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La espectroscopia es el estudio de las interacciones de la radiacion
electromagnética con atomos y moléculas. Estas interacciones,

gue incluyen absorcion o emision, son pruebas altamente sensibles
de las estructuras atomicas y moleculares.

Dependiendo de la longitud de onda de la radiacion absorbida o emitida,
los métodos espectroscopcos se clasifican generalmente en:

Espectroscopia ultravioleta
Espectroscopia visible
Espectroscopia infrarroja.



Componentes del instrumento usado en espectroscopia.

La mayoria de los instrumentos espectroscopicos incluyen cinco
componentes basicos:

1) Una fuente de energia radiante

2) Un selector de longitud de onda (selecciona una region

del espectro para hacer la medicion)

3) Uno 0 mas compartimentos para la muestra

4) Un detector de radiacion, (convierte la energia radiante

en una sefial medible, normalmente eléctrica)

5) Un sistema que procesay lee la senal.



Figura 20-4

Componentes de distintos lipos de
instrumentos para espectroscopia
dptica: a) espectroscopia de
absorcidn; b) espectroscopia de
Nuorescencia y dispersion; c)
espectroscopia de emision.
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Espectroscopia de absorcion molecular.

Toda molécula es capaz de absorber ciertas longitudes
de onda caracteristicas de la radiacion electromagnética.
En este proceso, la energia de la radiacion es transferida
temporalmente a la molécula y, como consecuencia de
esto disminuye la intensidad de la radiacion.
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Regiones del espectro
electromagnético. (Tomado de C. N.
Banwell, Fundamentals of Molecular
Spectroscopy, 3a. ed,, pdg. 7,
McGraw-Hill, Nueva York, 1983.)
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Fig. 2 Transitions of absorption and emission invol ving vibronic energy levels of a hypothetical
molecule. Radiative and nonradiative transitions are denoted by solid and dashed lines, respec-
tively. S, Singlet ground electronic state; 5. singlet excited eleclronic state; T,, triplet excited
electronic state; i, vibrational quantum numbers (0, 1, 2, 3, . . ) for sublevels of Sa: v, vibrational
quantum numbers (0,1, 2,3, . . ) for sublevels of §,.
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Transmitancia.

La transmitancia de una solucion se define como la
fraccion de radiacion incidente transmitida por la solucion:

T =P/Po

Generalmente la transmitancia se expresa en porcentaje.

Absorbancia.

La absorbancia de una solucion queda definida por la ecuacion:

A = -10g10T = log10 Po/P

A = log Po/P = log Psolvente/Psolucion



Ley de Beer. Aplicaciones y limitaciones.

De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia se relaciona linealmente
con la concentracion de la especie absorbente (c) y con la longitud de
la trayectoria (b) del haz de luz:

A = abc

a es una constante de proporcionalidad denominada absortividad.
Cuando la concentracion c se expresa en moles por litro y la
longitud en cm, la constante se denomina absortividad molar: e,

y tiene unidades de L cm-1 mol-1.

La ley de Beer so6lo describe adecuadamente el comportamiento
de la absorcion en soluciones diluidas.



Table I

Ultraviolet Absorption Characteristics of Amina Acid Residues’

Absorption Absorption
maxima minima Far-UV absorption
Amino acid A £, A £, £y Fo- £

Tryptophan 196.7 20.60 203.3 19.40 17.60 20.50 19.60

2180 16.70
Tyrosine 192.5 47.5 208.0 4.88 42.80 35.50 5.60

2232 8.26
Phenylalanine 187.7 59.60 202.5 8.96 54.50 12.30 9.36

206.0 9.34
Histidine 2113 5.86 198.4 4.22 557 4.35 5.17
Cysteine 2.82 1.94 0.73
Half-cystine 3.25 1.76 1.05
Methionine 2.69 2.11 1.86
Arginine 13.1 6.61 1.36
Acids’ .61 .46 023
Amides 6.38 206 040
Lysine 0.89 0.20 0.11
Leucine 0.67 0.19 0.10
Alanine 0.57 015 0.07
Proline 0.54 015 0.07
Serine .61 16 0.08
Threonine 0.75 .18 0.10

+ Molar extinctions (& X 10-3 M~ cm™") and wavelengths (nm} are from Fasman
(1992). Data are evaluated at pH 7.

b Aspartic acid or glutamic acid.

