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Espectrofotometria UV-VIS

Skoog — Principios de Analise Instrumental

Cap. 13 — Introducéo a Espectrometria de Absorcao
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Cap. 14 — AplicacOes da Espectrometria de
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Principio fundamental

A espectrofotometria de absor¢ao molecular UV-Vis esta
baseada na medida da transmitancia T ou absorbancia A da
radiacao eletromagnética na regiao do ultravioleta e visivel

(comprimento de onda entre 160 e 780 nm), por solucoes

contidas em células transparentes tendo um caminho
optico de b cm.
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Processos

Spectrophotometric Processes
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Fonte: https://www.nist.gov/programs-
projects/spectrophotometry



Principio fundamental

Transmitancia: Fracao da luz original
! __ . que passa pela amostra
It
T=— (T=0a1)
l, << 1, lo

Absorbancia:

-log T
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Principio fundamental

Absorbancia: A = Iogh = -logT

¢ Quando nenhuma luz é absorvida: I,=l, —— A=logl —— A=0

¢ Quando 90% da luz é absorvida:

100

A =log 10

=log 10 —— A=1




Absorbancia a Concentrac¢ao de analito

A=¢.b.C
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A parte da molécula responsavel
pela ABSORCAO da luz é
denominada CROMOFORO
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absorvida transmitida

| |

A/ nm cor cor complementar
380-420 verde-amarelo
420-440 amarelo
440-470

470-500 azul-verde
500-520
520-550 verde-amarelo
550-580 amarelo
580-620
620-680 azul-verde
680-780
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Luz visivel

400-700 nm

eletromagnético

Espectro

Absorcao de radiacao por
especies moleculares

km
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Radiofrequéncia
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UHF,VHF, HF etc...
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Absorcao de radiacao eletromagnética
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(a) Vapor

(b) Solugido de H
hexano

Absorbancia

(c) Solugdo
aquosa

450 500 550 600
Comprimento da onda, nm

Figura 14-5  Espectros de absorcdo ultravioleta para 1,2,4,5-te-
trazina (a) em fase de vapor, (b) em solugdo de hexano e (c) solu-
¢d0 aquosa (obtido de S. F. Mason, J. Chem. Soc. 1959, 1265; com
permissdo)
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Figura 14-5 Espectros de absorgio ultravioleta para 1,2.4,5-te-
trazina (a) em fase de vapor, (b) em solugdo de hexano e (c) solu-

¢d0 aquosa (obtido de S, F Mason, J. Chem. Soc. 1959, 1265; com
permissdo)
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Transicao eletronica
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c=c H AE T 258 nm

111 kcal/'mol
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Fig.7 Shimadzu UV-2550
UV-VIS Spectrophotometer
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Fig.6 Absorption Spectrum of 3-carotene
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The conjugated pi system in 4-methyl-3-penten-2-one gives rise to a strong UV absorbance at 236 nm due to a = - 7 transition. However,
this molecule also absorbs at 314 nm. This second absorbance is due to the transition of a non-bonding (lone pair) electron an the

oxygen up to ax® antibonding MO:

Yy — Wy
LY l w3
91 kca]fn?j H H N 3l4nm T H n
(n — %)
M v, k w2



Typical Absorptions of Simple Isolated Chromophores

Class Transition A, (nm) log € Class  Transition A, (nm) log e
R—OH n- g* 130 25  R-NO, -7t mo <
R—0—R oot 180 35 R=CHO m-7 190 20
R—NH, n- o 190 3.5 n-> 1t 290 10
R—SH n- o 210 30 RO 71 180 3
R,C=(R, - 15 30 n- m* 280 15

R—C=C—R 7-7 10 30 RCOOH n-7 205 1.5
R—C=N n— 60 <10 RCOOR' n-7* 205 1
R—N=N-R -7 M0 <10  RCONH, n-7* 20 1§
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Instrumentacao: Espectroscopia

(1) Fonte estavel de energia radiante
(2) Recipiente transparente para conter amostra
(3) Sistema Optico: Dispositivo que isole uma regiao restrita do espectro
de medida
- filtro

- monhocromador

(4) Detector de radiacao que converta a energia radiante em um sinal
util (elétrico)

(5) Processador e dispositivo de saida
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absorcao

amostra

Como garantir que a diminui¢do da radiacao ( de |, para |,
seja somente devido a absorcao pelo analito?



