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Introdugéo a Espectroscopia Absorgdo
Molecular no UV/visivel — Capitulo 13

+ Medigdo da Transmitincia e da Absorbancia
— Defini¢des e equacdes
+ A Lei de Beer
— Derivagao, aplicagdes e limitagbes
+ Efeito do ruido instrumental nas medicées
espectrofotométricas
— Fontes de ruido e erros
+ Instrumentacao
— Desenho e configuragées

Medigdo da Transmitdncia e da Absorbancia

+ Espectroscopia de absorcao molecular baseia-se na
medida da transmitdncia, T ou da absorbancia, A de
uma solugio contida em um recipiente transparente

+ O valor de T ou A é correlacionado com a concentragao
c do analito responsavel pela absorcdo e com o
caminho o6tico b do recipiente pela expressao:

F,
=—logT =log—" = ehe

+ Medigdo deve ser feita comparativamente

P s P I
T o el _ ou A = log ~slerte _ oo 10
P ¢ r

solvente 0 salugio

P

Termos e Simbolos em Absorg¢ao Molecular

Energia da radiacdo
incidindo em uma area de
1 cm? de um detector por
segundo
A Densidade ética D,
Absorbancia A P, :
logFol Extingdo E
Transmitancia T PP, Transmissdo T
Caminho ético da s Ld
radiagdo b {
Absortividade a Albe Coeficiente de extingdo k
Absortividade molare  A/bc CSosficieris ce axtis o

Perdas por Reflexao e Espalhamento

A lei de Beer

Reflection losses
at interfaces

Scattering losses
in solutiog

Incident _ a _ Emergent
beam, P, beam, P
Reflection losses
at interfaces
Figure 13-1 Reflection and scattering losses.

- Um feixe de radiagdo mono-
cromatica com poténcia P, atinge
perpendicularmente a superficie

+ A poténcia diminui para P apés
percorrer toda a extensdo b do
material contendo n particulas*
absorventes de radiagiao

+ Uma segao transversal do bloco
com area S e espessura dx contera
dn moléculas que absorverao
radiagdo

- Cada molécula preenchera uma
fragéo oS da area indicando a
probabilidade de absorgio de um
foton por dS/S

+ A poténcia do feixe entrando esta
secdo, P, & proporcional ao no. de
fétons por cm? e dP, a quantidade
absorvida dentro da se¢do

- A fragao absorvida na segio
transversal sera —dP, /P, que
também representa a probabilidade
média de absorgao

P S

Figure 13-2  Attenuation of radiation with Initial power
Puby & solution contalning ¢ moles per liter of absorbing
solute and with a path length of b cm. 2 < P,
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A lei de Beer

« Sendo dS a soma das areas de + Transformando em log,,
todas particulas absorvendo
dentro da secéo .. proporcional B an
ao no. de particulas log—- =
5 P 23038
sendo 11 o nimero total de
particulas no bloco de volume V

e dn é o no. de particulas e a é

A lei de Beer

+ Note que:

— n/V tem unidades de concentracao, ou seja o nimero de
particulas por cm?

— Convertendo em mol por litro

n particulas

uma constante de em cm? no. mol = EE—
proporcionalidade = secdo * Relacionando a area em termos 6,02 10" particulas/mol
transversal de captura de volurie e a concentrag&o em mol/L
> Vem® 2
'f He(= T n 1000 cm'/L 10007
np Joo§ b _cm c = 57 molx = 57 mol/L
- - 6,02x10~ Vo em 6,02x107V
e resolvendo a equacéo temos temos a expressio logaritmica
P, anb
log—2 = ——|
P 2303V
A lei de Beer Aplicagdo da Lei de Beer para Misturas
+ Finalmente, combinando + O valor da absorbéancia em um dado comprimento de
P onda sera a somatoéria das absorbéncias de cada
y anb 1000n P =
log— = mol/L| espécie absorvendo em solucao

P 2303 cem T goxi0tr

temos:

P

0

£ 6,02x10% abe
&P T 23031000

+ Finalmente, agrupando todas as constantes temos a
Lei de Beer

-E importante que nao ocorra interagao entre as espécies

— Todas as espécies absorventes em solugao obedecem a
lei de Beer

— Para um sistema com n espécies & necessario obter n
determinagdes em comprimentos de ondas diferentes

Al = AN v AP v AR

1otal

total

|Af'~~ = AP+ AP v+ A::-"l

otal

(Al = A + A7 4.+ A

Limitagées Da Lei De Beer

* Quando a correlagao linear entre absorbancia e
concentragdo nao é obedecida?

