Introducao aos meétodos espectrometricos

A espectrometria compreende um grupo de métodos analiticos baseados nas
propriedades dos atomos e moléculas de absorver ou emitir energia eletromagnética em

uma determinada regiao do espectro eletromagnético.

Propriedades da radiacao eletromagneética

A luz pode ser considerada como uma forma de energia radiante que é propagada como

ondas transversas.

ONDA ELETROMAGNETICA

E

DIREGAO DE
PROPAGAGAO

E= CAMPOQ ELETRICO
H= CAMPO MAGNETICO

Propagacéao da radiacao eletromagnética



Parametros de uma onda

COMPRIMENTO DE ONDA (A): corresponde a distancia entre duas cristas de onda,

medida em direcédo a progressao de onda.

FREQUENCIA (v): representa o nimero de oscilagdes completas que uma onda faz a
cada segundo. A unidade de freqiiéncia € s'. Uma oscilacdo por segundo é também
chamada de 1 Hertz (Hz).

VELOCIDADE DE PROPAGAGCAO (v)): multiplicacdo da freqiiéncia pelo comprimento

de onda (v;= vA)). A unidade é em metros por segundo.
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Quando a radiacao eletromagnética € emitida ou absorvida, ocorre uma transferéncia
permanente de energia no objeto emissor ou no meio absorvente. Para descrever esse
fenbmeno, é necessario entender a radiagao eletromagnética ndo como uma colecao de

ondas mas sim como uma corrente de particulas discretas chamadas FOTONS.

*Toda a radiacdo eletromagnética é quantizada em fétons: isto €, a menor porcao de
radiacao eletromagnética que pode existir € um féton, qualquer que seja seu comprimento,

freqUéncia ou energia.

*Fotons estdo sempre se movendo a velocidade da luz (a qual varia de acordo com o meio

no qual ela viaja) em relacao a todos os observadores.

*Os fétons sdo particulas que apresentam propriedades interessantes. Vejamos algumas
dessas propriedades:
12) Sao particulas que nao apresentam massa.

2°) Sao particulas que possuem energia bem definida.



Relacao

A relacéo entre FREQUENCIA e COMPRIMENTO DE ONDA é:

1 ) freqiiéncia
= numero de onda =
comprimento de onda velocidade da luz
1 - | 4 8 -1
—=V=— c=2,99793x10" ms
A C

A relacao entre ENERGIA e COMPRIMENTO DE ONDA é:

E=— h = constante de Planck =6,6 x 10 mzkgs'1



Espectro eletromagnético
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Tipo de radiacio

1. A pequena banda denominada luz compreende o conjunto de radiagdes para as quais o sistema visual
humano é sensivel.

2. A banda do ultravioleta é formada por radiacdes mais energéticas que a luz (tem menor comprimento
de onda); é por isso que penetra mais profundamente na pele, causando queimaduras quando vocé fica
muito tempo exposto a radiacao solar.

3. A banda de raios X é mais energética que a ultravioleta e mais penetrante; isso explica porque é utilizada
em medicina para produzir imagens do interior do corpo humano.

4. As radiagdes da banda infravermelha sdo geradas em grande quantidade pelo Sol, devido a sua
temperatura elevada; entretanto podem também ser produzidas por objetos aquecidos (como filamentos de

lampadas).



Absorcao de radiacao eletromagnetica

Regiao Tipo de transicao
raios y transicoes nucleares
raios X transicoes eletronicas
ultravioleta transicoes eletronicas
visivel
infravermelho vibracao e rotacao
microondas rotacao
ondas de radio acoplamento de spins

ondas de radio acoplamento de spins




Estados energeticos das espécies quimicas

Atomos, fons e moléculas podem existir somente em certos estados discretos,

caracterizados por quantidades definidas de energia (estados eletrénicos).

*Se uma energia de uma certa magnitude for aplicada no atomo, a energia sera

absorvida por este e os elétrons serdao promovidos para camada de maior energia.

E, T Estado excitado
|
Excitacao :
|
E, ' Estado fundamental

Ao efetuar essa transicao de um estado de energia para outro, a radiacao de
frequéncia ou de comprimento de onda esta relacionada com a diferenca de energia
entre os dois estados pela equacao: he

E —-F
1o g



Além de apresentarem estados eletronicos, as moléculas também apresentam:

Estados vibracionais quantizados que estao associados a energia das vibracdes

interatdmicas

Estados rotacionais quantizados que provém da rotacdo das moléculas em torno de

seus centros de gravidade.

