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Resumen

La aparicion del espectrofotoémetro creado por Arnold Beckman en 1941 revolucioné el mundo de la biociencia. La coti-
dianidad actual de este instrumento ha conducido al desconocimiento de los alcances de su tecnologia. En esta investiga-
cién se reivindica al espectrofotdmetro y su creador como importantes generadores del desarrollo de la ciencia de los ulti-
mos 70 afios. En este articulo trazamos la evolucion de este importante instrumento cientifico desde su origen hasta las
perspectivas a futuro. En este recorrido por su historia, se incluyen ademas las nociones basicas de su funcionamiento, su
aplicacion en diversas areas y sus aportes mas significativos.
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Abstract

Instruments that revolutionized the science: The history of the spectrophotometer. The arrival of the spectrophotom-
eter created by Arnold Beckman in 1941 revolutionized the world of bioscience. The currently ordinariness of this instru-
ment has led to ignorance about the reach of its technology. The spectrophotometer and its creator are vindicated in this
research as important generators of the development of science in the last 70 years. In this article we trace the evolution of
this important scientific instrument from its origin to its future prospects. In this journey into its history, are also included

the basic concepts of its functioning, its application in several areas and its most significant contributions.
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Introduccion

La quimica ha avanzado a pasos agigantados en la ultima
centuria gracias a los avances tecnolégicos'. Todos los dias
aparecen nuevas técnicas y avanzados instrumentos cientifi-
cos que facilitan la tarea de los investigadores™. Sin embar-
£0, son pocos los instrumentos que logran volverse masivos y
accesibles a toda la comunidad cientifica como fue el caso del
espectrofotometro. Entre las décadas de 1950 y 1970, los
espectrofotometros fueron fundamentales en los laboratorios
clinicos y una potente herramienta para los investigadores'.
En la actualidad, son un aparato cotidiano en los laboratorios
quimicos, mientras que en los laboratorios hospitalarios se
utilizan analizadores automatizados que emplean los princi-
pios basicos heredados de este instrumento®’. La contribucion
del espectrofotometro a la quimica ha sido tan grande que
Bruce Merrifield, ganador del premio Nobel de Quimica en
1984, lo consider6 como ““probablemente el instrumento mas
importante jamas desarrollado para el avance de la biocien-
cia™. Es probable que todo estudiante de quimica haya tenido
la oportunidad de usar este instrumento al menos una vez. Sin
embargo, son pocos los que conocen su historia y los alcances
de su tecnologia. Es por ello que el objetivo del presente tra-
bajo es hacer un recorrido por la interesante historia del es-

pectrofotometro, incluyendo las nociones basicas de su fun-
cionamiento y su aplicacion en la quimica.

.Qué es y para qué sirve un espectrofotometro?

El espectrofotdmetro es un instrumento que permite pro-
yectar un haz de luz a través de una muestra y medir la
absorbancia (la cantidad de luz absorbida por la muestra) o
la transmitancia (la cantidad de luz que pasa a través de la
muestra, es decir, el reciproco matematico de la absorban-
cia)’. La cantidad de luz absorbida o transmitida a una
determinada longitud de onda es proporcional a la concen-
tracion del material. Si el material no absorbe luz por si
mismo, se puede mezclar con otros reactivos para obtener,
mediante una reaccidon quimica especifica, una solucion
que si absorba luz’. Los espectrofotometros actuales pue-
den medir sobre practicamente cualquier material (liqui-
dos, plasticos, papel, metal, telas, etc.), de alli su versatili-
dad y uso en diferentes disciplinas®. Las principales aplica-
ciones de los espectrometros son determinacion de la can-
tidad en una solucion de un compuesto en especifico (p.e.,
concentracion de hierro en la sangre, de cobre en un tejido,
etc.), identificacion de unidades estructurales especificas,
(ya que estas tienen distintos tipos de absorbancia), detec-
cion de niveles de contaminacion en aire y agua, determi-
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nacién de impurezas en alimentos y reactivos, determina-
cién de constantes de disociacion de indicadores acido-
base, y estandarizacidon de colores de diversos materiales

(p.e., plasticos y pinturas)®*’.

Historia de su invencion

El primer registro de un proto-espectrofotometro data de
1859, cuando un cientifico que estudiaba las caracteristicas de
los gases construyd un equipo para medir las energias absor-
bentes del dioxido de carbono, ozono, hidrocarburos y vapor
de agua. Para su sorpresa, los gases completamente incoloros
absorbian luz en algunas longitudes de onda mientras que
otras longitudes no eran absorbidas. Luego de varios afios de
desarrollo, el 8 de enero de 1935, el profesor Arthur C. Hardy
del Instituto Tecnologico de Massachusetts obtuvo una paten-
te para el espectrofotometro. Meses mas tarde, la compaiiia
General Electric presentaba el primer espectrofotometro re-
gistrado comercialmente basado en su trabajo'". Si bien los
espectrofotometros fueron bien recibidos, su uso y aplicacion
todavia eran limitados®.