“

0,05 041
concentragdo (M)
— Desvios/limitagdes instrumentais

*+ Sio dependentes da forma como a medigdo é feita

Desvios Fundamentais / Limitagdes Reais da Lei de Beer

+ A lei de Beer é idealizada para solucées diluidas
- Em solugdes relativamente concentradas (>0,01 mol L)
a distancia média entre moléculas absorventes diminui e
interagdes entre as mesmas comegam a afetar a
distribuicé@o de cargas
+ Este tipo de interagdo pode alterar a habilidade das espécies absorverem
um dado comprimento de onda
— Em solugées diluidas de analitos porém com grande
concentragédo de outras espécies, p.ex., eletrolitos

* Interagdes eletrostiticas podem alterar a absortividade molar e das
espécies

+ Em casos extremos, solugdes tio diluidas quanto 10° mol L' sao
necessérias para observagdo da lei de Beer

+ Em teoria, e é dependente do indice de refragiio . Se a concentragio

alterar significativamente n = desvio da lei de Beer
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Desvios Quimicos Aparentes

« Principal causa de desvios quimicos ocorre quando o
analito se dissocia, associa ou reage com as moléculas
do solvente gerando uma espécie quimica com espectro
de absorcao diferente
Por ex., indicadores acido-base (K, = 1,42 x 10°)
Hin S H* + 00—
430 nm

- 7/
‘ Ji

A= 430 0m

o /

Insicaton concestraion, M x 10"

=570

0,0E400 -

2,

Desvios Instrumentais Aparentes com Radia¢ao
Policromatica

+ Outra limitacdo importante da lei de Beer = obtencao de
radiacdo verdadeiramente monocromatica

Nomieal whveleagih
Transminance,
.
*s Bffective
‘baadwides
"
peak \ .
beight 00 20 40 60 80 i00
Cancentration, M x 10
134 Deviations from Beer's law with polychro-

WO matic light. The absorber has the indicated mola absorp-

tivities at the two wavelengths A’ and x"

Como Escolher o Melhor A

Absorbance
Absorbance

Wavelength Concentration

Figure 13-§ The effect of polychromatic radiation upon Beer’s law. Band A
shows little deviation because ¢ does not change greatly throughout the band.
Band B shows marked deviation because « undergoes significant changes in this
region.

da banda efetiva do monocromador (ou
a do pico a meia altura

+ Efeito desprezivel se a largu
filtro) < 1/10 da metade d:

Desvios Instrumentais na Presenga de Radiag&o Espuria

+ Se P, for a radiacdo

3
« 100%
espalhada ndo absorvida 4]
o 0on
pela amostra 0%
i
P+ P
A'=log ‘,’ %
P+ P i ¢
£10
]
L L 1
by ] 5a 7 00
Obs: note que desvios instrumentais Concentration, M x 10!
800 sempre negativos Mgure 136 Apparent deviation from Beer's law brought

Efeitos do Ruido Instrumental em Analises
Espectrofotométricas

+ Precisio e exatiddo sdao normalmente afetadas pela
incerteza associada com o ruido de um instrumento

+ Uma medigao instrumental é normalmente melhor
representada pela relacdo sinal/ruido

s média x 1

3 - desvio padrio o aﬂ

+ Fontes de ruide instrumentais — Eletrénica
— ruido térmico (Johnson)
— ruido eventual (shot)
- ruide trémulo (flicker)
- ruide ambiental

Erros Intrinsecos com a Medi¢édo da
Transmitancia

* Ajustede 0% T

* Ajuste de 100% T

* Medicdode % T

+ A incerteza na determinacao da concentragao c pode
ser relacionado como:

