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Introduccién

Desde hace muchos afos se ha usado el color como ayuda para reconocer las sustancias quimicas; al
reemplazar el ojo humano por otros detectores de radiacion se puede estudiar la absorcion de
sustancias, no solamente en la zona del espectro visible, sino también en ultravioleta e infrarrojo.

Se denomina espectrofotometria a la medicion de la cantidad de energia radiante que absorbe un
sistema quimico en funcion de la longitud de onda de la radiacion, y a las mediciones a una
determinada longitud de onda.

La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de cuantos de energia
llamados fotones; la luz de una cierta longitud de onda esta asociada con los fotones, cada uno de los
cuales posee una cantidad definida de energia.

Transmitancia

La figura muestra un haz de radiacion paralela antes y después de que ha pasado a través de una capa
de solucion que tiene un espesor de b cm y una concentracion ¢ de una especie absorbente.

Como consecuencia de interacciones entre los fotones y las particulas absorbentes, la potencia del
haz es atenuada. La transmitancia T de la solucidn es entonces la fraccion de la radiacion incidente
transmitida por la solucién:
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La transmitancia se expresa a menudo como porcentaje:
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Absorbancia
La absorbancia A de una solucidn se define mediante la ecuacién:

A=-logT= Iogll0



La mayor parte de los trabajos analiticos se realizan con soluciones de manera que vamos a
desarrollarla relacion que existe entre la concentracion de la solucién y su capacidad de absorber
radiacion.
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Medicion de Transmitanciay Absorbancia

La transmitancia y la absorbancia se miden en un instrumento llamado espectrofotémetro, la solucion
del analito se debe contener en algun recipiente transparente, tubo o celda.

Pérdidas por dispersion en la solucién
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Pérdidas por reflexion en interfases

Como se Ve en la representacion, ocurre reflexion en las interfases: aire-pared, tanto como en la
pared-solucion. La atenuacion del haz resultante es sustancial. Ademas, la atenuacion de un haz
puede ocurrir por dispersion de las moléculas grandes y a veces por absorcion de las paredes del
recipiente.

Para compensar estos efectos, la potencia del haz transmitido por la solucién del analito es
comparada cominmente con la potencia del haz transmitido por una celda idéntica que contiene
solamente solvente. Una absorbancia experimental que se aproxima mucho a la absorbancia
verdadera se obtiene con la ecuacion.
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Los espectrofotometros, estan a menudo, equipados con un dispositivo que tiene una escala lineal
que se extiende de 0 a 100%. De manera de hacer tal instrumento de lectura directa en porcentaje de
transmitancia, se efectan dos ajustes preliminares, llamados 0%T y 100%T.



El ajuste del 0%T se lleva a cabo mediante un cierre mecénico del detector.

El ajuste de 100%T se hace con el cierre abierto y el solvente en el camino de la luz.

Normalmente el solvente est4 contenido en una celda que es casi idéntica a las que contienen las
muestras.

Cuando la celda del solvente es reemplazada por la celda que contiene la muestra, la escala da la
transmitancia porcentual.

Los instrumentos actuales poseen un sistema electronico que realiza la operacién matemética y da la
respuesta directamente absorbancia. También hay que hacer una calibracion previa con el solvente o
blanco.

Aspectos Cuantitativos de las Mediciones de Absorcion

Ley de Beer

Consideremos un bloque de materia absorbente (sélido, liquido o gas). Un haz de radiacion
monocromatica paralelo con intensidad I, llega al bloque perpendicular a la superficie; luego pasa a
través de la longitud b del material, que contiene n particulas absorbentes (atomos, iones o
moléculas), la intensidad del haz disminuye a | como resultado de la absorcion. Consideremos ahora
una seccion transversal del bloque que tiene un area S (X x Y) y un espesor infinitesimal dx. Dentro
de esta seccion hay dn particulas absorbentes; asociada a cada particula podemos imaginar una
superficie en que ocurrird la captura del foton. Esto es, si un fotdn alcanza una de esas areas por
casualidad, ocurrird inmediatamente la absorcion. El &rea total de esas superficies de captura dentro
de la seccidn se designa ds; la relacion del &rea de captura al area total es ds/S.

En un promedio estadistico, esta relacion representa la probabilidad para la captura de fotones
dentro de la seccion.

La intensidad del haz que entra en la seccion, I, es proporcional al niumero de fotones por cm’ y por
segundo, y dly representa la cantidad removida por segundo dentro de la seccion, la fraccion
absorbida es entonces -dl,/I, y esta relacion también es la probabilidad promedio por captura. El
término tiene signo negativo para indicar que la intensidad del haz disminuye.