* Asparagine or glutamine.
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Fig.3 Potential energy curves representing the ground (5y) and excited (5,) electronic stales of a
hypothetical molecule (left), and the profile of the corresponding absorption spectrum (right).
Other notation is defined in Fig. 2. (See the Appendix.)
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than that of F.) Adapted from wetlaufer (1962).



Teoria de la Absorcion Molecular.

Las especies moleculares tienen un numero limitado de niveles de energia,
siendo el nivel mas bajo de energia el estado fundamental.

En equilibrio térmico, casi el 100% de las moléculas se encuentran en el
estado fundamental, puesto que existe una gran diferencia de energia
entre el estado fundamental y el estado electronico excitado

(105 — 106 J/mol).

Cuando un foton de radiacion pasa cerca de una molécula es probable
gue se produzca su absorcion, solo si la energia de éste coincide
exactamente con la diferencia de energia existente entre el estado
fundamental y el estado de energia superior: estado excitado.



Luego de un tiempo breve (10-8 a 10-9 seQ), y la especie se
relaja volviendo a su estado basal, cediendo el exceso de
energia a otros atomos o moléculas del medio:
Proceso no radiante
Reemision de radiacion: Fluorescencia

M + hu = M* M especie en estado basal

M* especie en estado excitado

M* = M + calor



Tipos de transiciones moleculares.

Las moléculas experimentan tres tipos de transiciones
cuando absorben radiacién ultravioleta (UV), visible (VIS)
o infrarroja (IR):

Transicion electronica.

Transiciones vibracionales

Transiciones rotacionales.

La energia total asociada a un orbital de una molécula esta dada por:

E = E electrénica + E vibracional + E rotacional



Figura 21-8

Tipos de vibraciones moleculares. El
signo + indica 2l movimiento del
plano de la pdgina hacia el lector; el
signo — indica el movimiento del
plano de la pigina alejindose del
lector.
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Diagrama parcial de los niveles de
energia en ¢l que se muestran alguncs
de los cambios de energia que se
producen durante la absorcién de la
radiacién infrarroja (IR), visible

" (VIS) y ultravioleta (UV). Obsérvese
que con algunas moléculas, la
transicin desde £, hasta £, y E,
puede necesitar radiacién UV de
distintas longitudes de onda. Para
otras moléculas, las transiciones hasta
E, y E, se pueden producir por
absorcién de radiacién visible.
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Absorcion Infrarroja.
Todas las moléculas organicas absorben la radiacion IR.

La espectrocopia IR es uno de los métodos analiticos mas
utilizados.

La absorcion IR implica transiciones entre niveles de energia
vibracional asociados con el mas bajo estado electronico
excitado de las moléculas.

El nUmero de vibraciones posibles de una molécula se relaciona
con el nimero de enlaces que contiene y por tanto con el nimero
de atomos que la conforman.

El nUmero de vibraciones es grande, aun para la molécula mas
simple, con distintos niveles de energia.

La absorcion IR ocurre no s6lo con moléculas organicas, sino
tambien con compuestos inorganicos sencillos (CO,, CO, H,S, SO,),
asi como con distintos tipos de complejos metalicos unidos covalentemente.



Absorcion de laradiacion UV y VIS

La longitud de onda a la que absorbe una molécula organica depende de la
fuerza con que estan unidos sus distintos electrones.

Los electrones compartidos en enlaces simples como C-C o C-H estan unidos
tan fuertemente, que la absorcion ocurre solo en la region UV del espectro (A <
180 nm). En esta region también absorben los componentes del aire, por lo cual
ésta no es una region util para hacer mediciones.