Rotacional

(—)

Vibracional



Emissao de radiacao

A radiacao eletromagnética é produzida quando uma particula excitada (atomos, ions ou
moléculas) relaxa para niveis de energia mais baixos, fornecendo seu excesso de energia

como fétons.
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*A radiacdo de uma fonte excitada € convenientemente caracterizada por meio do
espectro de emissdo, que normalmente tem a forma de um grafico de poténcia relativa da

radiacao emitida em fungao do comprimento de onda ou freqiéncia.




Tipos de espectros

LINHAS: composto por uma série de picos estreitos € bem definidos gerados pela
excitacdo de atomos individuais. Este tipo de espectro € caracteristico de atomos ou de
ions excitados que emitem energia na forma de luz de comprimento de onda bem

caracteristico.

BANDAS: consiste de muitos grupos de linhas tao proximas que nao sao
completamente resolvidas. Grupos de linhas se aproximam cada vez mais até chegar a
um limite, a cabeca da banda. Este tipo de espectro é caracteristico de moléculas

excitadas.

CONTINUO: responsavel pelo aumento da radiagdo de fundo que ocorre acima de 350nm.
Sao emitidos por solidos incandescentes e, neles, linhas claramente definidos estao
ausentes. Essa classe de radiacao térmica, que € chamada de radiacao do corpo

negro, € caracteristica da superficie emissora, e nao do material que compde a superficie.



Absorcao da radiacao

*Quando a radiagcdo atravessa uma camada de sdblido, liquido ou gas, algumas
frequéncias sado seletivamente removidas pela absorcao, um processo no qual a
energia eletromagnética é transferida para atomos, ions, moléculas que compoem

a amostra.

=As radiacoes visivel e ultravioleta tém energia suficiente para provocar as transicoes

somente de elétrons da camada mais externa, ou dos elétrons de ligacao.

=As freqléncias dos raios X sdo muitas ordens de grandeza mais energéticas e sao

capazes de interagir com os elétrons mais préximos do nucleo dos atomos.



Absorcao molecular

=Os espectros de absorcao para moléculas poliatbmicas — mais complexos — numero de
estados de energia das moléculas é geralmente enorme quando comparado com 0O

numero de estados de energia para os atomos isolados.

*A energia associada as bandas de uma molécula, é constituida de trés componentes.
E=E + E + E

eletrénica vibraciona rotacional

Niveis de energia

X vibracionais

Energy

A As AL A



Aspectos quantitativos

Principais classes de métodos espectroquimicos

Classe Poténcia de Relacoes de Tipos de métodos
radiacao medida concentracao
Emisséo Emitida, P, P.=kc Emissdo atémica
Luminescéncia Luminescéncia, P, P, =kc Fluorescéncia atdbmica e molecular,
fosforescéncia e quimiluminescéncia
Espalhamento Espalhada, P, P..= ke Espalhamento Raman, turbidimetria e nefelometria
Absorcao Incidente, P, e -log P/P, = ke Absorcao atbmica e molecular

transmitida, P




*Todas as classes precisam da medida de poténcia radiante, P, que € a energia de um

feixe de radiacao que incide em uma determinada area por segundo.

‘Métodos de absorcao — requerem duas medidas de poténcia: uma antes que um

feixe passe através do meio que contém o analito (P,) e outra depois (P).

Incident Transmitted
radiation radiation
Py P



Métodos de absorcao

Transmitancia (T): fracdo da radiagao transmitida através do meio

r=L %T =L x100%
PO PO

P
-Absorbancia (A): é definida pela equacdo: A = _10g10 T = log?o

P, | > | =p

Solucao absorvente de

concentragcao c



Lei de Beer

A= ebc

e: absortividade molar
(L mol' cm™)

b: comprimento do
caminho optico (cm)

C. concentracao do
analito (mol L)



Exemplo

A 452 nm, uma solucdo com 1,68x10°3 g L' de clorofila B em etanol apresentou
transmitancia igual a 49,7%. Sabendo que sua absortividade molar nesse comprimento
de onda é de 1,63x10° L mol' cm’, calcule o peso molecular da clorofila B,

considerando b =1,00cm.



Componentes dos instrumentos opticos

Os instrumentos espectroscopicos comuns tém cinco componentes, incluindo:
v" Uma fonte estavel de energia radiante

v Um recipiente transparente para conter a amostra

v Um dispositivo que isole uma regido restrita do espectro para a medida

v Um detector de radiacdo, que converta a energia radiante para um sinal Util

(normalmente elétrico)

v Um processador e um dispositivo de saida que apresenta o sinal transluzido em

uma escala de medida, em um medidor digital ou registrador grafico.



