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O que é importante saber?

v Qual o fundamento da técnica?

v" Qual a aplicabilidade para a andlise de alimentos?
v Quais as vantagens/limitagdes?

v" Como funcionam os equipamentos?

v' Como a técnica se compara ds demais?

v" Como preparar as amostras?

TRINDADE DA QUIMICA ANALITICA

problema

H. Bergamin Filho, 1996

Espectrofotometria de absorgdo

molecular




Aplicagbes em andlises de alimentos

|= digeridos sulfiricos |
- NH,", PO,

|- digeridos nitro-percldricos ou nitricos
- 50,7, Al¥, Fe¥*, Mn?, ZnZ, Cd?*, Pb?%, Ni2*, Cr,0,%

\ = extratos aquosos |
- Cl-,NO;, NO,

-Taninos, flavonoides, anti-oxidantes, vitaminas, aclcares,
dcidos graxos, edulcorantes, conservantes, corantes, toxinas

Espectrofotometria <

(" / UV-vis

v absorgdo molecular

Qual o fundam

LV absorgdo em solugdo

ento da técnica?

Radiagdo eletromagnética

radiagdo eletromagnética

campo magnético

campo elétrico h= 6.6 x 1034 Js

c=3,0x108 m/s
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Espectrometria de absorgdo molecular

Moléculas
excitadas

S
M+ hv > M*

VRN

Moléculas Radiagdo eletromagnética
no estado fundamental caracteristica

Absorc¢do de radiagdo eletromagnética
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Absorcdo de radiagdo por
espécies moleculares

M + hv > M*

= transi¢des eletrdonicas
Energia = vibragdo

= rotagdo
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Absorcdo de radiagdo por
espécies moleculares

M + hv > M*

= transi¢des eletronicas
Energia = vibragdo

= rotagdo
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Espectros de absorgdo de diferentes substdancias
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absorc¢do

TABELA 14-2 Caracteristicas de Absorgio de Alguns Cromdforos Comuns

|
| Cromaforo

Carbonila

| Carboxila

|
Amido
Aza
Nitro

| Nitroso

Nitrato

Exemplo Solvente
CgH3CH == CH; n-Heptar
CsHjC=C—CH; n-Heplanc
O

CH3CCH; n-Hexano
o

CH;CH n-Hexano
o

CH;COH Eanal
o

CH3CNH;

CH3;N=NCH;

CH3NO;

CgHgNO

CaHiONO, Dioxano

Aman{nm)

300
665

Tipo de

Emiix Transigio
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10,006
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Aplicagdes em andlises de alimentos

|= digeridos sulfiricos |

- NH,’, PO

|- digeridos nitro-percldricos ou nitricos

- 50,2, Al*, Fe3, Mn?*, Zn2, Cd2*, Pb2, Niz*, Cr,0,2-

| = extratos aquosos

- €I, NOy", NO,-

-Taninos, flavonoides, anti-oxidantes, vitaminas, aclcares,

dcidos graxos, edulcorantes, conservantes, corantes, toxinas




Derivagdo quimica Espectros de absorcéo de diferentes substancias
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Andlise quantitativa Lei de Beer
branco solugdes de referéncia amostra
e D b
— > T=I,/I, (%T=100x T)
amostra — —
— ~— I, L > A=log(1/ T)=log(T,/ 1)
— — |:> e . o
R p c A=0= T=1= 100% transmissdo
1 2 3 4
O O O O O O3 A=1=T=0,1= 10% transmissdo
adigdo de o O O O O 43 90% absor¢do
reagente
o O O O O D .
= Lei de Beer: A = ¢bc
- O O -
e - 1 - 1 om-1
desenvolvimento o @ - [b]=cm; [c]=mol L' = [e] = L mol cm
da reagdo (At)
- = O -
c
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Lei de Beer

e > T=I,/I, (%T=100x T)
I, L > A=log(1/ T)=log(T,/ 1)
|:> E— oL
A=0= T=1= 100% transmissdo

A=1=T=0,1= 10% transmissdo
90% absor¢do

= Lei de Beer: A = ¢bc A

[b]=cm; [c]=mol L= [¢] =L mol! cm




Exercicio
Uma solugdo contendo 1,00x10> mol/L de uma substdncia apresentou
absorbancia de 0,540 em uma cela de 1 cm.
(a) Calcule a absortividade molar da substancia;
(b) Qual a concentragdo da substdncia em uma solugdo que apresentou

40% de transmissdo?