Pois sabe-se que a radiacao pode sofrer:

reflexao
| r :(nz -11)?
0 > b, (Mot 111)2
ar ar
N
vidro | vidro

solucao



Devido aos indices de refracdo dos diferentes meios.

refracao

n, senb; = n, seno,



Além disso, podem ocorrer atenuacao da radiacao do feixe
de luz devido ao:

espalhamento

E a absorcao pela parede da célula gue contém a amostra.
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fonte de
radiacao

= feixe duplo

fonte de
radiacao

Espectrofotometros

= feixe simples
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Monochromator

= Exit
: slit
~ Dispersion
® | device
Entrance Chopper'.

Source gJit




Sample Display and
compartment controls

Source, monochromator, detector



fonte de lo amostra/ |
. ~_|—| monocromador |—— ~_ .. |—| detector
radiacao referéncia

amplificador

v

sinal




(Wavelength Selector)

> Detector
. - S t
Collimating lens (Photoc
e ' - )
— -““-»}
N __.—‘?_’)
S l !
. Digital
Light source Monochromator Sample Display or
(Prism or Grating) Solution in Meter
Cuvette

Determination of pharmaceuticals by UV-visible spectrophotometry.

https://www.eurekaselect.com/article/109831
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= D, (ou H,)

D,+E,— D,*— D’+D” + hv

E. = E(D,*) = E(D’) + E(D”) + hv

\ }
!

Varia de 0 a E(D,*)
\!

hv varia continuamente — Fonte continua!
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Celas de medida

material transparéncia aplicabilidade
guartzo 150-3000 nm UV, visivel
vidro 375-2000 nm visivel
plastico 380-800 nm visivel

HGSS
“I 0,1cm<b<5cm

0,1cm<b<10cm
10 uL <V <200 uL




Standard
1-cm path o Micro cells
Cylindrical
5-mm 1-mm 20-mm path
ath _

path P

—




fonte de
radiacao

= feixe duplo

fonte de
radiacao

Espectrofotometros

= feixe simples
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Filtros

Remove determinadas faixas de
radiacdao presentes em um sinal

T (%)

80

60

40

20

filtros

n
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filtro de
interferéncia

~ 10 hm

filtro de absorcdo

S

400

450
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Monocromador

Dispersa a radiacao nos comprimentos de onda que as
compdem e seleciona uma faixa estreita de comprimento de
onda para passar pela amostra ou detector

Componentes:

1. Fenda de entrada da radiacao

2. Espelho ou lente colimadora

3. Dispersor de radiacdo: grade/rede ou prisma
4. Plano focal

5. Fenda de saida da radiacao



Monocromador

Rede/grade de difragdo Ranhuras

Cada ranhura se comporta como uma
nova fonte de radiacao

Radiacdao em fase: intensificacao
Radiacao fora de fase: se cancelam

\
el > redede ——, J’ -
fenda de difragio fenda de
entrada saida

¢pNVTE



Sistema optico: Sistema de dispersao

®» Grade Normal

A})
N
\\
\A>)
N

» Grades mais usadas em AA tem 1200-2000 riscos/mm



Monocromador




Escolha da largura da banda do monocromador

Resolucao: capacidade de separar 2 picos muito proximos

> Resolucao — < AL distinguidos entre si
Abs

3 picos ligeiramente resolvidos

$ A n = ordem de difragao
3/4h AL N = numero de ranhuras na rede

—
(nm) Exemplo: resolucdo de 10* — 10* ranhuras

Rede de 10 cm — 103 ranhuras



Escolha da largura da banda do monocromador

mas :
Fenda muito larga

Fenda de saida larga !
! Distorcao do pico

> Intervalo de A selecionado pelo
monocromador
\!
Radiacao que atinge o detector
\L 2nm
> sinal/ruido !

"

>precisao

1nm

0,5 nm

0,3 nm

0,1 nm

A (nm)




Produz sinal mensuravel quando atingido por fotons

(sinal elétrico)

Respostas de diferentes detectores

-
o e
-

0.75

0.50

0.25

Relative sensitivity

Photomultiplier

I |
0
2000 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Wavelength (nm)




fototubo

anodo

catodo
_ radiacao

~~—e"

amplificador
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Tubo fotomultiplicador Sao dispositivos capazes de

transformar a energia de um

féton de luz em energia elétrica.

