ANALIZA SPECTROFOTOMETRIC A CALITATIV A SI
CANTITATIV A

Spectrometria de absgbmoleculai are aplicdi atat in analiza cantitativcatsi

n cea calitati¥. Spectrometria de absoimoleculai efctuati in cele trei domenii spectrale

UV-VIS-IR nu di aceleai rezultate in ce privte analiza calitativsi cantitativia. Astfel
datoriti unor maxime de absaib limitate Tn domeniul UV-VIS acest domeniu esiko$it
preponderant in analiza cantitatiDatorii domeniului IR este folosit preponderent in

domeniul analizei calitative.

Lungimi de unda si pozitii ale benzii de absorlie specifice maximilor de absorkie
pentru legituri cromofore si grupari func tionale in domeniul spectral UVsi IR

Domeniul UV Domeniul IR
Lungimede . _ Poziia benzii de
Grupare cromofair UNG (o) [NT] Grupare fungonak absorlie [ci]
c=C 175 C-H 2850-2960
175 =C-H 3020-3100
Cc=C 195 Cc=C 1650-1670
22¢ =C-H 330C(
16C c=C 2100-226(
C=0 185 C-Cl 600-800
280 C-Br 500-600
200 C-l 500
R-NG, 274 O-H 3400-3640
C=N 165 C-OH 1050-1150
C=C-C=C 217 ;C-H 303C(
_ _ 22C 160(-150(
C=C-C=0 315 N-H 3310-3500
o~ 220 C-N 1030-1230
C=C-C=C 230 C=0 1670-1780
184 COOH 2500-3100
204 =N 221(-226(
25¢ NO, 154(




Analiza spectrofotometrici cantitativa

Intensitatea unui fascicol cu réidlaminoase ce cade pe o supteafichida,
gazoas sau solid sufet absorlie, refledii, refragii sau provoat fluorescemi(fig.1). Tn
fotometria molecular cantitativse determif cantitatea de radia

— absorbiti de proli la traversarea acesteia de o ra€éialectromagnetic(fotometrie la
substare lichide transparente),

— absorbit de prola la reflexia radidi de proka (fotomertrie la corpuri solide
netransparente),

— emis de prold pe o lungime de uradsuperioad lungimii de und a radiaiei incidente
(fotometrie de fluoresceisi fosforescetd),

- cantitatea de radiatie absotbite proli printr-o emisie de acegdungime de unal ca
acea specificspecie chimice analizate (spectrofotometrie derie atomia).
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Fig 1. Fenomene optice ce au loc la trecerea unui fasgectadigie printr-un mediu
transparent lichid gtintensitatea radigei incidente, J-intensitatea radigei absorbite, +
intensitatea radigei transmise.

In cazul fotometriei de absaib diminuarea intenditii radiatiei depinde de
grosimea stratului pe care-l traverseageasta, de natura subs¢hisau substaelor care
compun stratugi de concentrga substatelor din strat. Aceste dependersunt valabile
pentru orice lungime de uadi pentru orice mediu omogen, in carédarea intensitii
radigiei se datoreagznumai absorei, indifferent dagd mediul absorbant este gaz, lichid,
solid sau soltie.

lo=la+ It



Din punct de vedere matematic aceste depemdent descrise de legea Lambert-Beer:
I
Iogf— =a-'b-c

unde:

a- coeficient de absotie (absorbasd) sau coeficient de extitie ce reprezirito marime
specifi@ substatei

b- grosimea stratului stbatut de radide

c- concentréa substatei

Aceast lege si la baza analizei cantitative colorimetriggotometrice. Trebuie specificati c
se face abstrgie de cellalte fenomene fizice precum difuziune , refracpolarizare. in
aceast analiz se mai defines uritoarele rérimi:

Transmitanta (T):
I
I
Ig
- Indicele de transmitanti- transmitaga unui strat cu grosimea de 1 cm.
- Opacitatea(inversul transmitaei):
1 T,

T I,

sau sub form procentual: %T = * - 100

— Absorbanta (A) logaritmul cu semn schimbat (cologaritmul) al trarnsei
(transmitarei):

