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SPECTROSCOPIA DE ABSORBTIE iN UV-VIS

Spectroscopia de absorbtie moleculard UV-Vis este o tehnica
analitica care masoara cantitatea de radiatie, avand lungimi de unda
distincte ultraviolete sau vizibile, care este absorbita de o proba, sau
transmisa printr-o proba, in comparatie cu o proba de referintd sau martor.
Aceasta proprietate este influentata de compozitia esantionului, putand
oferi informatii despre ce se afla in esantion si la ce concentratie. Deoarece
aceasta tehnica de spectroscopie se bazeaza pe utilizarea luminii, sa luam in
considerare mai intai proprietatile luminii.

Lumina are o anumita cantitate de energie care este invers
proportionala cu lungimea de unda. Astfel, lungimile de unda mai scurte ale
luminii transportd mai multa energie, iar lungimile de unda mai lungi
transporta mai putina energie. Cand lumina incidenta loveste materia,
aceasta poate fi absorbita, reflectatd, sau transmisa. Absorbanta radiatiei in
intervalul UV-Vis provoaca excitatie atomica, care se refera la tranzitia
moleculelor de la o stare fundamentala cu energie scazuta la o stare excitata.
Tnainte ca un atom s poata schimba stirile de excitatie, trebuie s3 absoarb3
niveluri suficiente de radiatie pentru ca electronii sa se deplaseze pe orbite
moleculare superioare. Este necesard o anumita cantitate de energie pentru
a promova electronii dintr-o substanta la o stare de energie mai mare pe
care sa o putem detecta ca absorbtie. Electronii din medii diferite de legare
intr-o substanta necesita o cantitate specifica diferita de energie pentru a
promova la o stare de energie mai mare. Acesta este motivul pentru care
absorbtia luminii are loc pentru diferite lungimi de unda in diferite
substante.

Oamenii sunt capabili sa vada un spectru de lumina vizibila, de la
aproximativ 380 nm, pe care o vedem ca violet, pana la 780 nm, pe care o
vedem ca rosu. Lumina UV are lungimi de unda mai scurte decat cele ale
luminii vizibile, de pana la aproximativ 100 nm. Prin urmare, lumina poate fi
descrisa prin lungimea de unda, ceea ce poate fi util in spectroscopia UV-Vis
pentru a analiza sau identifica diferite substante prin localizarea lungimilor
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de und3 specifice corespunzitoare absorbantei maxime. In figura 1.1 sunt
prezentate principalele componente ale unui spectrofotometru UV-Vis.
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Figura 1.1. Schema simplificata a componentelor principale ale unui
spectrofotometru UV-Vis (dupa Justin, 2021).

1.1. Sursa de lumina

Fiind o tehnica bazata pe lumina, este esential a avea o sursa
constanta, capabila sa emita lumina pe o gama larga de lungimi de unda. O
singura lampa cu xenon este folosita in mod obisnuit ca sursa de lumina de
Tnalta intensitate atat pentru raze UV, cat si pentru cele vizibile. Lampile cu
xenon sunt, totusi, asociate cu costuri mai mari si sunt mai putin stabile in
comparatie cu lampile cu tungsten si cu halogen. Pentru instrumentele care
folosesc doua lampi, o lampa cu tungsten sau cu halogen este utilizata in
mod obisnuit pentru lumina vizibild, in timp ce o lampa cu deuteriu este
sursa comund de lumina UV. Tntrucat sunt necesare doud surse de lumin
diferite pentru a scana atat lungimile de unda UV, cat si cele vizibile, sursa
de lumin din aparat trebuie s& se schimbe in timpul m&surdrii. in practic3,
aceasta comutare are loc in mod obisnuit in timpul scanarii intre 300 si 350
nm, unde emisia de lumina este similara de la ambele surse de lumina si
tranzitia se poate face mai usor.

1.2. Selectarea lungimii de unda

n pasul urmator, anumite lungimi de unda de lumind potrivite tipului
de esantion si analizorului pentru detectare trebuie selectate pentru
examinarea probei dintre lungimile de unda largi emise de sursa de lumina.
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Pentru aceasta se pot folosi monocromatoare, filtre de absorbtie, filtre de
interferenta, filtre de decuplare, filtre de trecere a benzii.
Monocromatoarele sunt utilizate cel mai frecvent pentru acest proces
datorita versatilitatii lor. Cu toate acestea, filtrele sunt adesea folosite
impreuna cu monocromatoarele pentru a ingusta lungimile de unda ale
luminii selectate pentru masurdtori mai precise si pentru a imbunatati
raportul semnal-zgomot.

