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introducion as técnicas espectroscoépicas
B Conrost espectro(foto)metria de absorcion molecular UV/Vis
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As técnicas espectroscopicas de andlise baséanse na interaccion entre a radiacion electromagnética (RE) e os atomos e
moléculas que forman a materia. A RE abarca dende as ondas de radio ata a radiacién gamma e os raios césmicos.
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A RE pode comportarse como unha onda (Fig.2) ou como unha particula (Fig.3). A mecéanica cuantica explica o fendmeno da
dualidade “onda-particula” para toda a materia, incluindo a RE.

NATUREZA DA RADIACION ELECTROMAGNETICA
A figura 2 representa a parametros ondulatorios
compoiente eléctrica dunha onda
. ., N Unha oscilacion de crista a crista € un ciclo
de radiacién que se propaga por un tomitude de onda (1
L, . . . . Crista Distancia de crista a crista entre dous Variacién méxima do
sé eixo (dise que esta “polarizada maximos sucesivos " Vvector dende a
” , orixe ao mc‘lximq punto da
nun plano”) cos seus parametros osclacion
caracteristicos:
Ampl:itude
Lonxitude de onda (A) i
pe Tempo: 1 segundo -
A Frecuencia (v) dunha onda é o nimero de cristas que pasan por un punto fixo por segundo (neste caso v é 3 ciclos por segundo (=c.p.s
ou hertzs). A Velocidade de propagacién da onda (v;) en m/s é o produto da frecuencia (v) en c.p.s pola lonxitude de onda () en
m/ciclo.
V= V.}\«,‘ ‘
A frecuencia da radiacion vén determinada pola fonte que a emite e permanece invariable; a sua velocidade de propagacion e, polo tanto,
tamén a sua lonxitude de onda, dependen do medio (representado por i na expresion anterior) sendo méaxima no baleiro (c =2,997-10%
m/s). No aire é soamente un 0,03 % inferior, polo que a ecuacién da velocidade de propagacion da luz, tanto no aire como
no baleiro, pédese escribir: | C=hv=20997.10° m/s |
A onda mostrada representa unha Unica lonxitude de onda, e a radiacién dunha soa lonxitude de onda chdmase monocromatica. A
radiacion que consta de mais dunha lonxitude de onda chamase policromatica. A luz branca é un exemplo de luz policromatica.
NATUREZA DA RADIACION ELECTROMAGNETICA
X ; Cando a RE interacciona coa materia poden ocorrer
parametros de partlcula . . .
varios fenédmenos: uns baseados nas propiedades
= A RE tamén se pode considerar como un fluxo de particulas discretas de enerxia chamadas FOTONS Ondulatorias, como a transmiSionl a reﬂeXion ou
= Os foténs caracterizanse pola stia Enerxia (E): a dispersion de radiacion; e outros baseados nas
€ cnenda en joules (), propiedades corpusculares, como a absorcién e a
E= h AYJ h é a constante de Planck, 6,626.10%J s X .
Véafrecuencia en s (Hz) emisidn de xeito descontinuo.
= Como: c=AvV
= Entén: Cc A Enerxia da RE é directamente proporcional 4 sia
E = h —_ frecuencia e inversamente proporcional a sta
)\4 lonxitude de onda




Espectroscopia é o termo xeral que describe a ciencia das interaccions da RE coa materia. Considérase tamén un alcance mais
amplo da espectroscopia, entendéndoa como a interaccién entre a materia e outras formas de enerxia (feixes de electréns,
feixes de idns, ondas acusticas...). A medida e interpretaciéon dos fendmenos de absorcién e emision de RE por parte dos
atomos ou das moléculas que conforman a materia chdmase espectrometria ou espectrofotometria. Este ultimo termo soe
referirse 4 absorcidén e emision de radiacidn na rexion Visible (Vis) -unha parte moi pequena do espectro electromagnético-,
gue xunto coa rexion Ultravioleta (UV) utilizaremos nas técnicas espectrofotométricas para medir a concentracién (cantidade)
das especies quimicas de interese. Ademais, segundo a natureza da especie quimica que se quere medir falamos de técnicas

atémicas (dtomos) ou moleculares (moléculas).
Fig. 4
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As rexiéns do espectro electromagnético quimica
que interesan con fins analiticos e os Raios Emision Nucleos atdmicos 0,5 pm-1,5 A Atomos
métodos espectrométricos asociados Raios X Absorcién Electréns internos 0,1-100 A Atomos
resimense na seguinte tdboa (Fig. 4) onde Emisién
se resalta en cor a primeira técnica que imos Fluorescencia
considerar na coleccién Esenciais USC. As Difraccion
técnicas de resonancia de spin electrénico UV-Visible Absorcién Electréns de enlace 180-780 nm Atomos
e resonancia magnética nuclear son Emision ((\‘/’i‘s’f;:gjggo";"n:’) Moléculas
tamén espectroscopicas, pero baséanse na Fluorescencia '
compofiente magnética da radiacién; aqui Infravermello | Absorcion Rotacién/Vibracion 1-300 mm Moléculas
consideramos as técnicas mais frecuentes Dispersion de moléculas
con base na compofiente eléctrica da RE. (Raman)