=A-logT

Iy

=Nog§=£ogr—=a-b-c
r

Absorbanta (A)=Extintie (E)= Densitatea optié (D)

Avand n vedere expresia procendauiransmitatei (T) se poate scrie pentru
absorbatii (A) urmatoarea relge:

A=log ;i; = logl100 — log%T
sau: =R —logWT
si %T = antilog(200 — A)

Relgile de mai sus reprezintefapt expresia matematia legii Lambert-Beer.
Absorbana este aditi# motiv pentru care mai multe straturi din aggsabstag , cu
aceea concentrge, suprapuse dau o absgeltotala egdl cu suma absorbgelor patiale.



O apligge important a legii Lambert-Beer o comstituie detimarea concenttiai
anumitor specii chimice dintr-un amestec lichididseau gazos de substanPentru a putea
individualiza aceastdeterminare este nevoie de separarea inforiatiglei specii chimice
din amestec prin condensarea numai a valorii absgbspacifice corespuatoare lungimii
de und la care acea specie are abgermaximi. In acest scop este necesar ca tadia
incident folositd pentru iradiere sa fie monocromatimu lungimea de uridcorespunitoare
absorbatei maxime a acelei specii chimice iar legea LamBesgr are expresia:

A= E£mol * Cmol” b

= ha

Absorbance
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Fig.2. Expresia grafig a tipurilor de dependgémintre transmitag (T), absorbaga (A),
intensitatea radigi (l;) si grosimea stratului de sala (b).

Coeficientul molar de absorlgie (g) reprezint raportul dintre absorbghsi
produsul dintre concentia mola# a soluiei si grosimea stratului de sala stibatut de
radigie:

mol=
Cmol'b

Coeficientul molar de abstelreprezint o constat a substagei absorbante, el
caracterizeazsensibilitatea unei reticde culoaresi limitei de concentrgi intre care este
posibili dozarea substgi prin fotometrie. Mrimea acestui coeficient vari@n limite largi.
Legea Lambert-Beer este valala toate tipurile de spectroscopie de abgertomic si
moleculai.
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Fig.3. Expresia grafit a dependegi dintre:a) transmisigi concentrga soldiei, b) dintre
absorbati si concentréia soldiei, c) dispunerea grag#éor de transmisiai de absorbag pe
sacara gradat unui spectrofotometru analog, d) praassugesti& a influenei transmisiei
si absorbarei de dtre grosimea de strat respectiv dée€ concentrge.

In ambele cazuristaite mai sus pentru determinarea concéptrpe cale
fotometric pentru a avea determinare mateniatiebuie & existe doar dauvariabile n
expresia legii Lambert-Beer: una dependeabvncentraa-c, si una independeat
(absorbata-A ,in primul caz, sau grosimea de strat-b ,irdeeal doilea caz) ceil@l
parametrii din relge trbuind 4 fie constafi. Pentru rezoltie si sensibilitate ridicat se
foloseste o radigie luminoad cu o band spectral ingust a crei lungime de uniltrebuie &
se plaseze in zona maximului de abgiera speciei de analzat. in cazul in care maxiraul d
absorhie spectral nu este cunoscut el se deteriiniiin reprezentarea grafi@a absorbei la
diferite lungimi de unal

Abateri ale legii Lambert-Beer

Aa cum rezult din legea Lambert-Beer, pentru o anuinstibstati daé si o
grosime de strat predisdependega intre absotie (A) si concentrée este linear (fig.4.).
Aceast dependeti este valabil insa numai in domenilul concentigor mici de pana la
10°moli/l. In asemenea sdjudiluate fiecare molecéla substafei de analizat absoarbe
luminda monocromatig independeritde moleculele vecine. La conceniirenai mari se
ajunge la erori importante deasurare. Soltia determinarii concentyiai pe cale fotometric
si la solyii concentrate congftin diluarea controléata acestora sau danu este posibil
folosirea unor cuve de grosime mai miDimpotrivd dac concentrgile sunt foarte mici,
sub limita de detai®, se folosesc cuve cu grosimea stratului dejigafnare (paila 100 mm
la lichidesi sute de mm la gaze).



