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Métodos Instrumentais de Analise
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Y s Andlise Quantitativa — Aplicabilidade _:—: Analise Quantitativa — Lei de Lambert-Beer

o) € atenuada ao atravessar um meijo que
eixe transmitido (1) pela lei de Beer

s

A intensidade do feixe da radiagdo eletromagnética (|
contém uma espécie absorvente, € relaciona-se com o, f

Doseamento de um

Brande numero de substancias quimicas

(organicos e i : .,.
€iinorganicos) eibiolégicas ¥, Perdas por refloxdo ﬁ ﬁ ?mwma_;\m_:n_m
nas interfaces B
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- ——1 erda:
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! : g Analise Quantitativa — Lei de Lambert-Beer __ * _ mm Anélise Quantitativa — Lei de Lambert-Beer
Departaments de
Quimica Departamento do
Quirmica

Aquantidade relativa de radiacdo de determinado c.d.o. mcmmzam

Esquema dos processos que ocorrem quando um feixeide radiacdo incide numa céelulaque
. quando passa afraves de Uma amostra depende da: S o b e : ¢ g

contém uma solugdo’absorvente

Distancia que airadiacao tem de atravessar na amostra Para nolnmamm.ﬂ mm.ﬁmm efeitos

Perdas por reflexdo g

UvaﬂnC_‘MO optico nas interfaces S n_ que témicomo consequéncia
4 L M- Ie R : /_ , { perdas de'intensidade da
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Umnm::m:mnmo Espectrofotométrica de ferro

em comprimidos (suplementos vitamini
N S vitaminicos
pelo Método de Adicao Padrao :

e~

'Qual o problema????

Estimar a concentracao de 3_‘6
existente no suplemento vitaminico

Amostragem

Amostras: suplemento vitaminico

Tratamento da amostra:

Ferro existente no suplemento vitaminico |

édisso
com hi

o-fenantrolina, formando um complexo
ﬁonmsmsnm.ho_ona.o |

e eseeecces—

"Analito:

Qual a método Instrumental para
resolver o problema????

lvido em écido, reduzindo'a Fe?*
droquinona, e complexando com

ullmmumo:o_"oaoawim de nwwowmmm.
molecular no Visivel
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hidro 4.‘5&& & w&tw Cee————

et o Fe?

ULDADE

afnaas

Departaments de
Quirmica

Diagrama de um espectrofotémetro de
absorcao no UV-Vis

MR Fonte .m_m radiagdo emite E.:m .a&ammo (B) que ao atravessar o monocromador (C) fica com apenas
| noav:&m:”o n._m onda Amuumn_:no (D) sendo direcionado para a amostra contida na célula (E).
Parte da radiagdo ¢ absorvida e a que passa (F) é direcionada para o detector (G)

7 |

* Monocromador dispersa a radiagdo nos c.d.o. que a compdem e selecciona uma faixa estreita de
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Diagrama de um espectrofotometro

multicanal
Fotodiodos
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Todos as
comprimentos de
onda que chegam ao
detector sao
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simultaneamente
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INORGANICA

Nio Absorve ou
absorve pouco na
zona do UV-Vis

Nao é
possivel a
analise
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Analise Quantitativa”™

ESpécie que ndao absorve ou

absorve potico pode ser
determinada = [Fe**]

requer a adicdo de um

| Reagente
' Cromogénico |

para reagir com o
analito-formando-se ",
um produto com uma

absortividade elevada

como é necessaria b

3

<
i
i7
Deparaments de
Quimics

Método Instrumental para resolver o

problema Analito:
Fe
- Espectrofotometri
Eaaas ade absorcao  Na amostra estara na forma
molecular no um sal : :
Visivel a0 presente Fe3*

- solugdes com no:o.m:.:.umb.mm mais altas - apresenta uma
Fe3* ligeira cor
-> solugées diluidas-> incolor

Lo N Zong Ao e dem U Absuel NdS ¢ ConsS Gqo

[

delerminet ) como Yal\ pee e 210 e ua Oy A.@hmo g
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| _ - _ MW @bzt Kf.Othﬁm/Mz joce.: Analise Quantitativa

e .N%.O... wm O [Reagent cRom aoé nita), formanmdc MM

,O : e

Um analito que esteja presente huma matriz em que outros -
constituintes absorvemno mesmo intervalo espectral, pode ser :

medido?
Qual ofs) procedimento(s) a seguir.?