Los electrones que participan en enlaces dobles y triples no estan unidos tan
fuertemente, y por lo tanto, pueden ser mas facilmente excitados por la
radiacion. Presentan picos de absorcion en la region UV (A > 180 nm).

Los grupos funcionales organicos insaturados que absorben en las regiones UV
0 VIS se denominan cromoforos.

Los electrones no compartidos en elementos como S, Br y | estan retenidos
menos fuertemente que los electrones compartidos en un enlace saturado.
Moléculas organicas que contienen estos elementos normalmente presentan
bandas de absorcion utiles en la region UV.



Absorcion de la radiacion UV y VIS.

Las moléculas absorben radiacion visible de forma tal que promueven a

los electrones a los niveles vibracionales del estado electronico excitado (E1).
Para promover los electrones a estados electronicos excitados superiores (E2),
se requiere una radiacion de mayor energia, como la radiacion UV.

Los electrones que contribuyen a la absorcion de la radiacion UV y VIS por

las moléculas organicas son:

1) Los electrones compartidos que participan directamente en la formacion

2) del enlace entre atomos y que ademas estan asociados a mas de un atomo, y
3) Los electrones no compartidos o externos que estan localizados principalmente
alrededor de atomos como el oxigeno, los halogenos, el azufre y el nitrégeno.



Absorcion de laradiacion UV y VIS.

Las caracteristicas de absorcion de una molécula dependen del estado
en gue se encuentre y del solvente en que se encuentre disuelta.

Estado gaseoso, las moléculas se encuentran lo suficientemente separadas
para poder rotar y vibrar lioremente; por eso se observan una gran cantidad
de picos de absorcion.

En solucién, estado condensado, la libertad de rotacion se limita enormemente,
por lo que se borran las lineas debidas a las diferencias en los niveles de
energia rotacional.

En presencia del solvente, las energias de los distintos niveles vibracionales
se modifican de una manera irregular.

Ejemplo, en presencia de hexano se aprecian solo los picos que corresponden
a las transiciones electronicas. En un solvente polar, agua, los picos electronicos
se mezclan dando un espectro en forma de un pico suave y ancho.



Figura 21-10

Espectros de absorcion ultravioleta
comunes, El compuesto es 1,2,4,5-
tetrazina. (De 8. F. Mason, J. Chem.
Soc., 1959, 1 265. Con autorizacion.)

Absorbancia

(a) Vapor

(b} Solucidn
de hexano

(c) Solucién
acuosa

450

500

Longitud de anda, nm

550 600



Porcentaje de wransnutancia

Mimero de onda, cm™

10,000 5000 2500 1800 1400 1200 950 850 800 750 700 650
100 - - — : .
- 2] CH.CHLCH.CI
80 3 r/‘ ¥ g s =
i 1_{ f / \
&0 [ | il il LAY e =
| 4 Tensidn [
40 {—1 Tensién IL c—n i] A“
— C—H {—{tidaldehida 'I ;f :
20 {1 metilo — ; Figura 21-15
A & . s !
0 B v I‘en:l(; E IC——II}EaxI:]ﬂcrl'nldo—l - Espectro infrarrojo de n-buzanal (n-
1 7 3 ; '4 R e TV T [ L e € butiraldehido). Obsérvese que en las

ordenadas hay transmitancia en vez

Longitud de onda, mm L
o de absorbancia.



12,000 ——
11.000 -
10.000 -
9000 7
8000 7 Y, pH13
7000 -
W 6000 -
5000 -
4000 1 Y, pHs
3000
2000 -

1000

8000 -
pH13 - pH6
4000

AE

-4000 T T T T 3 T
210 230 250 270 290 310 azo
Wavelength [nm|

Fig.5 Ultraviolet absorption spectra in the wavelength interval 210 < A < 330 nm of tyrosine (Y)
at pH 6 and the tyrosinate anion at pH 13. The bottom trace shows the difference in absorption
spectra. Note the very large increase in absorbance near 240 nm on deprotonation of the phenolic
OH group and the near invariance of the spectrum to deprotonation in the region 265-275 nm.