En 1940, Amold O. Beckman y sus colegas del National
Technologies Laboratories Company, utilizando un amplifi-
cador de un medidor de pH, un prisma de vidrio y una fotocé-
lula de tubo de vacio, fabricaron su primer espectrofotome-
tro®. El rendimiento de este primer modelo no fue satisfacto-
rio, por lo que se lo modificé en un modelo B. La sustitucion
del prisma de vidrio por uno de cuarzo generd una sorpren-
dente mejora en la capacidad para trabajar en longitudes de
onda ultravioleta (UV). En un modelo C se mejoro la resolu-
cion en longitudes de onda UV. Finalmente, se desarrolld un
modelo D, conocido como el modelo DU, que incorporo la
parte electronica dentro de la caja del instrumento e incluy6
una nueva lampara de hidrogeno'?. Este modelo poseia una
mayor resolucion y una menor pérdida de luz, lo que aumentd
el rendimiento y la precision de las mediciones de un 25% a
un 99%, estableciendo un nuevo estandar de calidad en los
analisis quimicos’. Este espectrofotometro se vendid a un
precio inicial de US$723 y se mantuvo con el mismo disefio
desde 1941 hasta que fue descontinuado en 1976. A lo largo
de sus 35 anos de vida comercial, se vendieron mas de 30.000
unidades a distintos laboratorios quimicos, bioquimicos,
clinicos e industriales®.

A partir del espectrofotometro DU se desarrollaron miles de
aplicaciones, siendo las mas importantes la medicion de vi-
tamina A en cuestion de minutos (anteriormente se demoraba
21 dias), la deteccién de contaminantes organicos en aguas
subterraneas, el estudio de ensayos enzimaticos y el primer
analisis quimico completo del acido desoxirribonucleico
(ADN)". El estallido de la Segunda Guerra Mundial generd
que el espectrofotometro se utilizard en investigacion con
fines bélicos. Por ejemplo, se estudio el tolueno para la pro-
duccion del explosivo trinitrotolueno (TNT), y se utilizo el
benceno y los butadienos para la produccion de caucho sinté-

tico, necesario en la fabricacion de neumaticos para jeeps,
aviones y tanques de guerra. Para este fin, Beckman Instru-
ments y Shell Development se unieron en 1942 para crear el
primer espectrofotometro infrarrojo (IR), que permiti6 subsa-
nar la demanda de caucho natural. El espectrofotometro tam-
bién fue una herramienta importante para los cientificos que
estudiaron y produjeron la penicilina de uso médico que se
utilizd durante la misma guerra'.

Luego de la revolucion generada por el espectrofotometro de
Beckman, otras compafiias empezaron a comercializar distin-
tos modelos de este instrumento. El espectrofotometro Spec-
tronic 20 desarrollado por Bausch & Lomb en 1953 se con-
virtié en un instrumento estandar de la industria y probable-
mente el espectrofotometro mas utilizado en el mundo debido
a su bajo costo y alta precision’. A principios de los afios
ochenta, aparecieron los espectrofotdmetros controlados por
microprocesadores, automatizando y reduciendo el tiempo de
analisis, lo que aumentd nuevamente el rendimiento de este
instrumento. En la actualidad, se contintia con el perfeccio-
namiento de los espectrofotometros, sobre todo en el area de
la tecnologia informatica®. Los espectrofotémetros modernos
son capaces de detectar la estructura y determinar cuantitati-
vamente la mayoria de los elementos quimicos, por lo que sus
campos de aplicacion son amplios: analisis de aguas, de sue-
los, bioquimica, toxicologia, medicina, ciencias forenses,
industria petrolera, farmacéutica y alimenticia, entre muchos
otros.

Breve historia de un gran innovador: algo mas que un
instrumento

Amold Orville Beckman (1900-2004) naci6 en Cullom (Illi-
nois, Estados Unidos). Se recibi6 de licenciado en Ingenieria
Quimica de la Universidad de Illinois en 1923 y se doctord en
quimica en el California Institute of Technology en 1928'.
En 1935, mientras era profesor en Cal Tech, fund6é National
Technologies Laboratories, donde desarroll6 el primer medi-
dor de pH, siendo este instrumento su primer éxito comercial.
Sin embargo, su mayor éxito se produjo con el desarrollo del
espectrofotometro DU en 1940. A principios de la década de
1950, su compania Beckman Instruments Inc. surgié como un
importante proveedor de una amplia gama de instrumentos
médicos y de investigacion, y un importante fabricante de
computadoras electronicas para la automatizacion industrial'®.
Durante esa época, casi todos los laboratorios de bioquimica
y clinicos del mundo tenian un medidor de pH Beckman, un
espectrofotometro Beckman DU, una ultracentrifuga analitica
Beckman y otros instrumentos de la compaiiia®.

Gracias al éxito de su compafiia, Beckman logr6é hacer una
fortuna. Sin embargo, lejos de volverse un magnate inescru-
puloso, cred la Fundacion Arnold y Mabel Beckman, median-
te la cual financio el establecimiento de cinco importantes
institutos cientificos dentro de diversas universidades".
Beckman recibié grandes reconocimientos no s6lo como
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inventor, sino también como lider civico y empresarial. Debi-
do a su distinguida carrera en la aplicacién de la ciencia al
bienestar publico, Beckman fue galardonado con la Medalla
Nacional de Tecnologia, la Medalla Nacional de Ciencia y la
Medalla de Bienestar Publico por la Academia Nacional de
Ciencias®.