“Efeito fotoelétrico”

WL
Figure 1 ' m



Tubo fotomultiplicador Isolante Anodo

Dinodos
(9-13)

Fotocatodo

Feixe de radiacao

*Amplificacao de sinal até 10°
** Material do fotocatodo: Sb-Cs; Ag-O-Cs; Cs-Te; Mg



Espectrofotometria UV-Vis

fonte de
radiacao

fonte de
radiacao

monocromador

amostra/
referéncia

0 amostra/
referéncia

monocromador

detector

amplificador

l

sinal

detector

amplificador

v

sinal




arranjo de
fotodetectores
=1
espelho
fonte de
C o~ > amostra >
radiacao

rede de difracao




Espectrofotometro multicanal

Light Source Light Ouidonce  Somple Detector Dispersing Computing ond
Light Display

B an B s
o o

‘Uj

'n e wp'aw

https://pro-analytics.net/using-spectrophotometer-to-determine-concentration/



fotodiodo

Regidao de deplecao

radiacao

Medida:
corrente necessaria para
recarregar o fotodiodo

regiao p regiao n



Espectrofotometro com fibra optica
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Espectrofotometro portateis
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— > T=1,/1y (%T =100 x T)

ly | = A=log (1/T)=log (I,/1)
‘ — o
A=0=T=1= 100% transmissao

A=1=T=0,1 = 10% transmissao

90% absorcao

= Lel de Beer: A = ¢bc




CV(%)

ruido elétrico

1
posicionamento 1 umol L
da cela b L-‘
H,O

6 umol L1

0,002

3 umol L1

Absorbancia —

1.0
Absorbancia

Y. Miura, K. Kusakari, Anal. Sci. 15 (1999) 923



Aplicacao da Lei de Beer

= radiacao monocromatica
= solucdes diluidas (< 0,01 mol I)

= condicoes reacionais
(excesso de reagente, pH)

= A<1,0



S+R —» P S+R - P R, +R,"5 P
i A
. N g
|
i
: g
:
|
@ 400 500 600 700 800
tempo -




Analise quantitativa

branco  solucOes de referéncia  amostra

o O O OO O
analito oo e le el
o R o o o o
~— ~—— ~— ~—— ~—— ~—
Cy C, Cs Cy
O O O O O O
adlgéo de —~ N Y N Y
N N N——1 N—1 N N
reagente
o o o o o o
N— N— N— N— N— N—
O O O O o
desenvolvimento (& & &9 & (D

da reacao (At)

9
9
9
9
9




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

2Fe3t + C,H Of —>2Fe?* + C;H,Of4 + 2H* ohen = <g—>§(:>2@
Fe?* + 3 phen — [Fe(phen),]** N

branco 5mg L? 10 mg L+?



Analise quantitativa

A
Cre /Mg Lt A >
2,0 0,120 ol
4,0 0,239
Ax """""""""" \A — -1
6.0 0.359 - i A =0,0598 C,, (mg L)
8,0 0,478 |
10 0,598
° 20 40 C, 60 80 10
Cro / (Mg L1
A, = 0,296 el (ML)

c, = 0,296/ 0,0598 L mg-
c,=4,95mglL?



Desvios da Leil de Beer

1. Fundamentais
2. Instrumentais
3. Quimicos

1. Desvios fundamentais:

¢ C > 0,01 mol I'* - mudanca na distribuicdo de carga
+ Meio com alta concentracao de outras espécies (eletrolitos)
— interacoes eletrostaticas altera absortividade molar

- Teste de diluicao
- Teste de adicao e recuperacao



2. Desvios instrumentais:

, . = Radiacao policromatica
A =log (Po + Py ) vaop

(P +P")

1.00

0.80

0'60 e g

Absorbance
Absorbance
\

Absorbance

0.40

Wavelength Concentration

0.20

-

0.00 ; §
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

Concentration, M x 104



2. Desvios instrumentais:

2.0

= Radiacao espuria

A =log (Po+Ps)

(P + Ps) £ 10
2
<
Ps = radiacao espuria
-Luz ambiente
-Reflexdes
-Desvios instrumentais |
0 2.5 5.0 7.5 10.0

Concentration, M x 103



Desvios da Leil de Beer

3. Desvios quimicos -Espécies que reagem com o solvente
-Variacao na dissociacao devido a diluicéo

HIn —— Inn + H* Ka=1,42x107

<

COR 1 COR 2

/|
s

— %??;

A A 1.0
0.8 1 / 0.4
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16

S / .| A =570nm
= nm '
0.4 '/: 0.2+ ./u
C / (10-5 mol L) C / (10-° mol L)




Desvios da Leil de Beer

HiIn— In- + H* Ka=1,42x10"

€430(L cm™ mol-1) gs70(L cm™ mol?)
Hin 6,30x107? 7,12x103
In- 2,06x10% 9,60x102
oL 0.8
.
— Xpin

oot L L
S

0.4 A
°\. Ain-
\o
0.2 T T
0 4 8 12 16

C /(10> mol L)



Desvios da Leil de Beer

HiIn— Inn + H* Ka=1,42x10"