O analito esta presente numa matriz em que outros constituintes absorvem
no mesmo intervalo espectral :

F Metodos de extraccdo ou separacao eliminarao espécies interferentes

E Interferéncia corrigida por uma série de medidas de abs. a outro A.

| e Vamo {azea vm faw..%&-.mm A no apare\rn , HrRagoN0

o_eopeino de mods o OeKrminon 0. A de absecvbpua
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Analise Quantitativa

-* ~nmm BETTER MINDS

Exemplo

Interferéncj i

it niiis mcmm”o.. rigida por uma série de medidas de abs. a outro A

i teHrante - 5 o il .c< a 220 nm ->determinagao rapida da conc.
¢ atéria organica - absorve também a 220 nm

m a 275 nm e o i§o nitrato ndo

wm:m uma i
Segunda medicdo a 275 nm > para corrigir a interferéncia da
matéria organica a 220 nm.

Para amostras e
padrées faz-se a seguinte(correcca
5 e(correccdo: >
Abs=A(220 nm) - 2 x A(275 nm)

(relagdo empirica)

IMP.: A quantificagcgo dos ni
q S nitratos por este método s6 é vali
correcgado, 2 x A275 nm, for < que 10% do que A220 ::,“m i il

mip

PL2 - Analise Quantitativa

z

EE
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T

Nk

Espécie que nao absarve ou
absorve poucopode ser
determinada— [Fe*']

¢ hidroquinona + Fe* "R

adicdo Qo....anmnﬂor. 3
Cromogénico—

| o-fenantrolina |
) T Fo*
o ¥ 3
. S H.u“ 11. 1, 10 o-phenanthroline
— S N g »gn._*a b
ZN e, - it ¥
que reage com o Fe?* ; -
formando-se um ! X \ i
complexo com uma :
2X0 com uma N
absortividade elevada
b
_ N
5

Absorve fortemente na
20na do visivel

M

i) )i Anélise Quantitativa
e

Q Um analito que esteja pre
constituintes absorvem no m

medido?
Qual ofs) Eonm&am:”oz a seguir?

sente numa matrizem que outros
esmo intervalo espectral, pode ser

O analito esta presente numa matriz em que outros constituintes absorvem
no mesmo intervalo espectral
m Métodos de extracgao ou separacéao elimi

# Interferéncia corrigida por uma seérie de medi

electivo para
rferéncias da matriz.

narao espécies interferentes

das de abs. a outro A.

produzir um derivado que

® Analito reage com um reagente s
absorva numa regiao livre de inte

Analise Quantitativa

Cuidado = O analito tem de ser a Unica espécie a absorver radiagao a0 ¢.d.o.

A prépria célula ou qualquer peauenaimpureza presente nosreacentes (o-
etc...) pode contribuir paraia Absorvancia

fenantrolina, hidroguinona,

P




Espectrofotometria de absorgado no UV-Vis
Aspectos priticos

ntode onda
Intensidade de banda maxima <> maxima sensi
Minimo desvio da Ieide Beer € abso

Seleccione o comprimento de onda

maisiadequado para fa i
SR q para fazer uma analise

m__nl_n_.m._,ua_..,,;.._.._.,éum
Mmje
7 _ EH -
! — —mm Aspectos préticos
Depuramentate Escolha e manuseio das células

Bres 4 N S e -

MATERIAL | MATERIAL CODE | WAVELENGTH
|
L - Optical Glass moc™ 360 nm - 2500 nm
o] -

7 Borosilicate Glass mBFHE 330 nm - 2500 nm
Special Optical Glass HOSH 320 nm - 2500 nm
Quartz Glass muvE 260 nm - 2500 nm
Quartz Glass High Performance m1QS ™ 200 nm - 2500 nm
{ Quartz Glass Extended Range M QX W 200 nm - 3500 nm

e v

27

Espectrofotometria de absor¢do no UV-Vis

Aspectos praticos

A'radiacdo policromaticalda origem a desvios dallel de Beer, mas o efeito é menorsé o '
valorde’e for essencialmerite constante 3o longalda faixa de comprimentoldelondague
PassalpeloiSEletor de'comprimento de/ondd