1.3. Analiza probei

Indiferent de selectorul de lungime de wunda utilizat fin
spectrofotometru, lumina trece apoi printr-o proba. Pentru toate analizele,
este absolut necesara masurarea unei probe de referinta, denumita adesea
»proba martor”, cum ar fi o cuva umpluta cu un solvent similar utilizat pentru
prepararea probei. Daca pentru masuratori se foloseste o solutie apoasa
tamponata care contine proba, atunci solutia apoasa tamponata fara
substanta de interes este utilizata ca referinta. La examinarea culturilor
bacteriene, mediile de cultura sterile vor fi folosite ca referinta. Semnalul
probei de referinta este apoi utilizat automat de instrument pentru a ajuta
la obtinerea valorilor reale de absorbtie ale analitilor.

O atentie deosebita trebuie acordata materialelor si conditiilor
utilizate in experimentele de spectroscopie UV-Vis. De exemplu, majoritatea
cuvelor din plastic sunt inadecvate pentru studiile de absorbtie UV, deoarece
plasticul absoarbe in general lumina UV. Sticla poate actiona ca un filtru,
absorbind adesea majoritatea UVC (100-280 nm) si UVB (280-315 nm), dar
permitand trecerea unor UVA (315-400 nm). Prin urmare, sunt necesare
cuve de cuart pentru examinarea UV, deoarece cuartul este transparent
pentru majoritatea luminii UV. Aerul poate fi considerat si ca un filtru,
deoarece lungimile de unda ale luminii mai scurte de aproximativ 200 nm
sunt absorbite de oxigenul molecular din aer. Este necesara o configuratie
speciala si mai costisitoare pentru masuratorile cu lungimi de unda mai mici
de 200 nm, implicand de obicei un sistem optic umplut cu argon pur. Sunt
disponibile, de asemenea, sisteme fara cuve care permit analiza unor
volume foarte mici de proba, de exemplu in analizele ADN sau ARN.
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1.4. Detectia

Dupa ce lumina a trecut prin esantion, se foloseste un detector
pentru a transforma lumina intr-un semnal electronic care poate fi citit. In
general, detectoarele se bazeaza pe acoperiri fotoelectrice sau
semiconductori.

O acoperire fotoelectrica emite electroni incarcati negativ atunci
cand este expusa la lumina. Cand electronii sunt emisi, se genereaza un
curent electric proportional cu intensitatea luminii. Un tub fotomultiplicator
(PMT) este unul dintre cei mai frecventi detectori utilizati in spectroscopia
UV-Vis. Un PMT se bazeaza pe efectul fotoelectric de a emite initial electroni
la expunerea la lumina, urmata de multiplicarea secventiala a electronilor
emisi care genereaza un curent electric mai mare. Detectorii PMT sunt utili
in special pentru detectarea nivelurilor foarte scazute de lumina.

Cand semiconductorii sunt expusi la lumina, acestia vor fi strabatuti
de un curent electric proportional cu intensitatea luminii. Mai precis,
fotodiodele si dispozitivele cuplate de incarcare (charge-coupled device-
CCD) sunt doi dintre cei mai obisnuiti detectori bazati pe tehnologia
semiconductoare.

Dupa ce curentul electric este generat de la orice detector utilizat,
semnalul este apoi recunoscut si transmis catre un computer sau un ecran.

1.5. Analiza spectroscopica UV-Vis, spectru de absorbtie si unitati
de absorbanta

Informatiile din spectroscopia UV-Vis pot fi prezentate sub forma
unui grafic al absorbantei, densitatii optice sau transmitantei in functie de
lungimea de unda. Cu toate acestea, informatiile sunt prezentate mai des ca
un grafic al absorbantei pe axa verticala Oy si al lungimii de unda pe axa Ox
orizontald. Acest grafic este de obicei denumit spectru de absorbtie si un
exemplu este prezentat in figura 1.2.
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Figura 1.2. Exemplu de spectru de absorbtie dat de un
spectrofotometru UV-Vis.

Pe baza celor prezentate, se poate astepta In mod rezonabil ca
intensitatea luminii sa fie legata cantitativ de cantitatea de lumina absorbita
de proba.

