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Practica No. Espectrofotometria UV-Vis (rango visible) para la Determinacion de
Cobre en Muestras Acuosas mediante el Uso de Neocuproina

I.  Introduccion.
i) Fundamentos de la técnica analitica

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica ampliamente utilizada en quimica y
bioquimica para la cuantificacion de compuestos que absorben luz en las regiones ultravioleta
(UV) y visible del espectro electromagnético. Esta técnica se basa en la medicién de la absorcion
de luz por parte de una muestra a diferentes longitudes de onda, lo que permite determinar la
concentracion de sustancias en solucion. La espectrofotometria UV-Vis es particularmente Util
debido a su sensibilidad, precision y capacidad para analizar una amplia variedad de muestras,
desde compuestos organicos hasta biomoléculas complejas (Skoog, Holler & Crouch, 2018).

El rango visible del espectro electromagnético abarca longitudes de onda de aproximadamente
380 a 780 nm. En este rango, la luz es visible para el ojo humano, y la absorcién de luz en estas
longitudes de onda es responsable de los colores observados en soluciones y materiales sélidos.
En la espectrofotometria UV-Vis, la medicion en el rango visible se utiliza para estudiar
compuestos que presentan transiciones electronicas en sus estructuras moleculares, como los
cromaforos presentes en pigmentos, indicadores de pH y ciertos complejos metalicos (Harris,
2016). Estas transiciones electronicas pueden proporcionar informacién sobre la estructura
electronica y las propiedades quimicas de los compuestos analizados.

El principio fundamental de la espectrofotometria UV-Vis en el rango visible se basa en la ley de
Beer-Lambert, que establece una relacion lineal entre la absorbancia de una soluciony la
concentracion del analito presente en la misma. Esta relacion permite cuantificar de manera
precisa la concentracion de compuestos desconocidos mediante la comparacion con curvas de
calibracién obtenidas a partir de estandares conocidos (Hollas, 2004). Ademas, la
espectrofotometria en el rango visible es esencial en aplicaciones como el monitoreo de
reacciones quimicas, la determinacion de la pureza de sustancias y la evaluacion de parametros
ambientales, como la calidad del agua (Christian & O'Reilly, 2014).

La Ley de Beer-Lambert

La ley de Beer-Lambert describe la relacion entre la absorbancia de luz monocromatica (de
longitud de onda fija) y la concentracion de un cromoforo en solucion. Segun esta ley, la
absorbancia (A) se define como A= Log ( 1o/l )= € * C* I, donde I, es la intensidad de la luz
incidente, I es la intensidad de la luz transmitida, C es la concentracion del cromoforo en la
solucion, | es la longitud del camino dptico a través de la solucidn, y € es el coeficiente de
extincion molar (o especifico), que es una constante de proporcionalidad especifica para cada
cromoforo (Shriner et al., 2004).
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La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion, lo que significa
que un mayor nimero de moléculas en la solucidn resultard en una mayor interaccion con la luz.
Asimismo, la absorbancia depende de la distancia que recorre la luz a través de la solucion; a
igualdad de concentracion, cuanto mayor es la distancia, mas moléculas se encuentran en el
camino de la luz, aumentando la absorbancia. El coeficiente de extincién molar ( €) se expresa
generalmente en unidades de M~!-cm™, donde M es la molaridad de la solucidn. Si la
concentracion se expresa en unidades diferentes, como g-L !, el coeficiente de extincion se
denomina coeficiente de extincion especifico es y se expresa en unidades como g '-L-cm™! (Reid
& Svehla, 2004).

Es importante notar que la ley de Beer-Lambert es valida principalmente para soluciones
diluidas. En concentraciones mas altas, pueden surgir desviaciones de esta relacion lineal debido
a fendmenos como la dispersion de la luz, la agregacién de moléculas y cambios en el medio
circundante, lo que afecta la absorcion y, por ende, la precision de la medicion (Blanco &
Villarroya, 2002). Estas limitaciones deben ser consideradas durante el disefio y la interpretacion
de experimentos utilizando espectrofotometria UV-Vis.