Daz substata analizat isi modifica proprietitiile fizico-chimice in funge de

concentrge apar abateri de la liniaritate (fig.5). Acesbairi pot avea dawcauze:chimice
si fizice. Cauzele chimice sunt generate de modifiaaoeficientului molar de extia (de
absorhie) ca urmare a ap#igi unor reagi chimice la diferite concenttia Asemenea reaic
deplaseazechilibrul chimic, pot ajrea compleg, se modifié indicele de refrage. Cauzele
fizice sunt generate de:

Reflexiesi absorljie de pe petg cuvelor. De regu, la celule de
grosime normdl abaterea de la liniaritate, daténieflexiei, este mitsi se poate
neglija. La celule de grosime niia solyiei aceast abatere nu mai poate fi neglgat
si este necesapracticarea unor factori de cotiec

Imposibilitatea asiguarii unor radiaii incidente monocromatice.
In situgia unei radigi cu mai multe lungimi de uridin compuneréi; A;...... A, legea
Lambert-Beer este valabiseparat pentru fiecare lungime de aiidparte. Acest
lucru duce nsla un coeficient mediu de extifie molak (g) diferit de coeficientul
corespunitor unei anumite lungimi de uad

Variatii de temperatur. La determitiri de mare precizie se
lucreaz n condiii termostatate deoarece se facetgimnfluenia modificirilor de
temperatut asupra indicelui de reflexie, abspesi refragie.

Turbiditate ridicad a probei. La probe tulburi se ajunge la
Tmprastieri importante ale radigei incidente, care sunt percepte de senzorul
fotoelectric drept concentig ceea ce duce la erori importante desorare.

Domeniul de valabilitate a legii Lbert-Beer se determirexperimental pentru

fiecare caz in parte prin construirea graficulsaltiei (A) sau a transmisiei (T) Tn futie
de concentnge (c).
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Fig.5. Abaterea de la liniaritate

Determinarea concentraiei unei substarnte din dependeia dintre
absorbanta si concentratie

in acest caz este necesar ca abgarkiagepindi numai de concentrie
speciei de analizat, respectiv:
- Grosimea stratului sofiei de analizat,
- Lungimea de unda radiaiei,
- Natura solventului, natura substeinde analizat,
- Temperatura sotiei de analizat,
- pH soluiei de analizat.

trebuiesc cunoscutg mertinute constant pe taaperioada riasufarii. Masura in care se
reweste acest lucru influgeaz in mare parte performgnin fotometria cantitativ Avand in
vedere legea lui Lambert-Beer determinarea coraezitsubstatei de analizat din valoarea
masurati a absorbaei (sau extingei), Tn condiile grosimei constante a sglei si a celorlati
parametrii enumetamai sus, se poate face in donoduri:

- cu ajutorul unui etalon de concenieacunoscuy,
- cu ajutorul unui factor constant (coeficient malarextingie).
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Determinarea concentraiei prin comparatie cu un etalon de concentrie cunoscus.
Cea mai simpl metodi de determinare a concenteape cale fotometriceste aceea de a
compara absorbg(A) unei soltii de concentrge cunoscut a substagei de analizat cu
absorbata (A« a unei solti de concentrige necunoscita acelesi substage. Este evidentac
fiind vorba de acegasubstari, absorbatele molare sunt identice iar subgtanalizat
trebuie 4 aiba aceeai grosime, ceea ce presupune folosirea de cuveicgexpresia celor
douwa extingii este:

A=c_,-b-c

Emol
A.\' = Empl " b- Cy

Unde: emor-coeficientul de extinge mola#é prntru soltia de concentitée cunoscut,
respectiv de concetia necunoscg
b-grosimea probei din &uv
c-concentia cunoscut a probei de referia,
€ concentrga necunoscuta probei analizat
Prin imgirtirea celor doé ecuaii se oliine:
A e..'b-cC
Ax Emol b - Cy
lar dug simplificarea coeficientuui molar a grosimii stratului de elecrolit car e sunt
aceleai pentru ambele probe, egigade mai sus devine:
A C
A, ¢,

