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ESPECTROFOTOMETRIA

= S&0 metodos que utilizam a radiacéo eletromagnética para medir as
concentracOes de substancias quimicas em solucéo. -

* Uma vez que as substancias absorvem ou emitem radiagao eletromagnética
(LUZ), podemos fazer uso desta propriedade (ABS ou emissao) para fazer

analises (qualitativas ou quantitativas).
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Figura 1 - Feixe de luz incidente e transmitido.




Propriedades da Radiacao Eletromagneética

Caracteristicas Caracteristicas
Ondulatorias Corpusculares
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Parametros de uma onda

= E a oscilagdo de um campo elétrico (E) e um campo magnético(B) se
propagando perpendicularmente no espaco, que atravessam o espaco
vazio a uma velocidade 3,00x108 m/s.

}o— Comrpomento e Onda () ) _..Jl Eletnico (E)

Figura | . llustracao de uma onda eletromagnética plano-polarizada : E= campo el’etrico; B= campo
magnéticao. A = comprimento de onda



Radiacao eletromagneética

Grandezas importantes — Comprimento de onda (A — lambda), frequéncia ( v ), velocidade (v ) e
amplitude (A)

k (comprimento)

/\ /\ Unidade (A ) para varias regioes espectrais

(a) Comprimento de onda, A, o~ . . o
\\/ \\ longo e baixa freqiiéncia, v. Regido Unidade Definicao
Raio X Angstrom A 10-'° m
l . Ll r N
lﬂ‘ﬂ) Ultravioleta visivel Nanometro, nm 10-° m

/ﬁ /\ /\ /\ /\ / Infravermelho Micrometro pM 10-4m
— (b) Comprimento de onda, A,

\/ \/ \/ \/ \/ \/ curto e alta freqiiéncia, v.

7:.(curlo|) Unidade (v): Hertz (Hz) ou ciclo/s
C
\.//P(\A//\\/,/\\//\\//\\A//_’ (c) Mesmo comprimento de onda
e mesma freqiiéncia do que Unidade (8): m/s ou Km/'s
(©) em (b), mas baixa amplitude.

Figura 2: Ondas eletromagnéticas.



Radiacao como particulas

Fig. 3 - Energia de um feixe luminoso em funcéo do
tempo

Particulas portadoras de energia
chamada fotons

A Intensidade de um feixe de
radiacao e proporcional ao
numero de fotons




RelacOes entre Energia (E), Frequéncia (v) e comprimento de onda (1)

E=nh.v em que, h = 6,626x103* j.s (constante de Planck).
C=AV em que, ¢ = 2,998x108 m/s (velocidade da luz no vacuo)
E=h.c

A

Energia Alta, Frequéncia (v) alta e A pequeno

Energia Baixa, Frequéncia (v) baixae A grande

Planck — determinou a minima quantidade de energia que um foton pode
transportar.



O espectro eletromagnético
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Setores de comprimento de onda

10




Absorcao da Energia

= Quando um feixe atravessa uma camada de solido, liquido e gas a energia
e transferida aos atomos, moléculas ou ions presentes na amostra.

Increasing energy
] of orbits
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Menor A maior E, maior LT~
alteracao 7\




Consequéncias da absorcao da radiacao

= Depende da quantidade de energia absorvida e do comprimento de onda

Radiacoes Alteracoes

Raios Y’ Promovem altera¢des no nucleo E=hc
dos atomos 7

micro-ondas Alteram somente o estado

rotacional das moléculas.

UV-Vis Rotacoes , vibracoes
transicoes eletronicas
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Figura 3. Diagrama de niveis de energia para uma molécula. Os niveis Ec. E1 e E=z
referem-se a trés niveis eletrénicos, cada um deles com trés niveis vibracionais (e._g.
Vpi1 @ Vpa para o nivel E;); 0os niveis rotacionais ry3y a rias estdao associados ao nivel
vibracional v,3. Sdo0 mostradas apenas as transigbes eletronicas a partir do estado
fundamental (Eg). Na pratica, os niveis de energia nao sdo equidistantes.



“Sempre que uma solucao for colorida seu A estara entre
400 e 700 nm”

absorvida transmitida
| |

./ nm cor cor complementar
380-420 verde-amarelo
420-440 amarelo
440-470 | laranja |
470-500 | azul-verde
500-520
520-550 verde-amarelo
550-580 amarelo
580-620 IR
620-680  azul-verde
680-780




Espectro de absorcao

Absorbancia

Absarbdncia

Figura 4. Representacdo de espectros de absorgdo na regido do visivel mostrando
a) valores hipotéticos para as transigdes eletrénicas e b) espectro continuo obtido na

pratica.

comprimento de onda / A

comprimeanio de onda /A

= |dentificar estruturas
moleculares

= |dentificar o comprimento de
onda de maxima absorbancia

= Informacoes sobre transicoes
eletronicas.



Comprimento de onda de Absorcao maxima de compostos
com ligacoes simples, duplas isoladas e duplas conjugadas.

