Vis Molecular Absorption to the Analysis

of Waters and Wastewaters

A
Analyte Method (nm)
Trace Metals

aluminum reaction with Eriochrome cyanide R dye at pH & produces red to pink complex 535
arsenic reduce to AsH; using Zn and react with silver diethyldithiocarbamate to form red complex 535
cadmium extraction into CHCl; containing dithizone from sample made basic with NaOH; pink to

red complex 518
chromium oxidize to Cr(Vl) and react with diphenylcarbazide in acidic solution to give red-violet product 540
copper react with neocuprine in neutral to slightly acid solution; extract into CHCIs/CH3;0H to give

yellow solution 457
iron react with o-phenanthroline in acidic solution to form orange-red complex 510
lead extraction into CHCl; containing dithizone from sample made basic with ammoniacal buffer;

cherry red complex 510
manganese oxidize to MnO,- with persulfate 525
mercury extraction into CHCl; containing dithizone from acidic sample; orange complex 492
zinc reaction with zincon at pH 9 to form blue complex 620

Inorganic Nonmetals

ammonia reaction with ammonia, hypochlorite, and phenol produces blue indophenol; catalyzed by

manganous salt 630
cyanide convert to CNCI by reaction with chloramine-T, followed by reaction with a pyridine-barbituric

acid to form red-blue dye 578
fluoride reaction with red Zr-sSPADNS lake results in formation of ZrFz2- and decrease in

concentration of the lake 570
chlorine (residual) oxidation of leuco crystal violet to form product with a bluish color 592
nitrate reduction to NO;~ by Cd, colored azo dye formed by reaction with sulfanilamide and

N-(1-naphthyl)-ethelyenediamine 543
phosphate reaction with ammonium molybdate followed by reduction with stannous chloride to

form molybdenum blue 690

Organics

phenol 460

reaction with 4-aminoantipyrine and KsFe(CN);s to form antipyrine dye



-1 CELWA Selected Examples of the Application of UV/Vis

Molecular Absorption to the Analysis of Clinical
Samples

A

Analyte Method (nm)
total serum protein reaction with protein, NaOH, and Cu?* produces

blue-violet complex 540
serum cholesterol reaction with Fe3+ in presence of isopropanol, acetic

acid, and H;50, produces blue-violet complex 540
uric acid reaction with phosphotungstic acid produces

tungsten blue 710
serum barbiturates barbiturates are extracted into CHCl;, and then into

0.45 M NaOH 260
glucose reaction with o-toludine at 100 *C produces

blue-green complex 630
protein-bound iodine decompose protein to release iodide; I- determined

by its catalytic effect on redox reaction between
Ce** and As** 420




