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1 Introducgao

Espectrofotometria na regido UV-VIS do espectro eletromagnético € uma das
técnicas analiticas mais empregadas, em funcao de robustez, custo relativamente
baixo e grande numero de aplicagdes desenvolvidas. Os procedimentos envolvem
medidas diretas de espécies que absorvem radiacdo, medidas apods derivacao
quimica e acoplamento a diversas técnicas ou processos, como cromatografia,
eletroforese e analises em fluxo. Além disso, constitui-se em uma importante
ferramenta para determinacao de parametros fisico-quimicos, tais como constantes
de equilibrio e de velocidade de reagbes (ROCHA, 2014).

A espectrofotometria € fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base
matematica para medidas de absorg¢ao de radiacdo por amostras no estado sélido,
liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético. Para medidas de absorcdo de radiagcdo em determinado
comprimento de onda, tem se: A= log(lo /1) = €bc, onde A é a absorbancia, lo é a
intensidade da radiagcdo monocromatica que incide na amostra e | € a intensidade
da radiagcdo que emerge da amostra. A absortividade molar (¢) € uma grandeza
caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de
onda da radiacao incidente. O termo c é a concentracdo da espécie absorvente e b,

a distancia percorrida pelo feixe através da amostra (PERKAMPUS, 1992).

A luz ultravioleta e a luz visivel fornecem energia causando as transi¢oes
eletrbnicas, promog¢ao de um elétron para um orbital de maior energia. Dependendo
da energia necessaria para a transigao eletrbnica, a molécula pode absorver na
regiao do ultravioleta ou no visivel. A luz ultravioleta é a radiagao eletromagnética
com comprimento de onda entre 180 e 400 nm, a luz visivel apresenta o
comprimento de onda na regido entre 400 e 780 nm. Os espectrofotdmetros podem
ser de feixe simples ou de feixe duplo onde um feixe de luz passa por um divisor de
feixe o qual alternadamente direciona este para a amostra ou para a cela de

referéncia varias vezes por segundo (SPUDEIT, 2009).



Figura 1: Diagrama de um espectrofotdmetro de duplo feixe.
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2 Caracterizagcao Espectrofotometro Varian Cary 50

Figura 2. Espectrofotdbmetro Varian Cary 50

2.1 Fonte de Luz

O Espectrofotdmetro Varian Cary 50, possui um feixe duplo, monocromador, com
uma fonte unica de lampada de pulso Xe (Xendnio) de espectro total com vida
excepcionalmente longa, com detectores de diodo duplo de Si (Silicio), 6ptica

revestida de quartzo.

Figura 3: Lampada de pulso de Xendnio
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2.2 Range (Alcance)
O Espectrofotdbmetro Varian Cary 50, possui uma faixa de comprimento de onda de

190-1100 nm, aproximadamente 1,5 nm largura de banda espectral fixa, com taxas
de varredura de até 24.000 nm / min.

2.3 Detectores

O Espectrofotdmetro Varian Cary 50, possui 2 detectores de silicio.

Figura 4. Fotodiodo de Silicio

2.4 Tipos de medidas

A transmitancia na espectroscopia Optica, € a fragdo da luz incidente com um
comprimento de onda especifico, que atravessa uma amostra de matéria, portanto,
ela mede o numero de fétons emitidos, pelo numero de fétons incidente,e também é
relacionado diretamente com a absorbancia. A absorbancia € a capacidade

intrinseca dos materiais em absorver radiagbes em frequéncia especifica.



Quando a absorbancia de uma solugdo aumenta, a transmitancia diminui, elas
tendem a ser grandezas complementares. Assim, sua soma (para a mesma energia
e comprimento de onda incidente), € aproximadamente igual a 1, ou 100%, portanto,

se 90% da luz é absorvida, entdo 10% é transmitida.

Figura 5. Equacgdes e relagdo entre transmitancia e absorbancia.

Transmittance T % Absorbance A = -logT = -log L

L

Figura 6. Relacao transmitancia e absorbancia.

Luz incidente =iy s | 7 transmitida

Como realizar um espectro de absorgao na pratica?