Adapted from Wetlaufer (1962).
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Espectroscopia de Fluorescencia.

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas
son excitadas por la absorcion de radiacion electromagnética. Las

especies excitadas se relajan al estado basal, liberando su exceso
de energia como fotones.

Ya que en el estado excitado parte de la energia siempre se pierde en
procesos no radiantes (transiciones vibracionales), la luz emitida es
siempre menor que la luz absorbida, y la fluorescencia de un cromoforo
ocurre a una longitud de onda mas larga que su absorbancia.

La emision fluorescente es mucho mas sensible que la absorcion

de luz a los cambios del ambiente. Un amplio rango de interacciones
0 perturbaciones pueden afectar este estado y por consiguiente el
espectro de emision. Otro factor a considerar en la fluorescencia es
la transferencia de energia entre residuos



Espectroscopia de Fluorescencia.
Las ventajas principales de este método son:

a) su sensibilidad, uno o dos ordenes de magnitud mayor que
la espectroscopia de absorcion, y

b) los grandes intervalos lineales, los cuales son mayores que la
espectroscopia de absorcion.

Normalmente, el tiempo de vida de una especie excitada es breve
porgue hay diversas formas en las cuales un atomo o una molécula
excitada liberan su exceso de energia y se relajan a su nivel basal.

 Relajamiento no radiante y
* Relajacion fluorescente.



Relajacion no radiante
Colisiones entre moléculas excitadas y las moléculas del solvente.

En estas colisiones, el exceso de energia vibracional se transfiere a las
moléculas de solvente: pequefio incremento de la temperatura.

La relajacion vibracional es un proceso eficiente. El tiempo de vida promedio
de un estado vibracional excitado es de aproximadamente 10-15 s.



Fluorescencia.

Las moléculas electronicamente excitadas se pueden relajar a cualquier
estado vibracional del estado electronico basal.

Las bandas de fluorescencia estan formadas por bandas de longitud de onda
mas larga, (menor energia) que la banda de radiacion de excitacion:
corrimiento de Stokes.

La fluorescencia es uno de los mecanismos mediante los cuales una molécula
vuelve al estado basal después de que ha sido excitado.

Todas las moléculas tienen el potencial para fluorescer. La mayoria no lo
hace porque su estructura proporciona vias no radiantes por las cuales puede
ocurrir la relajacion a una velocidad mayor que la emision fluorescente.

El rendimiento de cuantos de fluorescencia molecular (®) corresponde a la
proporcion del numero de moléculas que fluorescen en relacion al numero
total de moléculas excitadas.

® = Rf / Rf + Rr Rf, relajacion fluorescente
Rr, relajacion no radiante



Fluorescenciay estructura.

Los compuestos que tienen anillos aromaticos fluorescen, y su eficiencia cuantica
aumenta con el numero de anillo y su grado de condensacion.

La fluorescencia se ve particularmente favorecida por la rigidez de la molécula.
La rigidez de la molécula disminuye la velocidad de la radiacion no radiante al
punto en el cual la relajacion por fluorescencia tiene el tiempo suficiente para ocurr

En la mayoria de las moléculas la eficiencia cuantica de la fluorescencia disminuye

Con el aumento de la temperatura,
Una disminucién de la viscosidad del solvente.

En ambos casos hay aumento de frecuencia de las colisiones.

La energia de la radiacion fluorescente es proporcional a la energia de excitacion
absorbido por el sistema y proporcional a la concentracion de la especie emisora,
a concentraciones bajas.