Legea Lambert - Beer reprezinta legea de baza folosita in analizele
sau determinarile spectrofotometrice. Ea este utilizata in special pentru
obtinerea concentratiei unei substante daca exista o relatie liniara folosind
un set masurat de solutii standard care contin aceeasi substanta.

n conditiile Tn care considerdm o radiatie incidentd monocromatics,
lo, care cade pe o celula continand proba, dupa trecerea prin proba se
inregistreaza intensitatea final3, |, care este mai mica decat cea initiala, lo,
in urma absorbtiei luminii la trecerea prin celuld (Figura 1.3). Celula are
lungimea | iar concentratia substantei ce absoarbe lumina, C.

I

1 solvent + solut

Figura 1.3. Absorbtia luminii in cazul legii Lambert-Beer
(dupa Nascu si Jantschi, 2006).
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Daca lungimea | provoaca o reducere cu un anumit procent a intensitatii
initiale, lo, de exemplu cu 50%, un nou strat de lungime |, egal cu primul, va
actiona, conform legii Lamber- Beer, in acelasi mod, adica va diminua tot la
jumatate noua radiatie incidenta. Tn figura 1.4 se observ ca graficul punctelor

corespunzdtoare dimensiunilor celulei 1l, 2I, 3I, ... se distribuie pe o curba
exponentiala. Aceastd curba poate fi scrisa algebric ca o functie:
I=lo-e (1)

unde k este o constantd. Aceasta ecuatie reprezinta una din formele
legii lui Lambert - Beer. Raportul dintre | si lo poarta numele de transmitanta
(T=1/10)), si exprima cat de multa lumina a trecut printr-o proba.

Legea Lambert - Beer mai poate fi scrisa si sub forma:

In(I/10) = -kI (2)
sau schimband semnul
In(lo/1) = kl (3)

Absorbanta (A) este egala cu logaritmul fractiei dintre intensitatea
luminii inainte de trecerea prin esantion (lo) impartita la intensitatea luminii
dupa trecerea prin esantion (1).

A =In(lo/1) = - In(T) (4)

Introducand absorbanta (A) in ecuatia precedenta, legea Lambert-
Beer mai poate fi scrisa sub forma:

A=kl (5)

unde A este absorbanta, k - coeficientul de absorbtie iar | - lungimea
parcursa de lumina prin mediul care absoarbe sau lungimea celulei.

A
|
IO
1=,/
lo/2-
lo/4 \
| » Kkl
| 2| 3l

Figura 1.4. Forma exponentiala a legii Lambert-Beer
(dupa Nascu si Jantschi, 2006).
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Coeficientul de absorbtie, k, s-a gasit ca este proportional cu
concentratia substantei care absoarbe lumina, C adicd k = const.-C. in functie
de diversele moduri de exprimare ale concentratiei, constanta k are valori
diferite. Tn cazul exprimérii concentratiei in mol/L, aceastd constant3 se
numeste coeficient molar de extinctie (sau de absorbanta), simbolizata €.

in consecintd, forma cea mai utilizatd dar si cea mai simpl3 a legii
Lambert - Beer este:

A=¢€lC (6)

Din examinarea acestei ecuatii se poate observa ca dacal=1 cm si
C = 1 mol/L, atunci avem € = A. Asadar, coeficientul molar de extinctie
reprezinta absorbanta unei solutii de concentratie 1 mol/L daca lungimea
celulei cu proba este 1 cm. Legea este riguros respectata doar pentru o
radiatie monocromatica. Deci, cu cat filtrul optic este mai ingust, ca domeniu
spectral, cu atat liniaritatea dreptei se respectd pe un domeniu mai larg de
concentratii. Dar un filtru cu domeniu spectral ingust lasa sa treaca putina
lumina si performantele metodei sunt conditionate si de performantele
detectorului.

Legea lui Lambert-Beer este adesea aplicata pentru a obtine
concentratia probei (C) dupa masurarea absorbantei (A) atunci cand
absorbtivitatea molara (g) si lungimea traseului (L) sunt cunoscute. De
obicei, € este exprimat cu L/mol-cm, L se exprima in cm, iar C este exprimata
in mol/L. Tn consecinta, A nu are unitati.

Cunoasterea conditiilor experimentale in timpul masuratorilor este
importanta. Cuvele proiectate pentru o lungime a drumului optic de 1 cm
sunt standard si sunt cele mai comune. Uneori, este disponibila foarte putina
proba pentru examinare si este necesar un drum optic mai scurt de 1 mm.