Recordemos que ds es la suma de las areas de captura para cada particula dentro de la seccion;
puede ser por eso proporcional al nimero de particulas ds = a. dn; siendo dn el nimero de particulas
dentro de la seccidn y o una constante de proporcionalidad, que se puede llamar seccion transversal
de captura.

Considerando las ecuaciones e integrando de 0 an

dl, ma-d
Lol

o |,

Queda



Luego de convertir los logaritmos a base 10 e invirtiendo la fraccion para cambiar de signo, se
obtiene:

IogLO - en
| 2,303-S

Siendo n el nimero total de particulas dentro del bloque.

La seccion transversal S se puede expresar en términos del volumen del bloque en cm® y su longitud
b en cm, entonces S = V/b

Sustituyendo en la ecuacién anterior, da:

lo_a-n-b
| 2,303-V

Se nota que n/V tienes las unidades de concentracion (esto es nimero de particulas por cm®), se
puede convertir a moles por litro.
El nimero de moles es

n particulas
6,02x10% particulas/mol

y ¢ expresado en mol/I:

n 1000 cm?/1
c=——molx——
6,02x10% V[cm®]

Combinando:

I, 6,02x10%-0-b-c
| 2,303-1000

Finalmente, las constantes de esta ecuacion se pueden reunir en una Unica constante: ¢
I0
IogT=a~b~c=A

Absortividad y Absortividad Molar

La absorbancia es directamente proporcional a la longitud del camino b a través de la solucién y la
concentracion c de la especie absorbente. Estas relaciones se dan como:

A=abc
Siendo a una constante de proporcionalidad llamada absortividad. La magnitud de a dependerd de
las unidades empleadas para b y c. A menudo b es dada en términos de cm y ¢ en gramos por litro,
entonces la absortividad tiene unidades de I-g™-cm™.



Cuando la concentracién se expresa en moles por litro y la longitud de la celda en centimetros, la
absortividad se llama absortividad molar, se designa como ¢ y tiene unidades de I-mol™-cm™,
entonces la absorbancia es:

A=¢bc

Curva de Calibracién

Denominamos espectro de una sustancia a la representacion de absorbancia (A) en funcion de
longitud de onda (1),este grafico presenta ondulaciones con maximos y minimos.

Para hacer las determinaciones cuantitativas se elige, en general, la longitud de onda correspondiente
a un maximo, pues el error de medicion es minimo y la sensibilidad maxima.

Para verificar el cumplimiento de la ley de Beer, se debe realizar la curva de calibracion; absorbancia
(A) en funcion de concentracion (c), para lo cual se preparan soluciones de la sustancia de
concentraciones conocidas y se mide la absorbancia a la longitud de onda elegida.

Curva de Calibracian

Si es vélida la ley de Beer, para esa sustancia a esas concentraciones, la relacién debe ser una recta,
que pase por el origen de los ejes cartesianos; a menudo se observan desviaciones debidas a diversos
factores.
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Aplicaciones de la Ley de Beer a Mezclas

La ley de Beer también se aplica a una solucion que contiene mas de una clase de sustancia
absorbente. Siempre que no haya interaccion entre las varias especies, la absorbancia total para un
sistema multicomponente esta dada por:

A=A +A+As+ ... +Ar=ebcit+tebetesbes+ ... +enbCy

Indicando los subindices 1,2, .. n, las especies absorbentes.
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Limitaciones ala Aplicabilidad de la Ley de Beer

Se encuentran pocas excepciones a la generalizacion que la absorbancia esta relacionada linealmente
a la longitud del camino éptico.

En cambio, las desviaciones de la proporcionalidad directa entre la absorbancia medida y la
concentracion, para b constante, son mas frecuentes.

Estas desviaciones son fundamentales y representan limitaciones reales de la ley.

Algunas ocurren como una consecuencia de la manera en que las mediciones de absorbancia se
hacen, o como un resultado de cambios quimicos asociados con cambios en la concentracion.

Otras ocurren a veces como desviaciones instrumentales.

Limitaciones Propias de la Ley de Beer

La ley de Beer es exitosa en describir el comportamiento de absorcion de soluciones diluidas
solamente; a concentraciones altas (generalmente mayores que 0,01 M), la distancia promedio entre
las especies responsables de la absorcion estd disminuida hasta el punto que cada una afecta la
distribucion de cargas de sus vecinas. Esta interaccion, a su vez, puede alterar la habilidad de las
especies para absorber en una longitud de onda de radiacién. Debido a que la extension de la
interaccion depende de la concentracion, la ocurrencia de este fendmeno provoca desviaciones de la
relacion lineal entre absorbancia y concentracion.