En resumen, la espectrofotometria UV-Vis, y en particular la medicion en el rango visible, es una
técnica analitica fundamental que permite la cuantificacion precisa de compuestos absorbentes

de luz. Su aplicacion abarca desde el analisis quimico basico hasta estudios mas complejos en
ciencias ambientales y bioldgicas, haciendo de esta técnica una herramienta indispensable en
laboratorios de investigacion y control de calidad (Skoog, Holler & Crouch, 2018; Harris, 2016).

II.  Objetivos.
a. Implementacion de los fundamentos de la espectrofotometria para la determinacion de
Cobre, por medio de una reaccion complejométrica .
b. Elaborar y utilizar una curva de calibracion para cuantificar la concentracion de cobre en
muestras desconocidas.

II.  Materiales y reactivos.
Materiales Reactivos
Micropipeta HNO3 1%
Matraz volumétrico de 250,0 mL NH20H*HCL 0.05 M
Matraz volumétrico de 25,0 mL Neucoprina 98%
Matraz volumétrico de 10,0 mL
Balanza analitica Agua desionizada

Equipo de espectrofotometria UV-Visible)
Celdas de plastico

Tubos de ensayo

Espatula de cromo-niquel
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Iv.

V.

VL
VIL
VIIL

Nave de pesado
Piseta con agua desionizada
Piseta con agua desionizada

Reaccion

Procedimiento experimental.
Preparacion de los estindares:

Tomar 500 pL y 1 mL de un estandar de Cobre (1000 ppm) y llevar cada uno a un volumen de 25.0
mL con agua desionizada. Ajustar el pH de ambas soluciones a 4 utilizando HNO: al 1%.

Reducir el Cu** a Cu* agregando 5 mL de NH-OH-HCI (0.05 M) a cada solucion. Formar el
complejo Cu-Neocuproina afiadiendo 3 mL de Neocuproina, y extraer el complejo formado
utilizando 10 mL de Alcohol Isoamilico.

Tomar alicuotas de 100 uL y 1 mL de la soluciéon de 1 mL del estandar de cobre, y llevar cada una
a un volumen de 10.0 mL con Alcohol Isoamilico.

Preparacion de las muestras:

Pesar 0.91 gramos de Cu(NOs)2-3H20 y disolver en agua desionizada, completando el volumen a
250.0 mL. Tomar alicuotas de 3.0 mL y 3.5 mL de la solucién preparada, y llevar cada una a un
volumen de 25.0 mL con agua desionizada. Ajustar el pH de ambas soluciones a 4 utilizando HNOs
al 1%.

Reducir el Cu** a Cu* agregando 5 mL de NHOH-HCI (0.05 M) a cada solucion. Formar el
complejo Cu-Neocuproina afiadiendo 3 mL de Neocuproina, y extraer el complejo formado,
utilizando 10 mL de Alcohol Isoamilico.

Tomar una alicuota de 400 pL de la solucion de cobre de 3.5 mL, y completar el volumen a 10.0
mL con Alcohol Isoamilico.

Tomar una alicuota de 1 mL de la solucion de cobre de 3.0 mL, y completar el volumen a 10.0 mL
con Alcohol Isoamilico.

Analizar ambas alicuotas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 458 nm.

Resultados.
Graficos.

Conclusiones.
Cuestionario previo.
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1.- Defina los siguientes términos: absorbancia, extincion, densidad optica, transmitancia
porcentual, absortividad, absortividad molar, coeficiente de extincién molar, espectro de
absorcion, curva estandar.

2.- (Cual es el rango de longitudes de onda que corresponde al espectro visible de la luz?

3.- Mencione al menos dos aplicaciones practicas de la espectrofotometria UV-Vis en el
analisis de muestras quimicas o biologicas.

4.- Describa brevemente el proceso de preparacion de un estandar de cobre para analisis

espectrofotométrico.

5.- (Qué factores podrian causar desviaciones de la ley de Beer-Lambert en una muestra
real?

6.- ¢(Por qué es importante la formacion del complejo Cu-Neocuproina para el analisis
espectrofotométrico?

7.- (Qué sucede a nivel molecular cuando el Cu?* se reduce a Cu* en presencia de
NH2OH-HCI, y por qué es este paso crucial para la formacion del complejo con
Neocuproina?
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