X X

Ecuagia din care se poate calcula concegdraecunoscuteste:

Calculul concentngei prin comparge este folosit totdeauna atunci cand una din
componentele sistemului suferarigii in timp. Deasemenea esta valabil numai atuneica
dependefa Intre absorba#si concentrsie este liniai. In cazul n care aceasiependeti

este neliniar apar erori de determinare care sunt cu atat maicuaéat abaterea de la
liniaritate este mai mare. Pentru sigueadetermigrii concentraiei Tn zona linia, mai ales
daa este vorba de concendranai mari, se recomatidealizarea unui grafic de eatlonare cu
concentrgi cunoscute. In domeniul concentitor mici se ohine o dependaa liniara intre
absorbati si concentrgie, iar la concentta mari dependetd neliniat. Determinarea
concentrdei necunoscute a probei analizate cu ajutorul@ude etalonare se face prin
extractularea absorbgm masurate pentru acea pebpe axa abscisei unde se giige
concentrgda ei. Pentru determini de precizie se recomandumai lucrul in zona linidra
curbei de etalonare. La fotometre moderne gmete cu microprocesor, perechile de valori de



absorlyie-concentréie cu care se realizeagurba de etalonare sunt memorate, extrapolarea
efectudndu-se automat, apararugaaid direct numeric valoarea concetitia

E
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Fig.6. curki de etalonare cu evidgerea limitei superioare de liniaritate.

Erori posibile la determinarea absorbartei solutiilor. Absorbama finak masurati (Amasura)
n cadrul unei determiini pentru o soltie este o absorbghcumulativa si se compune din:

- absorbata probei de analizat sau a produsului deti@#8yror),
- absorbata datorat culorii proprii a probei (Aioare propri}s
- absorbata datorat reactivilor (Aeacti)-

Absorbama datorat culorii proprii a probesi absorbata datorat reactivilor
denatureaxzvaloarea reéla absorbaei speciilor chimice de analizat sau a produsutui d
reagie ca atare la agsuriri de mare acurate, aceste absorb@nse scad din valoarea
absorbatei globale misurate, motiv pentru care paast denumirea de absorb@nde
compensaregi se poate scrie:

Amﬁsumt = Apmhé +A:ulnar‘e proprie + Ar‘ea:tiv

sau exprimand grafic se b dependetele din figura:
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Fig.7. Componentele absorb@nmasuratesi succesiunea deterndini in timp a celor trei
comonente.

A- Fotometrul este reglat la zero,

B- Se fotometreaizreactivii fira reactivul de bag,

C- Se introduce proba ce prezimt culoare individudlsi se
fotometreai ,

D- Se adaugjreactivul de bag are loc reaga de culoare dupcare se

fotometreaz din nou.

Absorbaa finak va cuprinde absorbgmprobei risurate dasi cele dod
absorbate nedorite de compensare.

Determinarea concentraiei cu ajutorul unui factor constant (coeficient
molar de absorbarta)

La majoritatea deterriiiilor fotometrice de absotie, existi in domeniul de
masurare o dependgnliniara Tntre concentrga asubstagei de analizagi absorhia de
lumina, astfel incatsse poat aplica legea Lambert-Berr. In acesttuaie daé coeficientul
molar de extingie este cunoscut se poate determina conaensabstatei de analizatifra
curka de etalonare folosind legea Lambert-Beer:

A

mal —
Zmel * b

C

10



Determinarea concentraiei necuoscute a substaei din dependena dintre
grosimea de stratsi concentratii cunoscute ale substatei

La acest procedeu se egalizedsorkia soluiei de concentrige cunoscut cu
absorlia soldiei de concenttige necunoscitprin modificarea grosimii stratului de sgki
La egalizarea intendiilor luminoase transmise prin cele daoluii, absorhjiile:

A1=E'b1'C1

A =sg-h ¢

vor fiegale intreeledA;, = A, =b, ¢c; =b, ',

b
de unde £, — — ¢,
by

Din relga de mai sus rezdlsi principiul determiirii concentraei (cy) si anume
determinarea se rezudrta masurarea grosimii stratului {ki by ), efectuarea raportului intre
elesi inmulirea raportului cu valoarea conceigacunoscute (g.