Un efecto similar se encuentra a veces en soluciones que contienen altas concentraciones de otras
especies, particularmente electrolitos. La proximidad de iones a la especie absorbente altera la
absortividad molar de la Gltima por atracciones electrostaticas, este efecto se disminuye por dilucion.
Se encuentran algunas excepciones entre ciertos iones o moléculas orgéanicas grandes, que presentan
interacciones significativas a concentraciones debajo de 0,01 M.



Desviaciones de la ley de Beer también surgen porque ¢ es dependiente del indice de refraccion de la
solucién; entonces, si cambios de concentracién provocan alteraciones en el indice de refraccion de
la solucion, se observan desviaciones de la ley.

Desviaciones Quimicas Aparentes

Surgen cuando un analito se disocia, se asocia, 0 reacciona con el solvente para producir un
producto teniendo un espectro de absorcion diferente del analito. Por ejemplo CrO,* en funcion del
pH va a absorber diferente.

Desviaciones Instrumentales Aparentes con Radiacién Policromética

Se observa una adhesion estricta a la ley de Beer solamente cuando la radiacion es monocromatica
verdadera; esta observacion es otra informacion del caracter limitante de la ley. El uso de radiacion
que esta restringida a una longitud de onda simple es raro porque los elementos que aislan porciones
de la salida de una fuente continua producen una banda mas o menos simétrica de longitudes de onda
alrededor de la deseada.

La derivacion siguiente muestra el efecto de la radiacion policromética de la ley de Beer.
Consideremos un haz que consiste de dos longitudes de onda A’ y A’’. Suponiendo que la ley de
Beer se aplica estrictamente para cada una de estas individuales, se puede escribir para A’

! !
| ’

A’:Iogl—?za'bc 0 7=108’bc -  I'=1;10°"
Igualmente para A”’
I!! I!!
A”=Iog|—3:a”bc o -2=10""° >  I"=1510"""
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Cuando una medida de absorbancia se realiza con una radiacién compuesta por ambas longitudes de
onda, la intensidad del haz emergente de la solucion viene dada por (I’ + 1’*) y la del haz procedente
del solvente por (lo” + 1o°”). Por lo tanto, la absorbancia medida A, de la muestra es:

(IE)+IS) (IE)+IS) 'be "bc
A, =lo =1lo , sov =log (15 +15) - log (I 10°°° + 17 10°
" e T 10 11 107 9o +1)-loglly ° )

De manera que la absorbancia medida es un rango (error de medicion instrumental).
Es conveniente hacer las mediciones en un maximo del espectro, para tener mayor sensibilidad y
menor error.

Tipos Generales de Instrumentos Para Mediciones de Absorcion Molecular

Ver en libros de texto de Analisis Instrumental esquemas de equipos de simple haz y de doble haz.

Titulaciones Fotométricas

Las mediciones fotométricas o espectrofotométricas se pueden emplear para localizar el punto de
equivalencia de una titulacion, siempre que el analito, el reactivo o el producto de la titulacion



absorban radiacion. Alternativamente un indicador absorbente puede proveer el cambio necesario de
absorbancia para la ubicacion del punto final.

Curvas de Titulacién

Una curva de titulacion fotométrica es un grafico de absorbancia, corregida por cambios de volumen,
como una funcion del volumen del titulante. Si se eligen las condiciones adecuadamente, la curva
consistira de dos regiones de lineas rectas con pendientes diferentes, una que ocurre al comienzo de
la titulacion y la otra ubicada més alla de la region del punto de equivalencia; se toma el punto final
como la interseccion de las porciones lineales extrapoladas.
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1: Analito no absorbe; reactivo titulante absorbe; producto no absorbe. e =€=10, er> 0
2: Analito no absorbe; reactivo titulante no absorbe; producto absorbe. ea = er=0, ep>0
3: Analito absorbe; reactivo titulante no absorbe; producto no absorbe. et =ep=0, 5> 0

4: Analito absorbe; reactivo titulante absorbe; producto no absorbe. g5 > &> 0, e1=0

5: Analito no absorbe; reactivo titulante absorbe; producto absorbe. e = 0, e1> >0

6: Analito no absorbe; reactivo titulante absorbe; producto absorbe. ex = 0, ep> &r>0
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