Introducao a espectrometria de absorcao molecular no UV/Vis

»Aplicavel na regiao de comprimento de onda entre 160 e 780nm.
»Esta baseada na medida de transmitancia ou absorbancia.

=Espécies que absorvem no ultravioleta ou no visivel (espécies coloridas).

=Espécies que nao absorvem: reacao com cromoforo.
=Cromoforo: grupo funcional que tem um espectro de absorcao caracteristico na

regiao do UV-Vis.

=[_ei de Beer
=Aplicacao da lei de Beer a misturas:
Aia=A+ Ay + Ay +. +A

- 81 bC-I + 82b02 + 83bC3+...+8ann



Limitacoes da Lei de Beer

Limitacao real:
*A lei é valida somente para baixas concentracoes.

*Altas concentracOes = interacdo entre as moléculas afeta a distribuicdo de carga,

havendo assim um desvio linear de A x c.

Desvios quimicos:

*Surgem quando um analito se dissocia, se associa ou reage com um solvente para
dar um produto que tem um espectro de absorcao diferente.
Ex: HA + H,O — H;0* + A

-CONDICAO DE LINEARIDADE: Uso de um tamp&o ou eHA = €A-



Desvios quimicos

HIn —— In + H*

Ka=142x10°

1.000

0.800

S
o)
S
S

A =430 nm

Absorbance

=
B
o
o

0.200

A =570 nm

0.000
0.00 4.00

Indicator concentration, M X 10°

i€} 2004 Thamsan - ErooksiCole

3.00 12.00

16.00



Desvios quimicos

Cr,0,2 + H,O ==2CrO,% + 2H"*



Desvios instrumentais

A lei s6 é valida para radiacdo monocromatica, ou seja, para um unico comprimento

de onda (A).

A concentracao da absorbancia medida nao € mais linear quando as absortividades
molares diferem. Mais ainda com o aumento da diferenca entre elas podem ser

esperados maiores desvios da linearidade.

1.00
€, =/1000

0.80 £, = 1000
N £, = 1500

0.60 1
é £, =500
=
2 £, = 1750
<< 0.40 £5/=250

0.20

0.00

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
Concentration, M x 10%
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Desvios instrumentais

COMO MINIMIZAR O DESVIO?

Escolher regidao onde o € é constante na banda selecionada.

Band A
_r__,..-*"'

Absorbance
Absorbance

Wavelength Concentration



Desvios instrumentais

P +P
Radiacdo espuria A= 10gM
P +P
A
P, = poténcia de radiagao espuria nao-absorvida
PS
P—O x 100%
2.0 0.0%
0.2%
1%
L 5%
2
S 1.0
3
]
<
0 25 3.0 5 10.0

Concentration, M x 10°
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Aplicacao da Lei de Beer

=radiacao monocromatica
=solucdes diluidas
=condi¢cdes reacionais (excesso de reagente, pH, natureza do solvente)

sA<1,0



Instrumentacao

| (5)
(2) 4 50
. =) (3) Sample (%) u{,f-q";f)%l!
1 —p| Wavelength - | e /
sclector -
v Fontes o * o o

Signal processon
and readout

v’ Seletores de comprimento de onda

v" Recipientes para amostra

v Transdutores de radiacao

v Processadores de sinal e dispositivos de leitura



Fontes

Necessita-se de uma fonte continua cuja poténcia nao varie bruscamente

em uma faixa consideravel de comprimento de onda.

Lampadas de deutério e hidrogénio
Um espectiro continuo na regiao do ultravioleta € produzido por excitagao
elétrica de deutério ou hidrogénio em baixa pressao.
D,+E,—~D,*= D +D”+ hv
Onde E_ € a energia elétrica absorvida pela molécula e D,* € a molécula de

deutério excitada.
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Emissao de uma lampada de deutério



Lampadas de filamento de tungsténio

A distribuicao de energia dessa fonte aproxima-se da de um corpo negro e

é, portanto, dependente da temperatura.

Util na regido de comprimentos de onda entre 350 e 2500nm.

Intensity =3

500 1000 1500 2000
Wavelength, nm

© 2004 Thomson - Brooks/Cole



Lampadas de arco de xenonio

Produz radiacao intensa pela passagem de corrente em uma atmosfera de

xenonio.