Cuando la concentraciéon aumenta (absorbancia > 0.05, o T< 90%) se pierde la
linearidad, quedando la fluorescencia bajo la linea recta: hay autoapagamiento.
Las moléculas de la especie fluorescente absorben la radiacion producida por
otras moléculas de la misma especie.
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Figure 11. Dependence on temperature of the relative fluorescence of (a) tyrosine (6 M)
at 303 nm (excitation at 274 nm) and of (b) tryptophan (1 wM) at 355 nm (excitation at

278 nm). The free amino acids were in 0.01 M potassium phosphate pH 7.0. Spectra were
recorded as described in Figure 9.
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Figure 1. Ultraviolet absorbance spectra of the aromatic amino acids in a 1 cm cell
in 0.01 M potassium phosphate buffer pH 7.0 26°C. (a) 1 mM phenylalanine; {b) 0.1 mM
tyrosine; {c) 0.1 mM tryptophan.



Table 1. Absorbance and fluorescence properties of the aromatic amino acids?

Absorbance Fluorescence Sensitivity

Amax Emax Amax ‘PFb Emax < ‘FFb

Amino acid {nm) (M~ 'em™ ) (nm) (M 'em™)
Tryptophan 280 5600 3556 0.13 730
Tyrosine 275 1400 304 0.14 200
Phenylalanine 2568 200 282 0.02 4

)
2 |n water at neutral pH; data are from ref. 10.
b e, Fluorescence quantum yield.
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Figure 8. Fluorescence spectra of the aromatic amino acids in 0.01 M potassium phos-
phate buffer pH 7.0 at 25°C. For the measurements, 100 .M phenylalanine, 6 pM tyro-
sine, and 1 pM tryptophan were used, with excitation at 257 nm, 274 nm, and 278 nm,

respectively.
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Figure 9. Fluorescence emission spectra of native (—) and unfolded (- - -) RNase T1.

Native RNase T1 (1.4 uM) was in 0.1 M sodium acetate pH 5.0; the sample of unfolded
protein contained 6.0 M GdmCl in addition. Fluorescence was excited at {a) 278 nm and
{(b) 295 nm. The band widths were 3 nm for excitation and 5 nm for emission. Spectra
were recorded at 26°C in 1 X 1 cm cells in a Hitachi F-4010 fluorimeter.



Ventajas:

Su sensibilidad es uno o dos 6rdenes de magnitud mayor
gue la espectroscopia de absorcion.

Intensidad de Fluorescencia:

F=P,dabc @ rendimiento cuantico
de fluorescencia

Se puede aumentar la intensidad aumentando P, con lo cual
Se aumenta la sensibilidad.

Absorbancia:

A =log(Po/P)
A = abc
c =k log(P,/P) k=1/ab

Al aumentar P, aumenta también P, por lo tanto no aumenta
La sensibilidad.



Ventajas y desventajas de la espectroscopia electronica.

Ventajas

1. La absorcidon y emision de luz por los cromoéforos de las proteinas es muy
intensa. Los aminoacidos aromaticos tienen coeficientes de extincion
relativamente altos.

2. Grupos prosteticos presentes en muchas proteinas como cofactores
absorben fuertemente en UV y VIS.

3. Se pueden detectar concentraciones muy pequefias de moléculas organicas.

4. El agua es transparente a radiacion UV y VIS. Se pueden analizar las
moléculas bioldgicas en soluciones acuosas sin interferencia del solvente.

5. La transicion entre dos estados electronicos que acompafia la absorcion
UV y VIS ocurre en una escala de tiempo muy breve (10-15 sec). Un gran
numero de procesos biologicos pueden ser analizados por espectrocopia
electronica.



Desventajas.

1. Generalmente no se obtiene una informacion detallada de la estructura de la
molécula.

2. La fluorescencia es muy sensible para analizar cambios estructurales de
macromoléculas, pero su intensidad es afectada por la temperatura. No sirve
para estudiar cambios dependientes de temperatura.

3. Debido a la sensibilidad de la espectroscopia de absorcion UV y VIS, la
muestra debe tener una pureza muy alta.