Composto Comprimento de onda
de absorcao maxima (A)

CH,=CH, 162nm Espécies
CH=CH 177nm organicas
CH=N 1 75nm com duplae
(CH,),C=0 187nm tripla ligagcao
CH,=CH-CH=CH2 217nm absorvem na
CH,=CH-CH=CH-CH=CH-CH,OH 258nm regiao do
Retinol ( 5 ligagcoes duplas conjugadas ) 360nm ultravioleta

Licopeno ( com 14 ligagoes duplas 470nm
conjugadas)
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ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIVEL

= Absorgao de luz pelas solugoes (ultravioleta — até regiao visivel)

Ultravioleta (ndo visivel) <380
Violeta 380 a 450
Azul 450 a 500
Verde 500 a 570
Alaranjada 590 a 620
Vermelha 620 a 750

Infravermelha curta 750 a 2000



ABSORCAO DE LUZ

ip= Feixe de luz incidente
" i= Feixe de luz de transmitido
| = Espessura da solugao ou caminho otico




ABSORCAO DE LUZ




* capacidade de transmitir a luz

Transmitancia T9%= 1./l x 100

Transmitancia (o)

T 5 T
LI L ToL 7L ¥ 1L 4 3

Absorbancia

* capacidade de absorver a luz

Absorbancia
A=-log,,T =-log,(1./1,)







LEI DE LAMBERT-BEER

Lambert (1728-1777): observou que a intensidade da luz transmitida por um
meio absorvedor era proporcional a espessura do meio pela qual a luz passava

Beer (1825-1863): Observou que a intensidade da luz transmitida por um meio
absorvedor era proporcional a concentragao da espécie absorvedora

e A=€clcC

A=absorbancia

€ = coeficiente de absorcao
|= distancia percorrida pela luz
C= concentracao




DESVIOS DA LEI DE LAMBERT-BEER

" |ei de Lambert-Beer valida para condi¢oes
restritas:

= Radiacoes monocromaticas
= Para solucoes diluidas (0,01 mol L-1). A

= Nao ter mais de uma substancia absorvente de
luz na mesma substancia.

Concentragao



ESPECTROFOTOMETRO

= Mede a quantidade de fotons absorvida
depois de passar pela amostra.




COMPONENTES DO ESPECTROFOTOMETRO

Y - -~ I

- Lampada

- Colimador

- Prisma ou rede de difracao
- Fenda seletora

- Cubeta

- Detector

- Leitor

‘ta 0 A0 O
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ESPECTRO DE ABSORCAO

= ¢ um grafico mostrando como absorbancia ou a absortividade molar variam com
o comprimento de onda

Absobéncla ——

450 500 550 600 700

Comprimento de onda (nm)



PRINCIPAIS METODOS PARA DETERMINACAO DE CHOs

Antrona

Fenol
com
extracao
em etanol
80%

Colorimetria (hidrolise
com oxalato de amonio,
reagao com antrona e
posterior e medicao de
absorbancia em
espectrofotometro

Colorimetria ( reagao
com fenol e ac. Sulfurico
e posterior medicao de
absorbancia em
espectrofotometro

* E especifica para
determinar acucares

* Baixo custo

* E um método preciso

* Especifica para
determinar agucares

* Baixo custo

* Meétodo preciso

* Dispensa hidrolise da

amostra, pois utiliza ac.
Sulfirico concentrado.

E uma analise muito sensivel

Pode conter interferentes que alteram
a absorbancia afetando o resultado
Analise laboriosa, varias etapas

Nao permite identificar e quantificar
os CHOs individualmente

E uma analise muito sensivel

Pode conter interferentes que alteram
a absorbancia afetando o resultado
Fenol € cancerigeno

Nao permite identificar e quantificar
os CHOs individualmente

Adaptado Dubois et al., 1956; Deriaz ,1961.



PRINCIPAIS METODOS PARA DETERMINACAO DE CHOs

Antrona

Fenol com extracao em etanol 80%



DOI: 10.5433/1679-0359.2015v36n1p401
Comparacio entre técnicas para determinacéio de agiicares soliveis
em alimentos utilizados na nutri¢cio de ruminantes

Comparison of techniques for determination of soluble sugars used
in feed for ruminant nutrition

Céandida Camila dos Reis'"; Douglas Sampaio Henrique?; Edimara Schervinski’;
Juliano Zanela*; Leonel Vinicius Constantino?®; Rafael Dallo®

Tabela 1. Composigio bromatologica e concentragdo dos carboidratos soluveis da cana-de-aclcar, capim estrela,
milho moido e farelo de soja.

Composicio* Cana-de-agicar Capim estrela Milho moido Farelo de soja
MS 913,2 905,2 8770 908,3

PB 36,16 143,47 90,03 487,96

EE 15,5 11,6 45,6 18,5
MM 434 79,3 22,1 75,9

CT 904.,9 770,8 8423 417,6
CHOs 228,17 11,70 22,91 113,40
CHOs 216,52 19,38 27,35 116,80

{fenal)
* Valores expressos em g kg !
MS Matéria Seca; PB Proteina Bruta; EE Extrato Etéreo; MM Matéria Mineral; CT Carboidratos Totais; CHOs - Carboidratos
Soliveis determinados pela técnica da antrona; CHOs - Carboidratos Soliveis determinados pela téenica do fenol.
Fonte: Elaboragio dos autores.




PRINCIPAIS METODOS PARA DETERMINACAO DE CHOS

Fenol Colorimetria (hidrolise E especifica para determinar ¢ E uma analise muito sensivel
com reacao com fenol e ac. acucares * Pode conter interferentes que
extracao sulfurico e posterior e ¢ Baixo custo ( nao utiliza alteram a absorbancia afetando o
em agua  medicao de absorbancia etanol para extracao) resultado
em espectrofotometro) ¢ Maior bem-estar ao * Fenol é cancerigeno

laboratorio, visto que nao vai * Nao permite identificar e

inalar alcool proveniente da quantificar os CHOs

extracao, quando se volatiliza individualmente

durante o banho maria

* Dispensa hidrolise da
amostra, pois utiliza ac.
sulfurico concentrado, assim
a metodologia tem menos
etapas
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