Para C,..., = 2,00 x 10> mol/L de indicador: calcular concentracdes

total —

de equilibrio das formas Hin e In-

[H*] [In]
[HIn]

Ka=1,42x10">=

No equilibrio: [H*] = [In7]

Concentracgao total de indicador: C,,,, = 2,00 x 10> = [HIn] + [In]

_—

N2 -1 = -9
[In°] 1423105 [In]=1,12 x 10-5 mol/L
2,00 x 10~ - [In"] [HIn] = 0,88 x 10~ mol/L




Desvios da Leil de Beer

Para C, .., = 2,00 x 10> mol/L de indicador

total —

[In]=1,12 x 10> mol/L
[HIn] = 0,88 x 10~ mol/L

[HINn] 0,88 x 10°

Oy = = _— 0,44
Ctotal 2,00 X 10_
[In] 1,12 x 105

Oy = = = 0,56

Cioa 2,00 x 10°®



Desvios da Leil de Beer

Para C, .., = 2,00 x 10> mol/L de indicador

total —

Calcular A nos dois comprimentos de onda (b =1 cm)

Atotal = & X b x [In_] T ey X b X [Hln]

Ao = 2,06 x 104 x 1 X 1,12 x 10 + 6,30 x 102 x 1 x 0,88 x 105 = 0,236
Acso=9,61x102x1x1,12x 105 +7,12x103x 1 x 0,88 x 105= 0,073

Atividade: Calcular as absorbancias nos dois comprimentos de onda
para outros valores de C,,., (4x10° a 16x10 mol/L) e construir a
curva A versus C,., (observar o desvio de linearidade da lei de Beer)



Desvios da Leil de Beer

Hin— In + H* Ka=1,42x10">

1,000 — —
| Desvio da lei de Beer
gue surge quando o
sistema absorvedor
o 0,600 sofre dissociacao ou
A= 430 nim associacao
_;: H.J“Ui

A=570 nm

0.200 |

0.000
0.00 4.00 .00 12.00 16.00

Concentragdo do indicador, M x 10°



1.4}

Absorbance

oal

0.2

0.0

1 1 | 1 1
325 350 375 400 425
Wavelength /nm

Figure 1.5d Visible absorption spectrum. of potassium dichromate
(3 X 10~*moldm~3) recorded at pH 2 and 10

Cr,0.2 + H,0 = 2CrO, + 2H*



Aplicacoes da espectrofotometria

= diretas
= derivacao quimica

= acoplamento com técnicas/processos
(FIA, cromatografia)

= titulacOes espectrofotomeétricas



agitacao

espectrofotometro

|

Fe2*/Cr,0,%

MnO,/H,C,0O,

Cu?*/EDTA



5

Absorbancia —

5

Absorbancia —»

Analise de misturas

. A absorbancia de uma solucdo, em qualquer
. comprimento de onda, € a soma das absorbancias de
A todas as espécies presentes em solucao.

A =¢gDbc,

A=¢g/bc,

A=gbc, + g bc,

Comprimento de onda—>



Analise de misturas

Mixture —

Absorbance

~
C——

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)



Analise de misturas

Tiocianato (SCN-) e acido sulfossalicilico (HSS) em mistura podem ser
determinados pela formacdo de seus complexos com Fe3*. A absorcdo maxima
dos complexos Fe(SCN)?* e Fe (HSS) ocorrem em 475 nm e 420 nm,
respectivamente. As absortividades molares desses complexos em ambos os
comprimentos de onda sao:

Calcule a concentracdao molar de ambos os ligantes numa solucao diluida
sabendo que a mesma apresenta absorbancia 0,283 em 475 nm e 0,184 em 420
nm na presenca de excesso de ions Fe3*,em cubeta de 1,000 cm.

Absortividade molar (L cm™! mol1)
475 nm 420 nm
Fe(SCN)2+ 7400 1580
Fe(HSS)?2+ 840 5600



Analise de misturas: Exercicio

Um fotdmetro equipado com um fotodetector que responde
linearmente a Iintensidade de radiacdo incidente foi
empregado para a determinacao de fosfato em amostras de
agua. Foram preparadas 2 solucdOes, contendo 25,0 mL de
amostra, 5,00 mL do reagente apropriado em 50,0 mL
(solucao 1) e 25,0 mL de amostra, 10,0 mL solucéo 10,0 mg/L
fosfato e 5,00 mL do reagente apropriado em 50,0 mL
(solucao 2). Calcule a concentracdo de fosfato na amostra,
sabendo gque empregando a mesma cela, os sinais medidos
foram 495 mV; 340 mV e 170 mV para agua destilada,
solucao 1 e solucao 2, respectivamente.
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