A ideia ao realizarmos um espectro de absor¢cdo, € medirmos o quanto de luz é
absorvida por uma determinada estrutura.
1. Fonte de luz especifica
Elemento dispersivo (prisma, grade de difracdo, e etc).
Aluz ira passar através da amostra

A luz transmitida € medida com um fotodetector

o b~ 0N

Compare a quantidade de luz recebida com e sem amostra

Figura 7. Espectro de absorgao
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Ja a reflectancia, é a proporgao entre o fluxo de radiagao eletromagnética incidente
numa superficie e o fluxo que é refletido, ou seja, € a fracdo incidente refletida pela

matéria.

Figura 8. Equacéo reflectancia.
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R: reflectancia;
Fr: fluxo de radiagao eletromagnética refletido;

Ft; fluxo de radiacéo eletromagnética incidente;
2.5 Qual cubeta melhor para cada situagao?
e Cubeta de plastico: Uso no visivel (~380 nm - 780 nm)
A cubeta de plastico é ideal para a maioria das medidas, em especial com solventes

que dissolve a cola das cubetas.

Figura 9. Cubeta de plastico



e Cubeta de vidro: Uso no visivel (~380 nm - 780 nm).
A cubeta de vidro é ideal para medidas com necessidade de uma maior precisao,

pois o ruido ira ser baixo, ou a amostra ndo pode ter contato com o plastico,

Figura 10. Cubeta de vidro

e Cubeta de quartzo: Uso no UV/Visivel/NIR (~190 nm - 2000 nm)
A cubeta de quartzo ¢é ideal para amostras que necessitam de transmissao/detecg¢ao

fora do visivel, particularmente no UV.

Figura 11. Cubeta de quartzo.






2.6 Dicas de como medir solugées com microorganismos

Ao realizarmos medidas de solugdes contendo microorganismos, devemos:

Q Utilizar a cubeta
ideal para aquela

d Ter cuidado ao
manusear o)

equipamento, para
ndo contamina-lo.

situagao (plastico
ou vidro).

\\
Deixa-lo limpo apéds
utilizar, para que
outra possa usa-lo, e
nao contaminar suas
amostras.

- /

o




Protocolo para a operagao do Espectrofotometro Varian Cary 50

Antes de comecar:

> Planeje para ligar o equipamento 30 minutos antes de comegar as leituras,

para que a lampada possa estabilizar;

> Escolha uma cubeta limpa e sem riscos;

> Antes de colocar a cubeta no equipamento, certifique-se que ela nao

apresente bolhas, particulas, nem nenhum tipo de sujeira;

Inicializagao

. Ligue o computador. Nao € necessario apertar nenhum botdo no

equipamento;

2. Abra o software “Scan’, que esta na area de trabalho do computador;

3. Cliqgue em “Connect’ e aguarde a inicializagdo do equipamento. Vocé sabera

©® N o o

que esta pronto quando, no lugar do “Connect’, surgir o botao “Start”;

Clique em “Setup”, no lado esquerdo, para selecionar o método de aquisicao
de dados;

Na janela principal do “Setup”, selecione os parametros ideais.

Clique na aba lateral que diz “Baseline” e selecione “zero/baseline’;
Selecione “Ok” para concluir o Setup;

Insira a cubeta com o branco no equipamento; tome cuidado com a
orientacdo da mesma, nao esquecendo que o feixe de luz deve atravessar as
faces translucidas da cubeta.

Clique no botao “Zero” até que o indicador de absorbancia no lado esquerdo
da tela indique um valor préximo de zero; ndo ha problema se esse valor for

negativo;

10. Entdo cligue no botao “Baseline”; o programa vai emitir uma mensagem

11.

pedindo para que vocé coloque a solugdo de branco, que ja deve estar I3;
aperte “Ok”;
Em seguida, o programa vai mostrar outra mensagem, pedindo para que

vocé bloqueie o feixe de luz com um objeto e aperte “Ok”;

12.Remova o objeto bloqueando o feixe de luz;



13.Selecione “Start’. O programa vai pedir para que vocé escolha a pasta em
que vai salvar os dados, e dé um nome ao ser arquivo; esse nome
corresponde ao conjunto de todas as leituras que serao feitas na sequéncia;
Aperte “Ok”;

14. Agora vocé deve inserir o nome da sua primeira amostra. Faga uma leitura do
branco para garantir que a linha de base foi feita corretamente;

15. Os valores de absorbancia para o branco devem ser todos em torno de zero;
caso haja alto ruido, algum pico inesperado, ou alguma distorgao, descarte o

conteudo da cubeta, lave-a bem, e repita os passos 8 e 14.
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