. Cémo funciona un espectrofotometro?

Un espectrofotometro en general consta de los siguientes
componentes: una fuente de luz, un dispositivo de enfoque,
un filtro de luz, una celda o cubeta de absorcion, un fotode-
tector y un dispositivo de visualizacion™ (ver figura 1). La
fuente de luz debe proporcionar longitudes de onda de luz
correctas e intensidad constante. Tipicamente, se utiliza una
bombilla de filamento de tungsteno, que proporciona luz en la
longitud de onda de 380 a 800 nandmetros (nm), cubriendo la
region visible, y lamparas de hidroégeno o deuterio para la
region UV, ya que producen longitudes de onda entre los 190
y los 380 nm'’. Mediante una lente (el dispositivo de enfo-
que), la luz es concentrada en un solo haz. El funcionamiento
del espectrofotometro consiste en hacer pasar este rayo de luz
a través de un monocromador, un dispositivo optico de multi-
ples piezas, que selecciona s6lo una porcion estrecha del es-
pectro de luz". Luego, la luz seleccionada pasa a través de la
cubeta de absorcion, que contiene la muestra que se esta ana-
lizando. Las cubetas son redondas o rectangulares y estan
construidas de vidrio, cuarzo, silice fundida o plastico. Es
importante que el material de la cubeta no absorba luz en las
longitudes de onda en las que se esta midiendo. Debido a que
el vidrio optico absorbe luz por debajo de los 350 nm, se uti-
lizan cubetas de cuarzo para trabajar en el rango UV. Cuando
la luz pasa a través de la muestra, parte del espectro es absor-
bido por la misma. La capacidad de absorcion de la radiacion
depende de la estructura de las moléculas, siendo definida por
su grupo funcional’. La luz no absorbida por la muestra sale
de la cubeta y llega un fotodetector, que registra la transmi-
tancia’. La transmitancia optica (T) es la relacion entre la
cantidad de luz transmitida por la muestra y la cantidad de luz
incidente, y generalmente se expresa en forma de porcentaje.
Si una muestra posee una transmitancia del 50%, significa
que transmite la mitad de la luz que recibe. Una magnitud
derivada de la transmitancia es la absorbancia (4), definida
como el logaritmo negativo de la transmitancia:

A =—logT

La utilidad de la absorbancia radica en que sus valores son
directamente proporcionales a la concentracion de la sustan-
cia absorbente (c¢), a través de la llamada ley de Lambert-
Beer:

A=c¢lc

donde / es la longitud del camino 6ptico (el largo de la cubeta
que contiene a la muestra) y ¢ es el coeficiente de absorcion
molar (propia de cada sustancia)®"’. Teniendo la absorbancia

de la muestra, el largo de la cubeta y la constante, podemos
despejar la concentracion de nuestra muestra.

Los espectrofotometros nos permiten medir el espectro de
absorcion completo de una sustancia. El espectro de una
muestra es una representacion grafica de la cantidad de luz
que se absorben en funcion de la longitud de onda®. En la
figura 2 podemos observar espectros de absorcion del agua
proveniente de diversas fuentes y épocas del afio. En este
ejemplo, la absorbancia a 350 nanémetros (nm) puede ser
utilizada como un indicador del contenido relativo de lig-
nina en la materia organica disuelta en el agua. La lignina
es un polimero fendlico que compone la madera de las
plantas vasculares y que absorbe radiacion fuertemente a
los 350 nm. Gracias al espectrofotometro podemos inferir
que el agua pura no contiene lignina, pero si hay presencia
de este material en los arroyos, especialmente en las épo-
cas de lluvia debido al arrastre de material terrestre hacia
los arroyos'™. En este sentido, diferentes longitudes de
onda aportan distinta informacion sobre la composicion y
concentraciéon de un compuesto en particular”™'*?,
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Fig. 2: Espectros de absorcion del agua proveniente de diferentes
fuentes. La longitud de onda a 350 nm es un indicador del contenido
de lignina en la materia orgénica disuelta presente en el agua.
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Consideraciones finales

Desde principios de la década de 1950, los espectrofoto-
metros han sido un instrumento corriente en laboratorios
quimicos y médicos. En la actualidad, su cotidianidad en
una gran variedad de campos ha conducido a un descono-
cimiento de las implicancias y del alcance de esta tecno-
logia. Es por ello que es necesario reivindicar al espectro-
fotémetro, y a los que han aportado a su causa, como gene-
radores del gran avance de la quimica en los ultimos 70
afios'. Los recientes desarrollos tecnoldgicos en el area de
la informatica, junto con el perfeccionamiento de los foto-
detectores y las ldmparas, han permitido producir espectro-
fotometros cada vez mas rapidos, precisos y con una re-
producibilidad inimaginables. Es por ello que los aportes
realizados hasta ahora por este instrumento tal vez sélo
sean el inicio de muchas otras contribuciones a la qui-
mica.
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