


Espectrofotometria

v E um método de analise quantitativa
instrumental mais usado nas investigacoes
biologicas e fisico-quimicas.

v’ Método de analise éptico baseado em medidas
de absorcao de radiacao eletromagnética.

v’ Espectrofotometria Optica

v’ Comprimento de onda corresponde a luz visivel ou
ultra-violeta:

* faixa entre aproximadamente 180 a 800 nm




Espectrofotometria

v’ Quando a luz atravessa uma substancia, parte
da energia é absorvida = absorvancia

v' A cor das substancias se deve a absorcdo de
certos comprimentos de ondas da luz branca
gue incide sobre elas, deixando transmitir aos
nossos olhos apenas aqueles comprimentos
de ondas ndo absorvidos = transmitancia




Espectrofotometro

iIn" v'Funcdo de medir

c e comparar a quantidade de
luz (energia radiante)
absorvida por uma
determinada solucao.
v'Ou seja, medir a
concentracao de substancias,
que absorvem energia

radiante, em um solvente. /



http://www.infoescola.com/materiais-de-laboratorio/espectrofotometro/
http://www.infoescola.com/quimica/solucoes/
http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/solventes/

A base da espectrofotometria, portanto é passar um feixe de luz
através da amostra e fazer a medicao da intensidade da luz que
atinge o detector.

O espectrofotbmetro compara quantitativamente a fracao de luz
gue passa através de uma solucao de referéncia e uma solucao de
teste.

em recipientes apropriados como as cubetas e tubos de ensaio);

Fenda de saida

Prisma (Elemento de

dispersdo)

Fenda de Entrada

Um detector de radiacao, que permite uma medida relativa da intensidade

da luz.
LEbLE);




e Luz UV (180 a 400 nm)

— Lampada de gas hidrogénio

— Mercurio Comprimento de onda (um)
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* Espectrofotometria de Luz Visivel

— Cubeta de Vidro ou Plastico

e Espectrofotometria de Luz Ultra- Violeta
— Cubeta de Quartzo




Absorcao de Radiacao

e Varios fendmenos podem ocorrer com a
radiacao luminosa, como: reflexao, refracao,
espalhamento ou ser pelo
material.
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O comprimento de onda que uma certa
substancia absorvera a radiacao luminosa
e caracteristico da sua estrutura, diferindo
de substancia para substancia
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— DNA e RNA =260 nm
— Proteinas = 280 nm

— Azul de metileno = 660 nm




Absorcao de Radiacao

Amostra

Monocromador
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Transmitancia

* Transmitancia é a fracao da luz incidente
em um comprimento de onda especifico,
gue atravessa uma amostra de matéria.
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Absorvancia

* E afracdo da energia luminosa que é
absorvida por um determinado material.
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Lei de Lambert-Beer

v'A absorvincia é proporcional a
concentracao  da espécie  quimica
absorvente, sendo constantes 0
comprimento de onda, a espessura
atravessada pelo feixe luminoso e demais
fatores.




Lei de Lambert-Beer

v Por meio dessa lei, intensidades da
radiacao incidente e emergente podem ser
relacionadas com as concentracoes do
material presente na solucao.

v Efeitos de reflexdo, refracdo e espalhamento
nao sao considerados nessa lei.

v'A radiacdo incidente deve ser monocromatica




Lei de Lambert-Beer

* |, =intensidade da radiagao incidente
* | = intensidade transmitida pela amostra
* | =comprimento
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Lei de Lambert-Beer

e Transmitancia:

T=1/1,

= ¢ Na Lei de Lambert-Beer

T = 106




e Absorvancia

A=-log,, T

e Na Lei de Lambert-Beer
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Lei de Lambert-Beer

Curva padrao

v’ Expressa a relacdo entre a Absorvancia e a
Concentracao de soluto de uma determinada amostra;
v'A Concentracdo de um soluto numa solucdo é
diretamente proporcional a absorvancia medida por um
espectrofotometro;

v’ Por meio da Curva Padrdo podemos determinar a
relacdo matematica (equacao da reta)

v'Com base na andlise grafica é possivel verificar a
linearidade da reacao e calcular um fator de conversao
de valores de absorvancia em concentragao.



Lei de Lambert-Beer

Curva padrao

v'Inicialmente, verificamos no espectrofotbmetro a
absorvancia (A) das solucdes cujas concentracoes sejam
conhecidas:

x| v

Concentragao (M) Absorvancia (A)
0,1 0,0025
0,2 0,0058
0,3 0,0081

0,4 0,0104




Lei de Lambert-Beer

Curva padrao

Abs Curva Padro A equacdo da reta e dada por:

0,0120 -
0,0100 - Y= a.(X)+ b

00080 | Y= 0,0026.(x) + 0,0002

0,0060 -

\ d

0,0040 -

0,0020 -

a=tg=y2-yl
x2-x1

0,0000

0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 [ ]

v'Com a curva padrdo, obtendo o valor da absorvincia por meio do
espectrofotbmetro podemos determinar a concentracao do soluto a partir
da equacao da reta.




Lei de Lambert-Beer

Curva padrao

Abs Curva Padro A equacdo da reta e dada por:

0,0120 -
0,0100 - Y= a'(x)+ b

00080 | Y= 0,0026.(x) + 0,0002

0,0060 -

\ d

0,0040 -

0,0020 -

a=tg=y2-yl
x2-x1

0,0000

0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 [ ]

v A inclinacdo da reta (a) é portanto o coeficiente de extincdo (€) da Lei de
Lambert-Beer.
vA=¢.l.c




