Quimica Biolégica | TP 1: ESPECTROFOTOMETRIA

OBJETIVOS:

- Reforzar el aprendizaje del uso del espectrofetdm

- Realizar espectro de absorcidon de sustancias:motciones de dicromato de potasio.

- Realizar una curva de absorbancia vs concentracio

- Determinar la concentracién de una muestra pnadlée dicromato de potasio.
FUNDAMENTO:

La espectrofotometriacomprende una serie de técnicas analiticas upadasnalisis cuali y
cuantitativo.

Una radiacion electromagnética se puede descrdomocun flujo de particulas llamadas
fotones, o bien como una onda propagandose erpaties De esta Ultima descripcion se
toma el concepto de longitud de onda, definiénadmmo la distancia entre dos maximos
consecutivos de la onda.

Esta es inversamente proporcional a la energia dedma, de tal manera que el espectro de
radiaciones electromagnéticas abarca un amplicordegenergias, las de menor energia son

las ondas de radio y las de mayor energia sofatasdias radiacion gamma.
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REGIOH DEL ESPECTRO

Las moléculas tienen un estado energético que esdepaiterar por la absorcion de radiacion
electromagnética a determinada longitud de ondajul se puede medir para realizar un
estudio cuali o cuantitativo.
Las principales ventajas de la espectrofotometria s

» Sensibilidad relativa elevada.

» Facilidad para realizar mediciones rapidas.

» Grado de especificidad relativamente elevado.



Para obtener la maxima sensibilidad en una detagidin debe conocerse la longitud de onda
de mayor absorcién de la sustancia analizada, guielera coincidir con una alta absorcién
de otras sustancias presentes en la reaccion.
Cuando una radiacion electromagnética de intengigadaviesa un medio homogéneo, parte
de la radiacion es absorbida por la muestra yparee es transmitida con una intensidade
tal manera que se define transmitancia de una mauesmo la relacién entre la radiacion
transmitida versus la intensidad luminosa incidehtenultiplicado x 100:
% T =i x100

I
La absorbancia es una medida de la cantidad dgyfariaminosa incidente absorbida por una

sustancia en solucion. Esta relacionada con Traasaom por medio de :

A=-LogT A =1log (100 / %T)

La Ley de Lambert y Beer expresa que la absorbancia de una solucion estatinente
proporcional al camino recorrido por la radiaciéeceomagnética y a la concentraciéon de la
solucion.

A =abc

A: absorbancia

a: absortividad especifica de cada soluto

b: distancia recorrida por el haz de luz en cm

c: concentracion de la solucion

La absortividad es la constante de proporcionalglael nos permite igualar la ecuacion, sus
unidades dependeran de b y c, ya que la absorbaociiene unidades; si b estd en
centimetros y ¢ en moles por litro, la absortividedara en litros / mol centimetro y se
denomina coeficiente de absorcion molar (E).

Requerimientos para poder aplicar la Ley:

- La medicion del % de T es realizada con luz moomoética

- La medicion del % de T es realizada a una regeabsorcion del componente a estudiar.

- Lareferencia es elegida de tal manera que CafdmuT= 100% o A= 0%

- La naturaleza de la solucion debe ser tal queasgmision responda a variaciones de C.



Espectrofotometro

Los aparatos de medida de la absorcion de la iadisslectromagnética se denominan

espectrofotdmetros y pueden representarse de f@nwila mediante el siguiente esquema:

FUENTE MOHOCROMADOR  COLIMADOR  CUBETA  FOTOTUBO  REGISTRO
DE LUZ DE MUESTRA

La luz procedente de la fuente se hace pasar éstid@l monocromador, que la desdobla en
haces monocromaticos. El colimador tiene una rard#j ajuste variable, y segin su abertura
se obtiene luz de una determinada longitud de badangitud de onda que se desee utilizar
se selecciona variando la posicion del monocromddotuz que sale del colimador se hace
pasar por la solucion y luego incide sobre el fdiot donde se detecta. La sefial se envia a un

registrador, el cual puede ser la escala de urmgataetro calibrado.

Calibracién del espectrofotometro

Prender el equipo llevando la llave hacia arribgpdfar 15 minutos para que los circuitos
alcancen temperatura.

Elegir la longitud de onda deseada con el selector.

Verificar 0% de T. Se realiza en modo transmitanciaolocando un cuerpo negro en
reemplazo del tubo

Ajustar con el blanco el 0% de absorbancia traligaon la tapa cerrada.

Reemplazar el blanco de reactivos por la muesarsafizar y leer el valor correspondiente de

absorbancia.

Espectro de absorcion
Consiste en un gréfico que representa el % T dblsoancia en funcion de la Longitud de
onda a la cual se realiza la medicion, para uniamghgo de longitudes de onda y para una

misma concentracion ¢ de la muestra.



Permite determinar las longitudes de onda oOptimasaldsorcion y las concentraciones
adecuadas de trabajo.

Pasos para realizar un espectro de absorcion :

Prender el equipo y dejar estabilizar.

Seleccionar la longitud de onda.

Ajustar 100 % T 0 0 % A con el Blanco de reactivos.

Reemplazar el blanco por la muestra y leer absordan

Seleccionar una nueva longitud de onda y repetiofeeraciones.

Graficar Absorbancia vs longitud de onda y selew@i@quella donde la A sea maxima.

Curva de calibracién Absorbancia vs Concentracion

Permite determinar la concentracion de una mugstégnita

Preparar una muestras de concentracion conocidgecignte utilizando los mismos diluyentes
y reactivos que se empleara en la preparacion meégtra incognita.

Medir la absorbancia de estas muestras.

Medir la absorbancia de la muestra problema.

Graficar Absorbancia vs concentracion.

Si la sustancia cumple con la Ley de Lambert y Bterafico sera una recta y sera posible
sacar un factor ya que la pendiente de la recéalaenisma en todos los puntos. Asi se podra

calcular la concentraciéon de la muestra problema.

Si la sustancia no cumple la Ley, el grafico seva curva y se extrapolara dentro de un rango

apropiado para calcular el valor de la muestralprod.



PARTE EXPERIMENTAL

1- Espectro de absorcién de solucion de DICROMATD BOTASIO para determinar la
longitud de onda a la cual presenta su maxima eidsor

Preparar solucién 0,5 xTM

Llevar a cero con agua antes de realizar cadardechMedir las absorbancias a distintas
longitudes de onda, con intervalos de 20 nm, d&gtenm hasta 500 nm.

Graficar curva de absorbancia versus longitud d&aon

Observar cual es la longitud de onda de mayor algsoque se utilizara para realizar la curva

de calibracion y determinar la concentracion deranastra problema.

2- Confeccion de la curva absorbancia versus coramon:
A partir de la solucion patron realizar cinco dianes: 1/2; 1/4; 1/6; 1/8; 1/10.
Medir sus absorbancias a la longitud de onda detada anteriormente y graficar

absorbancia versus concentracion.

3- Determinar con la grafica anterior la concenéracle la muestra problema.