A==logT =¢ehc=
=log7 0,434
eh b
+ Apés algumas transformacoes:
s, _ 0,434s;
c TlogT

InT
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Fontes de Erros Instrumentais

Categoria

- Resolugao da leitura  Fotometros simples e com
gasel =0y limitada escalas pequenas
Ruido Johnson em
detectores de calor Espectrofotometros de IV
Corrente de fundo e  Quando a intensidade da
ruido do fonte e a sensibilidade do
amplificador detector sdo baixas
— Ruido eventual de Detectores UV-vis de boa
detector de fétons qualidade
Incertezas no
casoll S =k,T posicionamento da D;:i‘;:;’ Uleviside Boal
cela a

Tremulagao da fonte  Fotometros baratos

Quanto Cada Erro Vale!

x 100%)

Se
e

B
g
1.0 — sT=k2‘/TZ¢Z//

sp=kT ¢

Relative concentration uncertainty, % (

0.0 1.0 20 3.0
Absorbance

Efeito da Fenda na Medig¢ao de Absorbancia

+ Controla a quantidade de luz atingindo a amostra e
conseqiientemente também o detector

+ Limitante da resolucao

« Importancia qualitativa menor que quantitativa

Peak be =671

Peak hew B4
o7} -

Peak b e300 r

Peak b =214
§ “ Peakht =222
20
02
o1
Bandwidih = 34 A Bandwidth = 17 A Bandwidih =14 A
ool Shtwidh=10mn L Sticwidih=05mm Sl widih = 0.1 mn
(LIEY] s |
o w600 S0 4200 r 000 4200 0 000
Waveleagth, A Waveleagt. A Wareleagis, A

Efeito do Espalhamento de Radiacao

+ A quantidade de radiagao
espalhada depende:
- Qualidade do material 6tico
- Geometria do equipamento
— Baixos comprimentos de
onda
+ Importancia tanto qualitativa
(falsos maximos de absorcao)
quanto quantitativa (uma das
causas dos desvios da lei de
Beer)

%

£
Waveleagih. sm

Figure 1310 Spectr of cerlumilV) cbenined with a pec-
rophotometer having glss optics (4) and quart aptics

(3, The fais peak in A aries from transmbssion of tiey b
dision of longer wavelengihs.

Instrumentacdo Espectrofotometria UV-visivel

+ Fontes de Radiacdo
— Lampadas de deutério ou hidrogénio
D,+E, =D, =D +D"+hv
+ Emisso continua de 160 a 375 nm
+ Lampada deve ser feita de quartzo
— Lampada de filamento de tungsténio
+ Utilizada para regido do visivel e IV
+ Emissdo continua de 350 a 2500 nm
+ Compartimento da Amostra
— Cubetas de quartzo (. < 350 nm)
— Vidros borossilicatos
— Plasticos
- b =1cm = padrao

Tipos de Instrumentos

+ Feixe unico

Shutter g
I I Reference detector Readoat
Source cell ’ Py
hy Filter or T 3
m
..... e

— Os componentes podem ser simples ou sofisticados
- Geralmente de custo mais reduzido
— Cubetas idénticas sdo fundamentais
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Tipos de Instrumentos

+ Feixe duplo no espaco

Refereace
Shutter ]

Source,
L4 Filter or
monochromator

Sample
cell

— Usa um divisor de feixe e dois transdutores
— Ajuste de 0% T e mede-se %T
- Compensam flutuagées na fonte de radiagdo

Tipos de Instrumentos
+ Feixe duplo no tempo

100-
50—
0

Reference

Source,

Front view

Mirror

— Compensacéo por variagéo de poténcia em fungéo do 2

— A maioria dos espectrofotdmetros modernos tem essa
configuragao

Tipos de Instrumentos

+ Canais multiplos - DAD

Graing

+ Vantagens
— Determinacgéo simultanea de todos os i — rapidez
— Melhoria da relac&o sinal/ruido — sensibilidade
— Anélises rapidas minimizam foto-decomposicao