POTEsta razdo, émelhor fazer medices de absorbancia no topo de um pico de absorcao

amplo.
1.0+ // ¢
Q
. 084 e/ fb%& Qe
g H o kO
3 o6 3
3 —3
2 k]
® 04
0.24
0.04
amo awo .ax..o mwc R.B owo 2.8 concentration
wavelength (nm)
nMp
Hl
1l )i S
* 43 Aspectos praticos
Eepaamenae Escolha e manuseio das células
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BETTER MINDS
Aspectos préticos

Escolha e manuseio das células

Espectro i
cmM:ao :M.. n“.m MM_J solu¢do de quinolina em dgua destilada, tracados
ula de quartzo com percurso éptico.de 10 mm.

1- mmsom»sm com particulas sélidas
2- célula com impressées digetais
3- paredes externas da célula
molhada

4-(Célula limpa

025
r.ob:\m. enrRWw>
0.00
L r : ; S i e
350 75 % & - e = (ekihs exiernus)
Wavelength [nm]
*Taco o ezpene aumeria a abss@nua quundd

Espectros de varios'solventes; tracados usando uma

percurso optico de 10 mm.
nsmitt RS0 A4 R > Solknks Q mnp)ra! «_Cutoff Point
GQAC.. /T nernum Solvent (nm) Solvent (nmy’
QVIID\QN Water 200 Dichloromethane 233
A Ethanol (95%) 205 Butyl ether 235
1 Water \ Acctonitrile 210 Chloroform 245
2 Acetonitrile [ = Cyclohexane 210 Ethyl proprionate 255 @
3 N-hexane ’
¢ Methanol Cyclopentane 210 Methyl formate 260
5 Ethanol Heptane 210 Carbon tetrachloride 265
6 2-propanol Hexane 210 N,N-Dimethylformamide 270
mu Muﬂw%ha?a: Methanol 210 Benzene 280
9 Dimethyleformamide Pentane 210 Toluene 285
10 Acetone Isopropyl alcohol 210 m-Xylene 290
Isooctane 215 Pyridine 305
5 Dioxane 220 Acetone 330
7 7 T T T T T Diethyl ether 220 Bromoform 360
200 250 300 350 ' 400 450
0 - Glycerol 220 Carbon disulfide 380
Wavelength [nm] 1,2-Dichloroethane 230 Nitromethane 380
2 \H } 1_\3:«0 QC& meb—lvmﬁ um Wcﬁ cN:ro A e 8Mw f./viu_a_n:n_: at which the absorbance is unity for a 1-cm cell, with water as the reference.
“n 17 a.k;u— —— AT g a
i - absove, no noB\m»anoF de oba_qe erlou o .

Aspectos praticos

Escolha e manuseio das células

s medidos no.UV.tém geralmente

0s compostos.oraanico A
que ser dissolvidos erl solventes organicos
0 solvente'deve estabelecer interaccoes estaveis comae

absorvente

Cutoff Point

v



PL2 - Método de Adicdo Padréo

O.,_,Pmﬁno de adicéo padrao consiste na adicdo de quantidades crescentes e

conhecidas do analito usando um ¢80 padra
( 2 s0lucéo padrao) no me. 0 volume da amostra

(fortficacdo ou spiking)

Deve ser /mwma.m,dcmsao a composicdo da amostra é desconhecida ou complexa e

afecta o sinal analitico.

Y A
analito PF
Mmjp
i BETTERMNDS
a... Resumo

Como diminuir os desvios sistematicos durante a calibracao

o- sb__._mnm de EMMMW
Ajustar de forma a
semelhantes.

A dificuldade é o facto da matriz da amostra ser muitas vezes desconhecida

~—

o Usar ométodo da adigdo padrao

riz das solucdes padrao e das amostras fiquem

Todas as solucdes ficam com a mesma matriz, porém o método geralmente

consome grandes volumes de amostras e reagentes, além de requerer elevados
tempos de analise,

sendo mais conveniente para andlise de um numero pequeno de amostras

mje

i

Deartaments to
Quimies

Procedimento Experime

4 Balges (0-3)
2.5 mL da solugao amostra

¥
NE

+
1 mL de hidroquinona
+

x mL citrato
¥ |
Concentragho da
1.5 mL fenantrolina ootk !
aonmﬂ_n- 7 Lettura da smostrs
5 % (Solugso 1) 7 desconhecida sem a
_ ’ : " Sl = %4 adicho padrio