O espectro é continuo na faixa entre 200 e 1000nm.



Seletores de comprimento de onda

Para a maioria das analises espectroscopicas, € necessaria radiacao
constituida de um grupo estreito de comprimentos de onda, limitado e

continuo chamado BANDA.

Uma largura de banda estreita aumenta a sensibilidade de medidas de
absorbancia, pode fornecer seletividade para o méetodo de absorgao, e €
freqientemente um pré-requisito, do ponto de vista da obtencao de uma

relacao linear entre o sinal optico e a concentragao.
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Tipos

FILTROS e MONOCROMADORES

FILTROS

Filtros de interferéncia: estdo disponiveis para as regides UV, VIS e
infravermelho do espectro. Utilizam a interferéncia oOptica para fornecer
bandas estreitas de radiacao.

White radiation

SRR

Glass plate —___ ¢
7

Metal film——,

Dielectric laye.r/

BTER

Narrow band of radiation



Filtros de absorcao: sido geralmente mais baratos que os filtros de

interferéncias. Sao restritos a regiao visivel do espectro.

O tipo mais comum consiste de vidro colorido, ou de um corante suspenso em

gelatina e disposto entre placas de vidro.

80 ,
Nominal
wavelength = 448 nm
A El}ferference
111er

60 f
S
=
=
E
§ 40 Nominal
= wavelength = 500 nm
= — <«— Bandwidth
(]
Q ~ 10 nm
]
¥

Absorption filter
20
Bandwidth
~ 50 nm
400 450 500 550

Wavelength, nm
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MONOCROMADORES: sao projetados para varredura espectral.

Em termos de construcao mecanica empregam fendas, lentes, espelhos,

janelas e redes ou prismas.

Os materiais empregados na fabricacao desses componentes dependem da

regiao de comprimento de onda em que se pretende usa-los.



Componentes dos monocromadores

__—Concave~___
mirrors

. B Focal

Reflection

plane

=

Entrance  Collimating
slit lens

grating

Entrance Exit
slit slit
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Efeito da largura da fenda sobre a resolucao

Ahsorbincia
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Recipientes para amostra

=

<>

<V

material fransparéncia aplicabilidade Wi
quartzo 150-3000 nm UV, visivel
vidro 375-2000 nm visivel <
ldsti 380-800 isivel =L
pldstico nm visive e
Ll
Tall micro

Stoppered Stoppered
normal semimicro

Minimum heighit Sampling
micro
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Detectores

Nos primeiros instrumentos espectroscopicos, os detectores eram o olho

humano ou uma placa ou filme fotografico.

(:_-__—:_—_—_:*_—_-:_j‘}
VAN
—
&
e S ‘I |I I Fe(SCN)2|
\ / / | Ivll Solution
\ .
| l il 1
Lens Absorbs at Human eye
White light 460-500 nm detector

i 2004 Thomson « Rranksf ok

Esses meios de deteccao foram substituidos por transdutores, que convertem
energia radiante em sinais elétricos.

|deal — apresentar uma alta sensibilidade, uma alta relacao sinal- ruido, uma
resposta constante sobre um intervalo consideravel de comprimentos de onda e
um tempo de resposta rapido.

Dois tipos: um responde a fétons (detectores fotoelétricos) e outro a calor.



Transdutores fotoeletricos

-Células fotovoltaicas, nas quais a energia radiante gera uma corrente na

interface na interface entre uma camada de material semicondutor e um metal.

-Tubos fotomultiplicadores, que contém superficie fotoemissora, além de
varias superficies adicionais que emitem uma cascata de elétrons quando

atingidas por elétrons provenientes da area fotossensivel.



Transdutores de diodo de silicio

-consiste de uma juncao pn inversamente polarizada formada em um chip de

silicio.

-menos sensiveis que os tubos fotomultiplicadores

-respondem na faixa espectral em torno de 190 a 1100nm.



Tipos de instrumentos

Feixe Unico

Feixe duplo denecnon




Multicanal

Photodiode
array

Mirror

Focusing
grating

Mirror

Shutter

Source

@ 2004 Thomson - Brooks/Cole



Desenvolvimento de um meétodo

-Espectro: registro de um espectro na regiao de interesse — selecao do A

-Fixacao de comprimento de onda: monitoramento da absorbancia no A desejado

-Cinético: registro da absorbancia em fungao do tempo.

-Os efeitos das variaveis que influenciam a absorbancia devem ser conhecidos.