Microondas Absorcidn Rotacién de 1-4 mm Moléculas

moléculas

ESPECTRO(FOTO)METRIA DE ABSORCION MOLECULAR UV/Vis

Cando falamos coloquialmente de luz, referimonos & parte da RE que é visible para os nosos ollos. Para simplificar, usaremos
a partir de aqui este termo para referirnos a radiacion electromagnética tanto da rexidn Visible como da UV. A luz pode ser
absorbida polas moléculas, proporcionandolles parte ou toda a sua enerxia.

Cando se absorbe luz, a enerxia (E) que
transportan os fotdns transfirese aos electréns
das moléculas do material co que interactua.
Cada material ten unha disposicién particular
de electréns e de enlaces que implican
electrdns. Por esta razon, diferentes materiais,
absorben luz de diferentes lonxitudes de onda.
Asi, a cor dun obxecto esta determinada polas
lonxitudes de onda da luz que absorbe (Figura
5): é negro cando absorbe todas as cores da
luz (Fig. 5a) e é branco cando reflicte todas as
cores (Fig. 5b). Un obxecto pode ser laranxa
porque reflicte soamente esa cor e absorbe
todas as demais (Fig.5c); ou ben, porque
reflicte todas as cores menos a azul, que é

a cor complementaria da laranxa (Fig.5d).

A complementariedade das cores basicas
esquematizase no circulo cromatico (Fig. 5e).

A absorcion de luz é a base para as medicidns espectrofotométricas; o instrumento que se utiliza chdmase espectrofotometro
e consta de diversos compofientes con funcidns especificas (Fig.6):
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Os espectrofotémetros axudan a responder cuestions

esenciais no laboratorio: DEFINICIONS
Analito: substancia de interese cuxa presenza e/ou cantidade nunha mostra
> Cal é aidentidade ou a natureza dun(s) avaliase usando un instrumento, un ensaio ou unha analise.
compofiente(s) dunha mostra? Andlise Mostra: subconxunto dun todo que representa ese todo. Materia na que
cualitativa queremos determinar a presenza e/ou cantidade dun analito.
> Canto analito esta presente nunha mostra? Branco: Referencia que non contén o analito pero contén o disolvente
Andlise cuantitativa (nunha mostra liquida).
O espectrofotdmetro permite amosar graficamente o
patron de absorcién de luz que chamamos espectro 1,5

de absorbancia (Fig. 7). Neste grafico, a lonxitude

de onda esta no eixe dos X e a medida da cantidade

de luz absorbida no eixe dos Y, expresada de xeito
habitual en unidades de absorbancia (A). Todos os <
espectrofotometros miden, en realidade, transmitancia g
(T) (a relacion entre a cantidade de luz transmitida a E

A =710 nm

través dunha mostra e a cantidade de luz transmitida
a través dun branco). En xeral, interesa mais a luz
que absorbe unha mostra, pero as magnitudes estan
directamente relacionadas: A =-log T. O espectro de
absorbancia da figura 7 correspdndese coa disolucion 05
do colorante verde naftol (Fig. 6) e presenta un maximo
de absorbancia a 710 nm (na rexién vermella do
espectro visible, ver fig. 1 e 5).
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Aplicaciéns cualitativas: os espectros UV/Vis son
relativamente sinxelos (comparados con outros
como os de infravermello) pero tamén son menos
caracteristicos dunha substancia en particular. Con
todo, para substancias determinadas pddense usar
para confirmar a identidade dunha mostra.

Espectro dun composto puro (4cido
2,4,6-trihidroxibenzoico)
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Espectro dunha mostra de
composicion descofiecida
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Nas analises de identificacidn (cualitativas), o espectro
da mostra que estamos analizando compdrase co
espectro dun patrdén puro: se coinciden, hai moitas
probabilidades de que o composto sexa o

mesmo (Fig.8).
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estruturais dunha substancia (Fig.9 ): os espectros
da figura correspdndense con dous compostos
J@\;O puros que so6 se diferencian nun grupo funcional:
acido (-COOH) ou aldehido (-CHO); o resto da
estrutura quimica é exactamente igual nas duas
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Aplicacions cuantitativas: Lei de Beer e curvas de calibracion.