Andlise quantitativa

= Exemplo: determinagdo de ferro com 1,10-fenantrolina

2Fe3 + C4HgOy —2Fe?r + C4H Oy + 2H* phen = <O; ZO>
Fe2" + 3 phen — [Fe(phen);1* '

branco 5mglL! 10 mg Lt

Andlise quantitativa

Cre / mg Lt A 0.1
2,0 0,120 04
4,0 0,239
6.0 0,359 Mo ;o
8,0 0,478 ' :
10 0,598 !
0 2,0 40 C, 6,0 8,0 10
/ (mg L
A, =0,296 Cre/ (Mg L)

¢, =0,296 /0,0598 L mg!
¢, =495 mglL!

Exercicio

Para a determinagdo de ferro, uma amostra de espinafre (500 mg)
foi digerida em forno de micro-ondas com mistura de HNO; e H,0,
e o volume do digerido foi ajustado para 20,0 mL. Apés derivagédo
quimica, foi obtida a curva de calibragdo definida pela equagdo: A =
0,0142 Cr, (mg/L) + 0,0002. Valores médios de absorbdncia de
0,0812 e 0,0015 foram medidos para o digerido e para a solugdo do
branco, respectivamente.

(a) O que ¢ a solugdo do branco? Por que a medida de branco é
necessdria?

(b) Explique como a equagdo da curva de calibragdo foi obtida.

(c) Calcule a quantidade de ferro na amostra em mg/kg.




Aplicagdo da lei de Beer

= radiagdo monocromatica
= solugdes diluidas

= condi¢oes reacionais
(excesso de reagente, pH)

= A<10

reflexdo
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Efeito Tyndall

Nacl gelatina/dgua

Espectrofotometros

fonte de It
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amplificador

sinal

A = log (To/It)

Espectrofotometros

= feixe simples
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s —-| mohocromador '——{ amostra H detector |
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Espectrofotometros com duplo feixe

Monochromator
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Espectrofotometros com duplo feixe

Monochromator

Exit
slit
Dispersion

device

Reference  Detector

® Entrance

Source slit

Intensidade

Fontes de radiacdo
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Sistema éptico

T (%)

mje
=

| monocromadores |

“— espelhos-_;

fenda de
filtro de entrada
interferéncia

~10 nm

filtro de absorgdo

400 450 500 550

»/ nm

Espelho Espelho
concavo concavo

’V

e de

difracdo

Fenda ae
saida

Fenda de
entrada

Angulo da rede
determina o

Absortividade molar

Espectros de absorcao

5000
4000
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1000
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12000
10000
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6000
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2000

0
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Fe[(phen),] 2

comprimento de ond: Fonte de
na fenda de saida radiacdo
Celas de medida

material transparéncia  aplicabilidade
quartzo 150-3000 nm UV, visivel
vidro 375-2000 nm visivel
pldstico 380-800 nm visivel

- 0lcm<b<5cm

01cm<«b<10cm
10 uL < V< 200 uL

1



Celas de medida

Standard

1-cm path o Micro cells
Cylindrical =

1-mm 20-mm path

path Thermal

Detectores

Transdutor ideal:

sinal elétrico 1 sensibilidade @ sinal / ruido
P = V. I,Q) resposta rdpida T AL
S=kP+K

r—\] anodo

catodo | ;
~—+— radiagdo
. e
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Espectrofotometro multicanal

arranjo de

fotodetectores
espelho
s _
) —
radiagdo SMosia

N

rede de difragdo

Espectrofotometro com fibras opticas

Cubeta e

Interface com porta-amostra Fonte de

espectrofotdmetro radiagdo

Espectrofotometros com fibra dptica

fonte
detector

filtro de

fibras épticas . P
interferéncia

espelho
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Espectrofotometros portateis

Aplicagdes da espectrofotometria

= diretas
= derivagdo quimica

= acoplamento com técnicas/processos
(FIA, cromatografia)

= titulagbes espectrofotométricas

Titulagdes espectrofotométricas

A
Fe?*/Cr,0,%
Y
A
MnO,/H,C,0,
L) v
A
- Cu?*/EDTA

=
<

1
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Espectrofotometros com fibra dptica

detector

filtro de

fibras dpticas e
interferéncia

espelho

Andlises em fluxo

= Determinagdo de fosfato em dguas =

] amostra 20 ‘

Detector em cromatografia liquida

UV (A = 272 nm)

fenol
o-cresol

absorbdncia

2 4 6 8 10
tempo / min

solventes
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(SR E | :| |
3 bt § 50 075 |||l
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vidro § 050 | | |
| 1.
% | 005 1 I |
0 St ULUURULL |
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LED .. |
tempo
A .
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