Acolo unde este necesara cuantificarea, valorile absorbantei trebuie
mentinute sub 1, in intervalul dinamic al instrumentului. Acest lucru se
datoreaza faptului ca o absorbanta de 1 implica faptul ca esantionul a
absorbit 90% din lumina de intrare sau, Tn mod echivalent, 10% din lumina
de intrare a fost transmisa prin esantion. Cu atat de putina lumina care
ajunge la detector, unele spectrofotometre UV-Vis nu sunt suficient de
sensibile pentru a cuantifica cantitati mici de lumind in mod fiabil. Doua
solutii simple posibile la aceasta problema sunt fie diluarea probei, fie
reducerea lungimii drumului optic.
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Dupa cum s-a mentionat mai sus, Tnregistrarea unui spectru de baza
folosind o solutie de referinta ,blank” este esentiald. Daca instrumentul ar fi
absolut perfect din toate punctele de vedere, linia de bazda ar avea
absorbantd zero pentru fiecare lungime de undd examinata. Intr-o situatie
reala, totusi, spectrul de baza va avea de obicei niste valori de absorbanta
pozitive si negative foarte mici. Pentru cele mai bune practici, aceste valori
mici de absorbanta sunt adesea scazute automat din valorile de absorbanta
ale esantionului pentru fiecare lungime de unda a luminii de catre software
pentru a obtine valorile adevarate de absorbtie.

in functie de scopul analizei, construirea unei curbe de calibrare
poate fi de dorit. Construirea unei curbe de calibrare este foarte utila pentru
a determina concentratia unei anumite substante intr-o proba pe baza
masuratorilor de absorbtie.

in spectroscopia UV-Vis, lungimea de undd corespunzitoare
absorbantei maxime a substantei tinta este aleasa pentru analiza. Aceasta
alegere asigura o sensibilitate maxima deoarece cel mai mare raspuns este
obtinut pentru o anumita concentratie de analit. Un exemplu de spectru de
absorbtie UV-Vis al colorantului Food Green 3 (Fast Green FCF, E143) si o
curba de calibrare corespunzatoare folosind solutii standard sunt prezentate
in Figura 1.5. Se observa ca acest colorant prezinta doua varfuri de
absorbanta maxima, un varf de absorbanta maxima mai mic la 435 nm si un
varf de absorbanta maxima mai intens la 619 nm. Pentru a obtine
sensibilitate maxima la calcularea unei concentratii necunoscute de Food
Green 3, a fost utilizat pentru analiza varful maxim de absorbtie la 619 nm.
Au fost preparate solutii standard intr-un interval de concentratii cunoscute
prin diluarea unei solutii stoc, luand masuratori de absorbanta si apoi
trasandu-le pe un grafic al absorbantei in functie de concentratie pentru a
construi o relatie numerica intre concentratie si absorbanta. A fost creata o
curba de calibrare folosind o ecuatie de regresie liniara prin metoda celor
mai mici patrate. Cu cat punctele de date sunt mai aproape de o linie
dreaptd, cu atat potrivirea este mai buna. Interceptarea axei Oy in ecuatia
liniei drepte a fost setatad la zero pentru a indica absenta absorbtiei atunci
cand nu a fost prezent niciun colorant. Ecuatia prezentata in Figura 1.5 este
utilizata pentru a calcula concentratia de Food Green 3 (variabila x) intr-o
proba necunoscuta pe baza absorbantei masurate (variabila y).
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Figura 1.5. Spectru UV-Vis al colorantului Food Green 3 (a); Curba de
calibrare dezvoltata din solutii standard diluate de Food Green 3 folosind o
ecuatie de regresie liniara prin metoda celor mai mici patrate (b) (dupa
Justin, 2021).

Pentru analiza datelor, graficul absorbantei in functie de
concentratie poate indica cat de sensibil este sistemul la construirea unei
curbe de calibrare. Cand se utilizeaza o ecuatie de regresie liniara cu metoda
celor mai mici patrate, panta liniei celei mai bune potriviri indica
sensibilitatea. Daca panta este mai abrupta, sensibilitatea este mai mare.
Sensibilitatea este capacitatea de a diferentia intre micile diferente ale
concentratiei probei. Din legea lui Lambert-Beer, sensibilitatea poate fi
partial indicata de absorbtivitatea molara €. Cunoasterea prealabild a
valorilor €, daca este disponibila, poate ajuta la determinarea concentratiilor
probelor, in special acolo unde probele sunt limitate sau costisitoare.