A Lei de Beer establece que para unha radiacién monocromatica, a absorbancia (A) é directamente proporcional ao camifio
Optico b a través do medio e & concentracidn ¢ da especie absorbente: A = abc, onde a é a constante de proporcionalidade
denominada absortividade, que indica a tendencia inherente dun material a absorber luz dunha lonxitude de onda
especifica. Cando a concentracion se expresa en moles por litro e a ruta dptica en cm, a absortividade denominase

absortividade molar e represéntase polo simbolo €, orixinando a expresién mais cofecida da Lei de Beer: A =£bc




Esta Lei é a base para a analise cuantitativa por espectrofotometria de absorcidn e afirma que a cantidade de luz que sae
dunha mostra reducese por tres causas: a concentracion da substancia absorbente na mostra (c na ecuacién); a distancia que
percorre a luz pola mostra (ruta optica ou b) e a probabilidade de que un foton dunha lonxitude de onda determinada sexa
absorbido polo material especifico da mostra (a absortividade, €).

Dado que € é constante para un composto determinado a unha lonxitude S 3 o

d da fi ifi A b $d inad I fo d Disolucions patrén con concentracions cofiecidas
e onda fixa e especifica ( )e esta] eter‘mma a polo te?r’nar.]o a (de 3 a 15 mg/L) do analito (verde naftol)

cubeta escollida para realizar a medida, existe unha relacién lineal entre a xunto co branco (auga)

absorbancia medida e a concentracién de analito, que nos vai servir para

determinar a cantidade dese analito nunha mostra.

As aplicacidns cuantitativas da espectrofotometria tefien como propdsito
determinar a concentracién (cantidade) dun analito nunha mostra. Implican
tipicamente a utilizacién dunha “curva de calibracién” ou “curva patrén”,
representada nun grafico coa concentracion do analito no eixe X e a
absorbancia no eixe Y. Para construir unha curva de calibracién, preparanse
patréns con cantidades cofiecidas do analito e preparase tamén un branco.
(Fig. 10a)

Midense as absorbancias dos patréns a unha lonxitude de onda especificada e represéntanse graficamente os resultados
obtidos. Despois buscase a lifla que mellor se axusta aos resultados experimentais (Fig.10b,c). O método estatistico usado para
determinar a ecuacidn desa lifia chdmase “método dos minimos cadrados” e calcula a ecuacién dunha recta tal que minimiza
a desviacion total dos puntos experimentais respecto da recta (ecuacion de regresion). A calidade do axuste avaliase polo
coeficiente de regresidn, que varia entre 0 (non hai relacién entre as variables x e y) e 1 (a relacién é perfecta, todos os puntos
experimentais coinciden coa recta tedrica).

Medidas espectrofométricas (1=710 nm)

Fia. 10b ” Fig. 10c Calibracién de verde naftol
Concentracion verde | Absorbancia (UA)
naftol A=710 nm 120 )= 0.067x-0,0075
(mg/L) 1,00 R?=0,9916
Branco B 0 0,00 = Absorbancia da .
S 0,80 mostra
Patrén 1 3 0,21 =
Patrén 2 5 0,32 -l A
Patrén 3 7 0,43 2 040 |
< i Concentracién de verde
Patrén 4 10 0,64 0,20 0 naftol na mostra
Patrén 5 12 0,86 /
0,00
Patrén 6 15 0,98 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Mostra ? 0,56 Concentracion verde naftol (mg/L)

Despexamos x na ecuacion de regresion, substituimos o
valor da absorbancia da mostra no y e obtemos a
concentracion de verde naftol na mostra problema =
X=(0,56+0,0075)/0,067 = 8,47 mg/L

Fig. 10d ' Unha vez temos a ecuacion da regresion, medimos a absorbancia da mostra
Mostra problema na que queremos determinara —(Fjg 10d) 4 mesma lonxitude de onda especifica; o valor da absorbancia
concentracion descofiecida do analito (verde naftol) s ., . .
substitiese no y da ecuacién, permitindo despexar o x, para poder determinar
a cantidade de analito descofiecida (concentracién) presente na mostra.

A Figura 10 no seu conxunto resume o procedemento de obtencién dunha
curva de calibracidn para a determinacion dun colorante (verde naftol) nunha
mostra acuosa que contén unha cantidade de verde naftol descofiecida; o
branco nesta determinacion é auga. A medida das absorbancias realizase 4
lonxitude de onda mdaxima, que é aquela na que a absorbancia é maxima,

e deducese do espectro de absorbancia do composto (Fig.7) medido
previamente.
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