Determinarea pe cale fotometrié a concentrgiilor amestecurilor de
substarte

Legea Lambert-Beer se poate apli@soluii ce cortin mai muti componefi cu
condiia ca intre acgia 1 nu existe intergwni. Pentru exprimarea extiai o soldie ce
coniine mai mult de o specie se poate folosiatoarea expresie:

A=A +A, +--+A =¢,"b'c; +5, b+ +¢,'b
Unde :

€ 1,82, &n- CO€ficieni de absorbai molari ai substaelor 1,2,...,n din solie

C1, &, G, — concentrgile molare ale substaslor 1,2,...,n In solie

b- grosimea stratului de soie:.

Redh de mai sus este defapt expresia matetataditivitii absorbarei unei
soluii la o lungime de unddat in funaie de absorbaale substaglor ce compun sofia.
Pentru doa specii absorbante gky, absorbata amestecului, este date relaia:

A=¢g,-b-c,+g,-b-c,
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Unde:g,, g,- coeficienii de absorbagi molari ai substaelor x,y
b- grosimea stratului absorbant
&.Cy- concentrgile celor doud substate din amestec.

Dai se determii absorbata celor dod substate si absorbata amestecului lor se
ohtin spectre din fig. 8. In care cu linie contiraunt reprezentate spectrele de aksodie
celor doa substate pure Tn solie, iar cu linie punctatspectrul de absotie al
amesteculului celor dawsubstare.

Fig.
8
Al
A2
u
a2
s |
2 i
< I
|
A

M
Lungime de undd [nm] —=
Spectrele de absorbtie ale substantelor pure (x) si (y) si spectrul de absorbtie a amestecului
(x) si (y) , la aceleasi concentratii .

2

Deoarece sunt diosubstare a @ror concentréie trebuie determinag vor trebui
efectuate doumasutitori. Practic, se aleg dauungimi de und pentru nisurare, una la care
are loc maximul absotiei pentru substga x (.1) si cealalt la care are loc maximul de
absorlyie pentru substaay (). Se poate scrie atunci:

A=A, +A, = sx:-h- cx+s},:-b-c},
A=A, +A, =Ex1-h-cx+s},: -b-c,
Unde: A si A,- absorbatele amestecului la lungimile de uind, Ao,

A, si A, —absorbagele substagelor xsi y la lungimea de uridh,,
A, si A, - absorbatele substagelor xsi y la lungimea de urid, Az,

£, §i &, -coeficieni de absorbag molari ale substaelor xsi y la lungimea de urid
M,
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£._si &, -coeficieni de absorbag molari ale substaelor xsi y la lungimea de urid
A2,

Cunoscandu-se concetiiteamolare ale celor dausoluii pure prin citirea
absorlyilor celor doui soluii la lungimiile de und A;si A,, se determinextingiile lor
molare. Din sistemul de daecuaii de maui sus singurele necunoscui®an g si cy care se
pot calcula prn #girea soldei sistemului. Da& spectrul substaei x nu se suprapune peste
cel al substawi y la lungimea de urid\,, concentrda substatei y va poate fi determinat
print-o singud citire a absorei acesteia la lungimea de udirid. Concentrga substatei x
poate fi apoi calculatdin absorfia amestecului la lungimea de drid din care se scade
absorhia substatei y la aceg lungime de und, asa cum rezuft din ecuaiile sistemului.
Atunci cand concenttia unei substae din amestec este mult mai mare decét a celeilalte
absorlyia sa va fi mult mai mare la ambele lungimi de 4jratel incat determinarea
concentrgei celei de a doua substarse va face cu erori. Aparatele moderne digitale a
incorporate programe de calcul ce permit deterramammultai a concentrgei
sunbstatelor din amestec.
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