-Limpeza e manuseio das células

-Determinacao da relagao entre absorbancia e concentracao.



Analise quantitativa

A leitura do sinal para a amostra e padrao é lida separadamente e a

identificacao do composto desejado € feita através da comparacao do

. = - -
[ 11
. P : v
03 M

0.1 M 028 0.4 M 05 M

comprimento de onda.

CURVA DE CALIBRAGCAO

n

ABSORBANCIA

Absorbancia = a + b.concentracao

Absorbancia = ebC

CONCENTRACAO DO PADRAO



Exemplo

[IMnO,]/ mmol L'| Absorbéancia
1 0,180
2 0,370
3 0,600
4 0,800
5 0,990
Amostra 1 0,400
Amostra 2 0,189




Método da adicao de padrao

-Adicoes de quantidades conhecidas do analito na amostra (spiking)

-Elimina ou minimiza interferéncias introduzidas pela matriz de amostras

complexas

-A matriz permanece quase inalterada ap0s cada adicao, a unica diferenca é

concentracao do analito.
kVc +kV c
S — s S X X
V

[




Absorbancia

Concentragédo do analito na amostra

N

0

Concentracdo do Analito Adicionado a Amostra

Aequacao daretaé: y=a + bx
y = resposta do instrumento kV @
_ X

X = concentracdo da solucdo padrao a

b = inclinacao da reta
5
a = interseccao no eixo dos y



Exemplo

Uma amostra de 2,00 mL de urina foi tratada com um reagente para gerar cor
com fosfato; apos, a amostra foi diluida a 100 mL. A uma segunda amostra de
2,00 mL, foram adicionados exatamente 5,00 mL de uma solucao de fosfato
contendo 0,0300 mg de fosfato / mL, a qual foi tratada do mesmo modo que a
amostra original. A absorbancia da primeira solucao foi 0,428; a segunda, 0,538.

Calcule a concentracao em mg de fosfato por mL da amostra.



Analise de uma mistura

Apgia = A1+ As + Ag +...+ A,
— 81 bC1 + 82bC2 + 83bC3+...+8ann

O que fazer quando os espectiros se sobrepdoem?

> trabalhar com varios comprimentos de onda

/A\
vool.

X
A Y] | A, | X]

XS S\ XS)

Xg = solugao padrao de X
Yg = solugdo padrao de Y

i inaga Intersecca
m = mistura Inclinagao terseccao



Analise de uma mistura
O que fazer quando os espectros estdo bem resolvidos?

Abs A = €\Db[X] + €b[Y]
0,200 |- A’ = 8”Xb[X] + 8”Yb[Y] ]

DASD

QA =

0050 =

D,and
00,00

€ se aplicam a cada espécie em cada comprimento de onda — devem ser medidos

em experimentos separados



Exemplo

Uma mistura dos compostos X e Y numa ceélula de 1,000 cm apresentou uma
absorbancia de 0,957 em 272 nm e de 0,559 em 327 nm. Encontre as

concentracoes de X e Y na mistura.

e (mol LT cm™T)

A (nm) X Y

272 16.440 3.870

327 3.990 6.420




Ponto isosbético

Hin
(vermelho)

1.0

Ponio
isoshéstico

0
370 420 470 520 570 620
Comprimento de onda (nm)



Ponto isosbético

A = g;‘]ij[Hln] +&%b[In"]
n In

Em 465nm:

e =% ¢ [HInl+[In"]=cte
Hin In~



Titulacoes espectrofotomeétricas

Analito, reagente ou produto absorvem radiagcao

A

1 agitagdo
| A

T e

o LR o
espectrofotémetro

Fd

T V
V
i Vv

Fe2' [Cr 0%

MnO,/H,C,0.

Cu®*/EDTA



Vantagens
-Resultados mais exatos.

-Presenca de outras espécies absorventes podem nao interferir, uma vez

gue apenas uma variagao na absorbancia esta sendo medida.

-Os dados experimentais sao medidos bem distante da regiao do ponto de

equivaléncia.

-Solugdes relativamente diluidas podem ser tituladas.



Exemplo

Cu end point
0.15 - \/
0.12
S
=
I 0.09
Cu?*e Bi3*—» 2,0 mmol L', A =745nm  §
O
< 0.06
0.03 g
0 ‘C_B] end point

0 1 2 3 4 d
mL 0.1 M EDTA
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A= 745nm — nenhum dos cations e nem 0s reagentes absorvem, nem

complexo de bismuto mais estavel formado, somente o complexo de cobre.