Pentru fiabilitate si buna practica, experimentele si citirile n
spectroscopia UV-Vis trebuie repetate. Cand se repeta examinarea unui
esantion, in general, un minim de trei incercari repetate este obisnuit, dar
sunt necesare mult mai multe replicate in anumite domenii de activitate. O
cantitate calculata, cum ar fi concentratia unei probe necunoscute, este de
obicei raportata ca medie cu o abatere standard. Rezultatele reproductibile
sunt esentiale pentru a asigura masuratori precise si de Tnalta calitate.
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Abaterea standard, abaterea standard relativa sau coeficientul de variatie
ajuta la determinarea a cat de precise sunt sistemul si masuratorile. O
abatere sau o variatie scazuta indica un nivel mai ridicat de precizie si
fiabilitate.
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2
ANALIZA CROMATOGRAFICA

Analiza chimica cromatografica include mai multe metode de
separare si totodata de analiza a componentilor amestecului din proba.
Separarea precede analiza si se realizeaza prin repetarea, de un numar mare
de ori, a echilibrului de distributie intre doua faze. Una dintre faze este
imobila si poartd denumirea de faza stationara (aflata de regula intr-un tub
numit coloana) iar cealalta — faza mobila — aflata in miscare, se deplaseaza
prin golurile primei faze. Separarea se petrece in coloana cromatografica.

Faza mobila (eluent) se scurge cu viteza constanta prin interstitiile
fazei stationare, adeseori poroase, si poate provoca migrarea, cu viteze
diferite, a celor n componenti ai amestecului de separat de-a lungul
coloanei. Dupa ce iese din coloana eluentul poarta numele de eluat.

Amestecul supus separdrii se introduce sub forma de solutie la
inceputul coloanei, folosindu-se un dispozitiv de introducere a probei (o
microseringa, autosampler) si se afla fixat intr-o zona ingusta de la inceputul
coloanei. Spalati de eluent, o parte din componentii probei migreaza apoi
prin coloana cu viteze diferite. Acest fapt se datoreaza interactiunilor fizice
specifice dintre moleculele probei si faza stationara. Nu orice molecula
poate migra prin orice faza stationara. Efectul este numit retentie si
provoaca o asa-numita migrare diferentiata.

Moleculele migreaza in grupuri, in fiecare grup existand doar
molecule de acelasi fel. Aceasta face posibila sesizarea componentilor, pe
rand, la parasirea coloanei, de catre un instrument, in grupurile respective.

Instrumentul amintit este un analizor fizico-chimic, sensibil la mai
multi dintre componentii ce ies din coloana. Acest analizor, denumit
detector, este capabil sa dea un semnal proportional cu masa sau cu
concentratia solutiei de component in faza mobila.

Dispozitivul marcheaza trecerea fiecareia dintre substantele ce
formeaza initial proba, similar cu o fotocelula care inregistreaza trecerea
concurentilor la sosire in atletism.
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n orice tip de cromatografie detectorul d3 un semnal proportional
uneori cu concentratia, alteori cu masa componentului aflat in celula de
masura, semnal ce poate fi inregistrat in functie de timp.

Diagrama semnal in functie de timp sau de volumul de eluent poarta
numele de cromatograma.

Pe cromatograma se disting o serie de maxime, numite picuri care se
produc deasupra liniei de baza sau a portiunii orizontale a curbei, paralela
cu axa timpului. Aceasta apare ori de cate ori in detector nu apare nici un
component, in afara eluentului.

x|

Iy
Pic

t() Ir : Timp de retentie
fy Timp mort

| : Aria picului
} \ - Inaltimea picului
l» . 5

Linia de baza

Intensitatea semnalului detectorului

L

Timp

| Injectia probei in coloana - Startul analizei

Figura 2.1. Elementele unei cromatograme.

Un pic are, in cazul ideal, forma distributiei normale Gauss (poate fi
si deplasat stanga sau dreapta).

O cromatograma este prezentata in figura 2.1. Pe axa absciselor se
considera timpul (sau volumul de eluent scurs), cu debit cunoscut, de la
introducerea (injectarea) probei, iar pe cea a ordonatelor, semnalul detectorului.

Se disting urmatoarele elemente de baza ale cromatogramei:

1. Picurile cromatografice (varfuri) care sunt semnalele valorificabile
in analiza cantitativa si calitativa. Primul pic, mai mic, corespunde unui
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