ESPECTROFOTOMETRIA




Espectrofotometria

Metodo de analise baseado em medidas
de absorcao de radiacao eletromagnética.

Espectrofotometria Optica

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

faixa entre aproximadamente 180 a 800 nm



Espectrofotometria

A regiao do espectro do ultravioleta € na faixa de
200 a 400 nm e a da luz visivel € entre 400 e
800 nm.

Freqiiéncia. s™

visivel
20 18 16 4 12
T _. 9 . © 92 , v W
raios | raios : : ¥
césmicos | gama raios X ultravioleta infravermelho | microondas :’a,"d‘%g:
400 500 600 700 nm

Figura 1.2 - Espectro Eletromagnético.



Espectrofotometria
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Radiacao absorvida Cor complementar
(transmitida)

violeta verde-amarelado
azul amarelo
azul-esverdeado laranja
verde-azulado vermelho

verde purpura
verde-amarelado violeta

amarelo azul

laranja azul-esverdeado
vermelho verde-azulado

Cores
complementares:



Comprimento de onda

Cor absorvida

Cor observada

Abamende 350 ltramanleta

380a435 Viclata Varde-amarslado
4352 430 Al Amardo
430 2 450 Amlemerdeado Alaranjade
450 a 500 Vardeamyd adn Vermelho
00z 560 Yerde Purmpara

5603 330 Warde-amarslado Wiolata
5802303 Amareo Azul

5952650 Alaranjado Amil-emverdeado
6302 T30 Wermealho W ande-azud adn
Acyrma de T80 Infravermetho




Absorcao de Radiacao

Varios fendOmenos podem ocorrer com a
radiacao luminosa, como: reflexao, refracao,
espalhamento ou ser absorvida pelo material.
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Transmitancia
-

Transmitancia é a fracao da luz incidente em
um comprimento de onda especifico, que
passa por uma amostra de matéria.

T=1/1,



Absorbancia
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E a capacidade do material em absorver
radiacOes em frequéncia especifica.



Absorcao de Radiacao

Os comprimentos de onda que uma certa
substancia absorverao sao caracteristicos da
sua estrutura, diferindo de substancia para
substancia.

o DNA e RNA = 260nm

o Proteinas = 280nm

o Células bacterianas= 600nm



Absorbancia X Transmitancia

SPECTROPHOTOMETER READINGS

ABSORBANCE

TRANSMISSION




Lei de Lambert-Beer
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Através dessa lei, intensidades da radiacao
Incidente e emergente podem ser relacionadas

com as concentracoes do material presente na
solucao.

o Efeitos de reflexao, refracao e espalhamento nao
sao considerados nessa leil.

o A radiacao incidente deve ser monocromatica



Lei de Lambert-Beer

A Lei de Beer-Lambert que € a relagao entre a intensidade da luz
incidida na solucao (l,) e a intensidade da luz saindo da solucéo

(I).
-log (I/l,) = A = &l

A = absorbancia

& = absorvidade molecular ou coeficiente de extincao
c = concentracao do material absorvedor

| = espessura da amostra através da qual a luz passa



Lei de Lambert-Beer

o = Intensidade da radiagao incidente
= Intensidade transmitida pela amostra
= comprimento

=

*
-

| = 1,104




Lei de Lambert-Beer
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- Transmitancia:

T=1/1,

- Na lel de Lambert-Beer

T =104




Lei de Lambert-Beer
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Absorbancia
A=-log,, T

Na lel de Lambert-Beer

A=-log,, T =10g,,(1/T ) = log,,(10-€°)




Espectrofotometro
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E um instrumento que serve para medir a
Intensidade da luz em funcao de um
comprimento de onda especifico.




Diagrama de um espectrofotometro




(a) lampada de deutério/tungsténio; (b) lente da fonte; (c) obturador; (d) amostra;
(e) lente espectrografica; (f) fenda; (g) rede de difracao; (h) arranjo de detectores



Fontes Luminosas

Luz UV
o Lampada de gas hidrogénio
o Mercurio

Comprimento de onda (um)
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Espectrofotometria de Luz Visivel
o Cubeta de Vidro ou Plastico

Espectrofotometria de Luz Ultra- Violeta
o Cubeta de Quartzo