Adicione 0, 0.5, 1, 2.5 mL da solugdo _umn.ﬂmnvﬂm Fe

W%%wwz

= !
,.‘K.‘. 004 -0 002 004 006

amostratém a mesma matriz.

e v\ 77 (solucéo 1)
LA _Lkr L i gy R L B

Concentragho do analito (padrao) adiconado /' M

A'matriz afecta a magnitude do sinal analitico.
Na adicao padrao, todas as solucées padréo e a

Método da adicdo padrdo com volume total constante
ntal

i

008

g « Rraaa na Oamgﬁawuu&;nwu e (RoEaR o espeire
_:—wm v@“ A agdmrﬁg —> abscBauq
%% NG RS e maxIme

- t Vy “.>‘H‘ >TW‘ : ?Nx ;,_ ‘
\ = r-ss:

Métodos Instrumentais de Analise

2. Mmumn:o*onoamim de absor¢ao
molecular no UV-Vis

Espécies que absorvem -
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Spectrofotometria de absorgio no UV-Vis

Regiao
do espectro
electromagnético

Qual o tipo de transicoes que

Interesse analitico
UV => 200-380 nm =

VIS => 380-780 nm

S —————

mm m_ul_m_.mmaz_znm
_—*—mm _?._s.fw _
Departaments de 10~ nm 4+ e ““243
Savlensls excatatioe

Quimiea
104 nm +

10-Y am +

mmnmn?o»oaoimu:.m de absorc¢ao no UV-Vis

i

Drpartaments ds
Quimars

Questao 2

Regiao
do espectro

electromagnetico
O que acontece para comprimentos

de onda inferiores a 200 nm?

O e <& ot
s Eeansigon eletnenican 4que
aloixo ot= QoonmM - 6, vandoe Wﬂ

WOYoD , aSseuE~a n e
T Qe oo Al S

o= NVJN,/ 85?;3N\J
= hegard© R (vasso)

Interesse analitico
Uv.=> 200-380 nm
VIS => 380-780nm

salgqurea moldala que :
WVM?P\ ra no:u»&bn. anddisan Kna de
O que g ComFeast, & auaXo.« 4 it
mIP

Questao 3

10-2 nm +
Wm_mswﬂm | 10-! nm 4 % = ‘o . .
meiekl i . Por que é que as bandas no 1V sdo mais estreitas do que no UV-Vis?
Processos moleculares 19, ¢
gquando a radiacao é ide Espectros de Absorcdo no Visivel
absorvida em cada "T ) 0
= £ 10 pm 1- Amostra 2- -
regiao 100 um 4 Branco £ w0
do espectro [T e m 8w
m_mﬂﬁﬂOamWD@ZnO 10mm =1 cm+ «.4‘5..0“00:@-”, S M m ) CH =M =,

e\ e === iw

100 cm = 1 m = T ool |

| o0 el Figfegigeeaee |

=V, H { Wavenumb 1 ;

32 100 m 1 w- Ondas de am.L 400 500 600 700 number (cm-1)
Jpk }5\»8@51-5—.. 4 i Wavalength (nm) A
Ao e ekt s - - Iy e v vy
RAGCELES NO o , o Pevido o scrcﬁmwr durs trant (O moleuda Qo> @AVOWVIOWs -
4O oot o — S oS onn o Tnaasl e Vibradonal s
jnfraverymeine = ; No (TV / as basduin eAfs a0 o TRUaAGCs VIDRAID T2
: — — - 3 - ¢ _om_frequenuts_erpexliva, resultindo e
= . 5e age inudin Edemsnica, pale ocea rine el 98 VN0 ey LA O
f g uma ROWES ) © (OWRARS € gue ATT - L0003 i detrsain Gu ool $2 &8&» N.wzcrmﬂﬂbh\v? =y
B e P05 € omplan puGe Rdem et WIRie> BRI Mo, 4. braspinne.
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Espectrofotometria de absorcao no UV-Vis

E, v, 1 A ' R,
| PR R = .
2 . mw‘ e | T Quando uma radiagéo incide sobre E | v x“ m.aa_ mm_mnaaa + Eibracional + Erotacionat
Lexcitado uma molécula pode sof R —
: b v D T iman p ofrer 2 I & Y
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